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Résumé

Les bioaérosols dégradent la qualité de 1’air intérieur (QAI) et peuvent affecter la santé et le
bien-étre des personnes. L’échantillonnage d’aérosols microbiens dans 1’air intérieur est
essentiel mais la quantification/identification des microorganismes en faibles concentrations est
difficile. Les filtres installés dans les centrales de traitement d'air (CTA) peuvent étre considérés
comme un échantillonneur a long terme accumulant la contamination microbienne pour évaluer
la QAI. Ces travaux de these ont permis de développer une méthodologie pour analyser
I'exposition aux contaminants microbiens de l'air intérieur dans des bureaux en utilisant les
filtres de CTA. La méthodologie de prélevement par coupons de média filtrant déposés sur les
filtres d'extraction des CTA a été appliquée pendant 13 mois sur un batiment basse
consommation. Des tests préliminaires ont montré que la présence des coupons a la surface du
filtre n'augmentait pas la perte de charge et que l'efficacité de collecte des particules
submicrométriques était de I'ordre de 50% en masse. Les comptages en unités formant colonies
(UFC) et analyses par gPCR, RTQPCR et séquencages 16S/ITS ont été menés. Les
concentrations microbiennes sur le filtre sont restées pratiquement stables au cours des 13 mois
(entre 102 et 103 UFC/cm?). Les résultats par gPCR ont révélé des concentrations plus élevées
comparé aux méthodes culturales. Les genres fongiques et bactériens identifiés correspondent
a I'occupation du batiment (Micrococcus) mais aussi de l'air extérieur. Deux virus respiratoires
ont été identifiés sur le filtre (Adenovirus et Coronavirus). Les filtres de CTA peuvent permettre
d'analyser la contamination microbiologique de l'air intérieur. Cependant, d'autres études
devront étre menées pour optimiser cette méthodologie, notamment le rendement d’extraction

des acides nucléiques.



Abstract

Bioaerosols deteriorate indoor air quality (IAQ) and can affect human health and well-being.
Sampling of microbial aerosols in indoor air is critical but quantification/identification of
microorganisms at low concentrations is difficult. Filters used in air handling units (AHUS) can
be considered as a long-term sampler accumulating microbial contamination to assess 1AQ.
This PhD work aimed to develop a methodology to analyse exposure to microbial pollutants in
indoor air in offices using AHU filters. A sampling methodology using filter media coupons on
AHU filters was applied over 13 months. Preliminary tests showed that the presence of the
coupons on the filter surface did not increase the pressure drop and that the collection efficiency
of submicrometer particles was about 50% by mass. Colony-forming unit (CFU) counts and
analyses by ¢gPCR, RT-gPCR and 16S/ITS sequencing were conducted. Microbial
concentrations on the filter remained almost stable over the 13 months (between 102 and 103
CFU/cm?). The gPCR results revealed higher concentrations compared to the cultural methods.
The fungal and bacterial genera identified corresponded to the occupancy of the building
(Micrococcus) but also to the outdoor air. Two respiratory viruses were identified on the filter
(Adenovirus and Coronavirus). AHU filters can be used to analyze the microbiological
contamination of indoor air. However, other studies will have to optimize this methodology,

especially the extraction yield of nucleic acids.
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L'air que nous respirons a l'intérieur des batiments peut avoir un impact significatif sur
notre santé et notre bien-étre. La qualité de I'air intérieur (QAI) dépend de plusieurs facteurs,
tels que la ventilation et la présence de sources de polluants. Les aérosols microbiens, en
particulier, sont des particules en suspension dans l'air qui peuvent étre des bactéries, des virus
ou des moisissures. Ces aérosols peuvent étre inhalées par les occupants d’un batiment. La
présence de ces aérosols peut étre a 1’origine de problémes de santé tels que les allergies,

I'asthme, les infections respiratoires et méme la transmission de certaines maladies toxiniques.

Depuis le début de la pandémie de COVID-19, il a été montré que les aérosols jouent
un réle important dans la transmission des particules virales. Les particules virales peuvent
rester en suspension dans l'air pendant de longues périodes et se propager dans les espaces
intérieurs mal ventilés. La QAI est devenue un enjeu majeur pour prévenir la propagation de
virus dans les espaces intérieurs. Des études ont montré que les systemes de ventilation et de
filtration de I'air peuvent réduire la concentration de particules virales dans I'air et contribuer a
limiter la transmission de virus. En plus des mesures de ventilation et de filtration, d'autres
mesures préventives telles que le port du masque, la distanciation sociale, les gestes barriéres
et le lavage régulier des mains restent essentielles pour prévenir la transmission des virus
notamment respiratoires. Une bonne QAI est devenue un des aspects importants pour prévenir

la propagation des aérosols microbiens dans les espaces clos.

Afin de maintenir une QAI convenable, des systemes de ventilation mécanique sont mis
en place. lls présentent deux intéréts : renouveler 1’air des environnements intérieurs et extraire
les polluants présents. Les centrales de traitement d'air (CTA) sont des équipements essentiels
pour maintenir une bonne QAI dans les batiments. Les CTA permettent de filtrer I'air entrant
dans le batiment, d'ajuster la température et I'numidité de l'air, et de ventiler les espaces
intérieurs pour évacuer les contaminants, avec la possibilit¢ de recycler 1’air extrait. La
ventilation est particulierement importante pour réduire la concentration des particules virales
en suspension dans l'air, comme cela a été constaté pendant la pandémie liée a SARS-CoV-2.
On retrouve des CTA dans des batiments tels que les hopitaux, les locaux industriels, les
batiments accueillant du public ou des bureaux par exemple. De plus, les CTA permettent
d’améliorer la QAI en réduisant la concentration d'autres contaminants tels que les polluants

atmosphériques, les allergénes, les composés organiques volatils (COV), et les particules fines.

Afin d’¢liminer les particules de 1’air insufflé dans les batiments, le procédé de

séparation le plus utilisé est la filtration. Les CTA possedent des filtres afin d’épurer les
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particules en suspension dans 1’air. L’efficacit¢ de ce procédé est intéressante, le
fonctionnement et la maintenance sont relativement simples a mettre en ceuvre. Enfin il existe
différents média filtrants et différentes géométries pouvant s’adapter aux installations. Plusieurs
considérations sont a prendre en compte pour le choix des filtres selon la nature des polluants

a capter, les performances énergetiques et la qualité d’air recherchée dans les espaces intérieurs.

Pour déterminer si les performances de filtration sont convenables et que la QAI est
suffisante pour le bien-étre des occupants et 1’intégrité du batiment, des analyses de 1’air
peuvent étre effectuées. Concernant la mesure des aérosols microbiens, des échantillonneurs ou
collecteurs sont actuellement disponibles. Cependant, ces échantillonneurs ne sont pas
parfaitement représentatifs de la contamination microbiologique réelle de I'air intérieur. Car
plusieurs facteurs peuvent contribuer a cette limitation, tels que la position choisie pour la
collecte. L'emplacement peut influencer les résultats des mesures. Les collecteurs placés trop
pres d'une source de contamination peuvent surévaluer la concentration de bioaérosols, tandis
que les échantillonneurs placés trop loin peuvent sous-estimer la concentration de bioaérosols.
Suivant les mécanismes de collecte, certains échantillonneurs peuvent étre spécifiques a une
classe d’aérosol microbien propre. Ils peuvent avoir une certaine sélectivité envers certains
types de microorganismes. Ce qui peut entrainer une sous-représentation ou une surestimation
de la contamination en fonction des contaminants recherchés. Le débit d'air des collecteurs peut
également étre limitant. Les échantillonneurs de bioaérosols ont un débit d'air limité et ne
peuvent parfois pas réaliser des prélévements sur une grande durée de temps. Cela peut conduire
a une sous-estimation de la contamination microbienne de l'air intérieur, surtout lorsque les
contaminants microbiens sont peu nombreux. L’activité qui réside dans les pieces a analyser
mais aussi I’ouverture des fenétres peut influer grandement sur la concentration et la qualité des

contaminants pouvant étre collectés.

La représentativité de 1’échantillonnage est alors a interpréter avec précaution lors de
I’analyse des résultats. Afin de proposer une nouvelle approche d’échantillonnage pour
I’investigation de la QAI microbiologique d’un batiment, le laboratoire IRSET de ’EHESP a
Rennes et le laboratoire GEPEA d’IMT Atlantique a Nantes se sont associés pour une étude sur
les filtres de CTA. Le concept proposé représente le fruit de plusieurs travaux de thése réalises
auparavant sur les CTA, leurs filtres et leurs performances. Ces filtres de CTA sont en place et
en exploitation sur des périodes allant jusqu’a plusieurs mois. Ils accumulent pendant cette
période I’ensemble des particules en suspension dans [’air collectées. Cette fonction

d’accumulation des aérosols sur le long-terme peut donc étre utilisée pour évaluer la présence
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des bioaerosols microbiens dans les environnements intérieurs. Le travail de thése développé
dans ce manuscrit a consisté a Développer une méthodologie d’étude de la contamination
microbiologique de Pair intérieur de bureaux par I’analyse des filtres de centrale de
traitement d’air. Les espaces intérieurs étudiés sont des bureaux car cette étude a été menee
sur une CTA traitant I’air de bureaux d’un batiment basse consommation (BBC) d’IMT

Atlantique sur le campus de Nantes.

Ces travaux de thése visent deux principaux objectifs lors d’une campagne terrain de 13

mois :

- Caractériser la CTA, ses performances de filtration vis-a-vis des particules, aérosols
microbiens et les conditions de température et d’humidité relative.
- Développer une méthode permettant d’échantillonner la contamination microbiologique

de I’air intérieur en utilisant les filtres de CTA.

Le premier chapitre présente les différents éléments bibliographiques sur la QAI avec les
polluants et leurs sources, la caractérisation de la contamination microbiologique, le traitement
de I’air dans les batiments. Enfin, le chapitre présente les études précédemment réalisées a

I’échelle des CTA pour I’analyse de I’air intérieur.

Le deuxiéme chapitre décrit la méthodologie générale déployée pour cette étude, et les
différentes étapes qui ont été réalisées afin d’adopter le protocole le mieux adapté a la CTA
étudiée.

Le troisieme chapitre présente les résultats concernant les conditions climatiques et les

efficacités de filtration particulaire et microbiologique de la CTA étudiée a partir de mesures

dans les gaines de ventilation en amont/aval des filtres de soufflage et d’extraction.

Le quatrieme chapitre est dédié aux résultats des analyses microbiologiques de la campagne
de prélévement des coupons disposés sur le filtre d’extraction de la CTA, d’une part les analyses

par cultures microbiennes, puis celles réalisées par biologie moléculaire.

Enfin, le manuscrit rappelle les principales conclusions des différents chapitres et les
résultats marquants obtenus apres la campagne terrain de 13 mois, pour finir en décrivant les

pistes d’études et perspectives d’utilisation de cette nouvelle méthodologie d’analyse de la QAL
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Chapitre 1 : Etat de art
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Ce premier chapitre a pour but de présenter dans un premier temps les différents
polluants de I’air intérieur et les enjeux de santé publique liés a leur exposition. Une deuxi¢me
partie concerne la caractérisation des polluants particulaires de 1’air intérieur et particulierement
les aérosols microbiens. La partie suivante présente les différentes stratégies mises en place
dans les batiments pour l’aération et 1’amélioration de la qualité de D’air intérieur. Une
quatriéme partie présente les études réalisées sur les Centrales de Traitement d’Air (CTA) pour
analyser la contamination microbiologique de 1’air intérieur. Enfin une dernicre partie conclut

ce chapitre et détaille les objectifs fixés pour ces travaux de these.

1. Qualité de ’air intérieur : polluants et sources

La pollution de I’air intérieur et les différents éléments qui la compose peuvent Etre

classes selon leur nature :
- les polluants chimiques et physiques
- les contaminants biologiques

Les polluants majoritaires retrouvés dans 1’air intérieur sont détaillés dans les prochains
paragraphes. Les origines ou sources de ces polluants sont résumées avec un focus particulier

sur les contaminants biologiques.

1.1. Les polluants chimiques et physiques

Les études sur la qualité de I’air intérieur ont principalement ét¢ menées sur les polluants
a I’état de gaz et particulaire. On retrouve une grande diversité de polluants chimiques avec
plus de 400 différents composés identifiés avec de grandes variations en termes de
concentrations et de propriétés (Gale et al., 2009). Parmi les principaux polluants chimiques,

certains peuvent étre cités.

Le dioxyde de carbone (COz) est utilisé frequemment comme indicateur pour appreécier
le niveau de confinement et du besoin de ventilation dans un espace occupé. En France, la
valeur limite réglementaire indicative d’exposition moyenne sur 8 h est de 5000 ppm (9000
mg/m?) pour le CO, (ANSES - Concentrations de CO2 dans [ air intérieur et effets sur la santé.
2013.) Le HCSP (Haut Conseil de la Santé Publique) a rédigé un avis en accord avec le titre 111
des reglements sanitaires départementaux (RSD) et fixe un seuil en CO2 de 1000 ppm dans des

conditions normales d’occupation avec une tolérance a 1300 ppm dans les locaux ou fumer est
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interdit. Il n’y a pas de fondement sanitaire explicite dans ces deux valeurs (HCSP 2022 - Avis
relatif & la mesure du dioxyde de carbone (CO2) dans [ air intérieur des établissements recevant
du public (ERP)).

Lorsque les niveaux de concentration en CO2 sont élevés, les occupants sont plus
susceptibles d’étre dérangés par la sensation de mauvaises odeurs et développer des problémes
cutanés ou symptdmes sur des muqueuses et voies respiratoires inférieures et de présenter des
maux de téte et une diminution des performances cognitives (Erdmann & Apte, 2004; Hou et
al., 2021).

Le monoxyde de carbone (CO) est un gaz toxique par inhalation provenant de processus
de combustion incomplets. Ce gaz est émis principalement par des appareils de cuisson et de
chauffage défectueux, les gaz des véhicules dans les garages et la fumée de tabac (Chowdhury
et al., 2013; Fazlzadeh et al., 2015). Le CO se fixe a I’hémoglobine dans le sang avec une plus
grande affinité que celle de 1’oxygéne. Cette fixation diminue le transport de 1’02 dans
I’organisme et conduit a une hypoxie tissulaire. Les dommages peuvent étre des problémes
cardiovasculaires, neurologiques ou respiratoires pouvant entrainer la mort, en fonction de la

concentration et de la durée d’exposition (Chenoweth et al., 2021).

Le monoxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2) sont les plus communs et les
plus importants oxydes d’azote. Le NO est produit dans une plus large mesure et est ensuite
oxydé en NO2 en présence d'oxygene, d'ozone ou de COV. Les sources intérieures les plus
fréquentes de NOx sont les appareils a gaz comme les cuisiniéres, les fours ou les chauffe-eaux.
La fumée de cigarette et les cheminées peuvent également contribuer aux émissions de NOX.
L'air extérieur influence fortement les niveaux intérieurs, en particulier a courte distance des
routes ou des zones industrielles a forte densité (Hwang & Park, 2020). Le NO inhalé est
transformé en acide nitrique dans les poumons, ce qui entraine des dommages aux cellules et
au systeme immunitaire. L'inhalation peut provoquer des dysfonctionnements respiratoires en
lien avec d'autres pathologies. Le NO2 peut également provoquer une irritation des yeux par
contact direct (Gillespie-Bennett et al., 2011).

L'ozone (O3) est un produit de réaction photochimique dans les atmospheres polluées,
mais il peut également étre libéré par des appareils tels que les purificateurs ioniques dair, les
générateurs d'ozone, les filtres électrostatiques, les imprimantes et les photocopieurs entre
autres. Des températures plus élevées peuvent favoriser la formation de Oz et également

acceélérer la réaction entre différents précurseurs et leurs produits intermédiaires, en particulier
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les radicaux libres (Coates et al., 2016). De faibles quantités d'Oz peuvent provoquer une
irritation des yeux, des troubles visuels, des maux de téte, des vertiges, une sécheresse de la
bouche et de la gorge, une oppression thoracique et de la toux (Hwang & Park, 2020).
L'exposition a des concentrations relativement élevées de ce gaz a été associee a des douleurs
thoraciques, la toux, la difficulté a respirer et I'irritation des voies respiratoires, ainsi qu'a

I'aggravation de I'asthme.

Le benzene est un composé organique volatil (COV) largement utilisé dans I'industrie.
Les sources intérieures de benzene comprennent les fumées de tabac, les dispositifs de
combustion et les matériaux de construction tels que les meubles en polymeére, les moquettes,
les peintures, les solvants, les différents plastiques et la proximité d’un garage (essence)
(Campagnolo et al., 2017; Carazo Fernandez et al., 2013). Les émissions de benzene se
dégradent avec le temps, ainsi les niveaux sont beaucoup plus élevés dans les batiments neufs
ou rénovés. Les risques pour la santé en cas d'intoxication aigué sont faibles (par exemple, des
maux de téte pour une exposition de 5 h & 150-500 mg/m?®), bien que le benzéne soit un produit
chimique cancérogéne et génotoxique avéré en cas d'exposition chronique. Le benzene peut
également induire des maladies du sang et des problémes neurologiques et reproductifs
(Falzone et al., 2016; Snyder et al., 1993). Aucun niveau d'exposition sans danger n'est
recommandé. Le niveau le plus élevé de benzéne a été enregistré dans les zones commerciales
(2,5 - 48 ug/m3), suivi des bureaux (1,4 - 5,5 ug/m3), des habitations (0,7 - 4,4 ug/m®) et des
écoles (0,5 - 3 ug/m®) (Dodson et al., 2008; Du et al., 2015).

Le toluéne, présent dans I'essence, les peintures, les résines, les adhésifs, les cosmétiques
et les revétements, est I'un des polluants de l'air intérieur les plus courants et le plus abondant
parmi les BTEX (benzéne, toluéne, éthylbenzéne et xyléne). Les sources intérieures
comprennent l'infiltration de I'air extérieur, la fumée de tabac, les dispositifs de combustion et
divers produits ménagers (Carazo Fernandez et al., 2013; Du et al., 2015; Robert et al., 2021).
Le toluene n'est pas une substance cancérigéne confirmée, et donc aucun effet sur la santé a
long terme n'a encore €té étudié. L'exposition au toluene augmente les risques de développer de
I'asthme et d'autres affections respiratoires, tandis que I'exposition a court et a long terme peut
affecter le systéme nerveux central. Les complexes commerciaux présentent les concentrations
de toluéne les plus élevées (15 - 164 ng/m®) (Robert et al., 2021), suivis des bureaux (6 - 32
ng/m®) (Mandin et al., 2017) et des habitations (3 - 20 pg/m®) (Dodson et al., 2008; Du et al.,
2015). La présence de toluéne dans les écoles est marginale (1,8 pg/m®). Les concentrations

sont géneralement plus élevées dans les batiments neufs ou récemment rénovés en raison des
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nouveaux matériaux installés (Broderick et al., 2017; Dodson et al., 2008; Du et al., 2015;
Mandin et al., 2017).

Le formaldéhyde est un gaz hautement réactif émis lors de la réaction incompleéte des
hydrocarbures. Le formaldéhyde est également produit par I'oxydation d'autres COV avec de
I'ozone ou des radiations (Campagnolo et al., 2017). Ce produit chimique est largement utilisé
dans les résines, les colles, les peintures, les produits en papier, les cosmétiques, les
équipements électroniques, les agents de nettoyage et les tissus. Le formaldéhyde est présent
dans les matériaux de construction tels que les mousses isolantes ou les matériaux a base de
bois utilisés dans les planchers ou les meubles. Cependant, les émissions de ces matériaux (par
exemple, le contreplaqué, les panneaux de particules ou de fibres) se décomposent
généralement en quelques semaines (Carazo Fernandez et al., 2013). Le formaldéhyde est
rapidement absorbé par le systéme respiratoire ou gastro-intestinal. Les effets d'une exposition
aigué comprennent une odeur, une irritation, des maux de téte et de I'eczéma. Le formaldéhyde
est un produit chimique cancérigéne et génotoxique connu, dont I'exposition a long terme peut
étre a I'origine d'un cancer du nasopharynx et d'une leucémie myéloide. Le niveau d'exposition
dans les maisons, les bureaux et les écoles est comparable (7,7-30, 8-17, 9-17 ug/m®) (Broderick
et al., 2017; Canha et al., 2017; Dodson et al., 2008; Mandin et al., 2017; Prasauskas et al.,
2016). Une valeur guide de qualité d’air intérieur (VGAI) a été fixée par I’ANSES & 100 pg/m?®.

L'alpha-pinéne est un terpene liquide naturellement présent dans les plantes et un
constituant commun des huiles essentielles. L’alpha-pinene est utilise comme solvant dans
certaines peintures et substances imperméables, et on le retrouve dans les produits de
parfumerie, les désodorisants et les produits de nettoyage. Les émissions de pinéne peuvent
également provenir de matériaux en bois comme les meubles ou les revétements de sol,
notamment ceux fabriqués a partir de bois de pin (Campagnolo et al., 2017; Luengas et al.,
2015). Si une exposition aigué a une forte concentration peut produire une irritation et une
inflammation, aucun risque d'exposition chronique n'a encore été signalé. Des risques sanitaires
pourraient étre attendus en présence d'ozone ou d'autres radicaux réactifs, en raison de leur forte
réactivité avec le pinene et d'autres molécules insaturées (Hubbard et al., 2005 ; Kotzias et al.,
2005 ; Leung, 2015). Ces sous-produits de réaction produiraient une irritation des yeux et des
voies aériennes superieures de maniére plus étendue que le pinéne lui-méme. Les
concentrations de pinéne les plus importantes sont observées dans les habitations (11-32 ug/m®)

et les bibliothéques (10-30 pg/m®), tandis que les bureaux et les écoles présentent des
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concentrations atteignant respectivement 6,3 et 1,5 pg/m® (Dodson et al., 2008 ; Langer et al.,
2015 ; Mandin et al., 2017).

Le limonene est un terpéne naturel et peut étre utilisé dans une grande variété de produits
ménagers comme les agents de nettoyage, les résines, les désodorisants, les parfums et les
shampooings (Campagnolo et al., 2017; Luengas et al., 2015). Ce terpene se retrouve également
dans I'alimentation comme additif en raison de son odeur et de sa saveur citrique. L'absorption
de limonene se fait par inhalation ou par ingestion. Ce polluant a une faible toxicité aigué, aucun
symptome autre que l'irritation des yeux ou de la peau n'a été décrit. Les effets chroniques du
limonéne sur la santé n'ont pas été étudiés. Les risques sanitaires sont associes a la réaction avec
I'ozone ou les radicaux réactifs, qui forment des sous-produits tels que des aldéhydes, des acides
carboxyliques et des peroxydes, responsables d'irritations et de nuisances olfactives a de faibles
concentrations. Des concentrations maximales de 32, 19 et 11 pg/m® ont été enregistrées
respectivement dans les maisons, les bureaux et les écoles (Dodson et al., 2008; Du et al., 2015;
Mandin et al., 2017).

Dans le groupe des polluants physiques on retrouve les particules en suspension dans
I’air que I’on appelle aérosols. Les aérosols peuvent étre définis comme des particules liquides
ou solides en suspension dans 1’air ou dans un milieu gazeux, ou bien déposées sur une surface
et susceptibles d’étre mis en suspension dans des conditions normales de température, humidité
et pression (Le Coqg, 2006). Les aérosols sont de composition chimique, de forme et de taille
variées, dont les diamétres s’échelonnent du nanomeétre a 100 pum ; ils ont aussi une vitesse
limite de chute négligeable (Renoux & Boulaud, 1998). Dans ce groupe, on peut y retrouver les
poussiéres, les suies et fumées, les brumes et brouillards, les gouttelettes et les particules avec
un matériel biologique. Les aérosols sont importants dans la physicochimie de 1’atmosphére,
notamment dans le processus de formation des nuages et des précipitations. lls sont également

impliqués dans le trou dans la couche d’ozone stratosphérique et le réchauffement climatique.

Les PM (Particulate Matter) sont des particules en suspension dans 1’air. On retrouve
dans les PM les fibres telles que des fibres de verre ou des fibres d’amiante qui peuvent étre
incluses dans ce groupe (Carazo Fernandez et al., 2013). Les PM présents dans I’air intérieur
peuvent provenir de I’extérieur par la ventilation des batiments. Ces particules peuvent
également avoir comme origine des sources liées a I’utilisation de combustible lors de

I’utilisation de four, systémes de chauffage, la consommation de tabac notamment. Les PM
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peuvent aussi étre formés par des réactions entre 1’ozone et des COV présents dans I’air par

exemple.

«4— Poussiere de résine —» +—— Engrais ———»
+— Aérosols huileux —»4——— Cendre volante ————»
4—— Fumée de tabac ——»4—— Poussiére cétiere —»
—  Vapeurs et cendres métallurgiques ——»

4 Poussiere de

WS de gaz - —
ciment

« Cristaux de Gouttelettes Gouttelettes de
sel de mer de vaporisateur jet hydraulique
<« Pigment de peinture # - PousISIere. —»
de minerai
+—— Suie —» 4—— Poudre de charbon —»
«— Pollen —»
+——— Farine ———»«— Sable cétier —»

*— \Virus —» 4— Bactérie ————»# Cheveu #*

ffffffff Smog - Brouillard, brume ———»4—— Pluie, bruine —»}
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Figure 1-1 : Gammes de taille des particules et aérosols dans [’air, figure adaptée de (Rault, 1991) et
(Dickenson,1997).

La Figure 1-1 présente différents aérosols atmosphériques en fonction de leur taille. On

retrouve les tailles des virus et des bactéries pour les comparer aux autres aérosols communs.

La Figure 1-2 présente les sources typiques de polluants retrouvés dans 1’air intérieur
d’une habitation. Ces polluants, dont les PM, CO, NOx, Os et les COV ont été sélectionnés en

fonction de leur présence dans les espaces intérieurs.
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Extérieur : COV, O;, NOx,
microorganismes, pollen.

Matériaux ~ de  construction

formaldéhyde et fibres provenant de
matériaux isolants, poussiere, amiante
et COV.

Chambre a coucher : poussiére et
micro-organismes ; COV provenant
des meubles et des produits de soins :
naphtaléne provenant des
insecticides.

Salle de bains : moisissures, micro-
organismes et humidité excessive :
COV  provenant des produits de
nettoyage, des cosmétiques et des
produits de soins personnels.

Salon : formaldéhyde et BETX
provenant des meubles, des tapis et
des désodorisants ; CO, PM et COV
provenant des cheminées et des
pogles a combustion.

Bureau : O; provenant des appareils
électroniques, COV  provenant des
fournitures de bureau.

— Cuisine : CO, PM et COV

provenant des appareils de
cuisson et de chauffage :
cov provenant des
produits de nettoyage.

Garage : PM, NOx, CO et
COV  provenant des gaz
d'échappement des voitures
. COV provenant des

peintures, adhésifs,
solvants, lubrifiants,
herbicides et produits de
nettoyage stockés

moisissures.

Figure 1-2 : Principaux polluants et leurs origines dans une maison (adapté de Gonzélez-Martin et al., 2021).

1.2. Les contaminants biologiques

Les aérosols ayant pour origine une source biologique sont appelés des bioaérosols. Les

bioaérosols sont définis comme des particules d’origine microbienne, animale ou végétale en

suspension dans 1’air (Duquenne & Greff-Mirguet, 2005). Parmi les bioaérosols, il est possible

de trouver des fragments biologiques, tels que les pollens, les fragments d’insectes, les

enzymes, les cellules de peau, les allergenes, des poils, et des organismes protozoaires. Une

autre catégorie retrouvee est celle des aérosols microbiens. Dans cette catégorie on retrouve les

virus, les moisissures, les bactéries et certaines archées.

Les bactéries, les virus et les moisissures peuvent avoir différentes caractéristiques :

- lls peuvent étre viables et cultivables
- Viables mais non-cultivables

- Non-viables (microorganismes morts)

Le milieu aérien est un environnement qui n’est pas naturellement propice a la survie des

microorganismes. Beaucoup de microorganismes ne peuvent pas subsister pendant de longues

périodes dans I’air a cause de la dessiccation et du rayonnement UV notamment. Les impacts

de ces aérosols microbiens sont développés dans la partie suivante.
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1.3. Impact sur la santé des occupants

La pollution de I’air et ’exposition a une mauvaise qualité de 1’air est un enjeu de santé
publique des plus importants ces derniéres années. Selon un rapport de I’Organisation Mondiale
de la Santé (OMS) (Maynard et al., 2017), a échelle mondiale, une personne sur dix décéde a
cause de la pollution de D’air. Plusieurs études ont montré I’impact de la pollution
atmosphérique sur la santé des occupants, mais aussi plus récemment ses impacts sur la qualité

de I’air intérieur. Voici premiérement un exemple d’étude concernant I’impact des PM.

Les PM2s présents dans tous les environnements urbains sont principalement d'origine
humaine et dépassent souvent les limites réglementaires fixées par 'OMS. L’exposition a ces
particules constitue une menace récente pour la santé humaine. Dans le cas de la pollution
atmosphérique par les particules fines, leur petite taille signifie que leurs effets vont au-dela des
réactions inflammatoires dans les poumons. La pénétration des particules ultrafines dans le
systéme sanguin produit des effets qui peuvent se répandre sur I’entiereté du corps humain,
effets qui sont encore peu étudiés. L'impact sur la santé de I'utilisation de la ventilation naturelle
dans les espaces de travail situés dans de grands environnements urbains pollués, et la
diminution de l'espérance de vie qui en résulte a été étudiée. Cette diminution de I’espérance
de vie peut aller de 7 a 12 mois dans les environnements tres pollués comme a New Delhi, a 1
a 2 mois dans les villes européennes et californiennes (Martins & Carrilho da Graca, 2020). De
plus, il est communément acté que [’activit¢ physique réduit le risque de maladie
cardiovasculaire, mais dans le cas d’une exposition longue de travailleurs aux particules fines

PM2 5 associée a une activité physique augmente les réactions inflammatoires.

Les aérosols microbiens peuvent étre a l'origine de transmission de maladies,
notamment lors des épisodes d’épidémies de pathologies respiratoires. Par convention, la
transmission des maladies infectieuses est classée en trois voies : par voie aérienne, par contact
et par gouttelettes. Des procédures de lutte contre les infections et des équipements de
protection individuelle uniques sont recommandés pour chaque voie. La transmission par voie
aérienne est définie comme résultant de I'inhalation de petites particules, souvent appelées

noyaux de gouttelettes et considérées comme ayant un diamétre de 5 pm ou moins.

Des personnes sont infectées par transmission aérienne uniquement lorsqu'elles se
trouvent a une certaine distance, relativement longue, de la source infectieuse. La transmission
par contact peut étre directe ou indirecte. Dans le cas d'un contact direct, I'agent pathogéne est

transféré directement d'une personne infectieuse a une personne sensible, alors que dans le cas
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d'un contact indirect, I'agent pathogéne est transmis a la personne sensible par le biais d'un autre
objet, comme une surface contaminée. La transmission par gouttelettes est un type de contact
direct impliquant des gouttelettes émises par les voies respiratoires d'une personne infectée,
comme indiqué dans la Figure 1-3 (Jones & Brosseau, 2015). Les particules émises par les voies
respiratoires d'une personne infectieuse, géneralement considérées comme ayant un diametre
supérieur a 5 um, peuvent se déplacer directement vers la muqueuse faciale d'une personne

sensible.
Aérosols

Gouttelettes <5 pm
Dispersion =1 m

Individu sensible

Contact direct Contamination a distance

Individu infecté Individu sensible

‘ Contamination étroite

Figure 1-3 : Voies de contamination par aérosols entre individus (adapté de Delikhoon et al., 2021).

La pandémie COVID-19 a justement mis en avant I’importance de la contamination des
voies respiratoires par les aérosols (Santarpia et al., 2020). La ventilation des batiments et
I'entretien des installations pour maintenir une bonne qualité de I'air intérieur sont des sujets qui
ont été remis en avant a la suite de la pandemie de SARS-CoV-2. Les autorités sanitaires ont
communiqué sur les bonnes pratiques a adopter au quotidien pour prévenir la propagation des
virus dans I’air. Les particules virales sont 1'un des nombreux polluants auxquels nous sommes
exposeés par contact direct et/ou en respirant l'air intérieur (Y. Li et al., 2007; Qian et al., 2021,
Szekeres et al., 2022).
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Microorganismes Symptdémes

Legionella pneumophila Légionellose

Mycobacterium tuberculosis Tuberculose

Penicillium spp.
Allergies broncho-pulmonaires, asthme

Aspergillus
Influenza Grippe
o Rhume, asthme, inflammation des voies
Rhinovirus L
aériennes
SARS-Cov-2 Maladies a coronavirus

Tableau 1-1 : Exemples de microorganismes pathogénes et des symptémes associés

Le Tableau 1-1 présente des exemples de microorganismes pathogenes et responsables
des symptomes associé¢s. Ces microorganismes peuvent étre présents sous forme d’aérosols
dans I’air et participer a la transmission des maladies. Une trés faible concentration de ces
aerosols microbiens est nécessaire a leur propagation. Ces niveaux de contaminations peuvent
étre en dessous du seuil de détection des collecteurs disponibles et par conséquent les agents

pathogenes ne sont pas détectés malgré la contamination des occupants inhalant I’air intérieur.

2. Caractérisation de la contamination microbiologique

2.1. Echantillonneurs pour I’analyse de la contamination microbiologique

Afin d’analyser la qualité microbiologique de I’air, des échantillonneurs ont été développés
pour réaliser des prélevements. Les échantillonneurs sont congus pour collecter une fraction des
bioaérosols en suspension en fonction des contraintes liées a I’environnement, les conditions
climatiques, les microorganismes ciblés. Pour répondre a ces problématiques, différents

mécanismes de capture de ces aérosols sont utilisés :

- Technique par impaction
- Collecte en milieu liquide — impingers

- Filtration
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2.1.1 Les impacteurs

Les impacteurs utilisent la technique par impaction pour collecter les aérosols
microbiens. Avec cette technique, un flux d’air est créé et passe a travers des orifices et les
particules s’impactent sur une surface. Les caractéristiques techniques des orifices, la vitesse
du flux d’air (débit de prélévement) et la surface d’impaction sont des facteurs importants a
prendre en compte pour cibler des microorganismes en particulier. L’efficacité

d’échantillonnage est également liée a ces parameétres.

Il existe deux types échantillonneurs par impaction : les impacteurs monoétage et les
impacteurs en cascade permettant de discriminer les aérosols impactés en fonction de leur
diamétre. Les différents étages possedent une limite basse et une limite haute du diametre
a¢rodynamique des aérosols allant s’impactant sur la surface du plateau. Les particules d’un
diamétre élevé vont s’impacter sur le premier obstacle (appelé également plateau) tandis que

les particules plus Iégeres continueront sur le plateau inférieur.

De multiples études ont été menées en utilisant les impacteurs Andersen (Tish

Environmental Inc., USA) en cascade tel que celui présenté en exemple sur la Figure 1-4.

Figure 1-4 : Exemple d'un impacteur Andersen 6 étages

L’impaction permet de collecter les bioaérosols directement sur une boite de Petri avec
un milieu gélosé€. Les particules sont séparées du flux d’air et récoltées sur la gélose pour
s’assurer de D’efficacité de la collecte. La viabilit¢ des bioaérosols est également garantie
pendant I’échantillonnage pour obtenir des niveaux représentatifs d’exposition des individus

aux agents pathogénes présents dans 1’air. Les impacteurs en cascade Andersen comporte 6 ou
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8 étages dont une succession d’orifices permet de classer des plus grosses jusqu’auXx plus fines
particules (Andersen, 1958). Le débit de fonctionnement de 1’impacteur est de 28,3 L/min.
L’impacteur a 6 étages comporte une surface gélosée qui permet de minimiser le rebond des
particules pour garantir un échantillonnage efficace (Chang & Wang, 2015; Pastuszka et al.,
2000; Zhao et al., 2021).

La méthode utilisée permet le dénombrement des microorganismes cultivables, c'est-a-
dire ceux qui ont la capacite de se développer sur les milieux de culture utilisés et aux conditions
de croissance fournies (température, oxygene, humidité, lumiére, etc.) dans le laboratoire.
L’impacteur a 6 étages permet en plus de séparer les particules en fonction de leur taille, allant

de plus de 8 um sur I’étage du haut & moins de 1 um sur 1’étage du bas.

%
<
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Figure 1-5 : Exemple d'un échantillonneur Mas-100

L’échantillonneur d'air MAS-100® (Merck, Darmstadt, Germany) présenté dans la
Figure 1-5, est un échantillonneur basé sur le principe d’impaction. L'air ambiant est aspiré a
travers un couvercle perforé et les particules, dont les microorganismes, s’impactent sur la
surface du milieu de croissance dans une boite de Pétri standard de 90 -100 mm ou des plaques
de contact de 55 - 60 mm. Les microorganismes adhérent au milieu de culture et, aprés une
période d'incubation appropriée, les colonies sont comptées et analysées. Le débit d’air
échantillonné est régulé a une valeur constante de 100 L/min (Adams & Dancer, 2020;
Engelhart et al., 2007; Lukaszuk et al., 2017).
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2.1.2 Les impingers — échantillonneurs en milieu liquide

Figure 1-6 : Photographie d'un Biosampler SKC

Le BioSampler (SKC Inc., Eighty Four, PA, USA) est un dispositif de collecte en verre
qui nécessite une pompe a flux sonique de grand volume pour piéger les microorganismes en
suspension dans l'air dans un liquide collecteur. C’est le principe de fonctionnement des
échantillonneurs liquides appelés aussi impinger. La conception de I'entrée du BioSampler
permet la collecte des particules en suspension dans I'air. L'échantillonneur est utilisé avec une
pompe a air fonctionnant a débit constant de 12,5 L/min. Le liquide collecteur capte les

particules en créant un vortex via 1’orientation des buses a la surface du liquide.

Le BioSampler peut étre utilisé avec des liquides de collecte non évaporant dont la
viscosité est supérieure a celle de l'eau comme des huiles minérales spéciales pour
I'échantillonnage des bioaérosols. Il est alors possible d’effectuer des prélévements avec des
temps d’échantillonnage plus conséquents. Les Biosamplers ont été utilisés dans différentes
¢tudes pour la collecte d’aérosols microbiens tel que les virus (Kutter et al., 2021; J. Li et al.,
2018; Truyols Vives et al., 2022; Zupin et al., 2021).
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Figure 1-7 : Photographie d'un p-coriolis (Bertin)

L'échantillonneur d'air p-Coriolis  (Bertin  Technologies, France) permet
d’échantillonner 'air intérieur et extérieur. C’est un échantillonneur impinger ayant un volume
du liquide de collecte de 15 mL. La durée d'échantillonnage peut varier de quelques minutes
seulement en raison du débit d'air élevé (100 a 300 L/min) a plus de 6 h pour une surveillance

prolongeée de l'air.

Le p-Coriolis permet l'analyse de la QAIl en milieu médical ou sanitaire,
I'échantillonnage des virus et le contrdle des risques sanitaires. Il est possible d’effectuer des
analyses en biologie moléculaire et des analyses culturales sur le liquide de collection apres
échantillonnage (Abeykoon et al., 2022; Silva et al., 2022; Watt et al., 2020).

2.1.3 Technique par filtration

Figure 1-8 : Exemple de cassette de filtration

La filtration est une approche utilisée pour la collecte d’aérosols non biologiques mais

il est aussi possible de I’utiliser pour la collecte d’aérosols microbiens. Elle permet notamment
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de collecter les microorganismes résistants a la dessiccation, comme certaines especes
fongiques et bactériennes formant des spores. La méthode consiste a séparer les particules de
I’air en les faisant passer a travers un média filtrant. Il est possible d’utiliser plusieurs types de
filtres : poreux en fibre de verre et sous forme de membranes en éther de cellulose, ou en
polycarbonate par exemple. Il existe aussi des filtres en gélatine pour la collecte d’aérosols
microbiens qui peuvent maintenir la viabilité des microorganismes avec leur humidité. Le filtre
peut alors étre dissout pour réaliser des analyses en culture ou des analyses de biologie
moléculaire (Chang & Chou, 2011; Engelhart & Exner, 2002).

Il existe des cassettes de 37 mm pour le contréle de l'air (Figure 1-8). Elles permettent
le support de filtres. Elles peuvent étre a usage unique ou réutilisables aprés décontamination.
Certaines cassettes sont préassemblées avec les membranes de type MF (esters de cellulose)
avec des pores de 0,45 um et 0,8 um de diamétre. Les cassettes sont fabriquées en trois sections
pour le maintien du filtre en place lorsque la cassette est ouverte pour I'échantillonnage de l'air
libre. Différents types de filtres peuvent étre utilisés en fonction des analyses a effectuer (Chang
& Wang, 2015).

Ces cassettes de filtration permettent de réaliser des prélevements pour des analyses en
biologie moléculaire principalement. Différents protocoles peuvent étre appliqués pour ensuite

extraire les microorganismes des filtres.

2.2. Analyses par culture microbienne et biologie moléculaire

Différents milieux de culture peuvent étre utilisés pour I’analyse en culture des
microorganismes. Ces milieux de cultures permettent de favoriser ou de limiter la croissance
de certaines bactéries ou moisissures en fonction des besoins analytiques. Le 1-2 présente des
exemples de milieux de culture couramment utilisés dans les analyses microbiologiques de I’air

intérieur.
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Nom du . . .
- Microorganismes | Caractéristiques

milieu
Malt Extract Agar -

MEA Moisissures Milieu non selectif pour I'énumération des levures et
moisissures
Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol -

.. Milieu sélectif pour la croissance des levures et

DRBC Moisissures . T p L. . "
moisissures, inhibant les bactéries et limitant I'étalement
des colonies
Dichloran Glycérol -

DG18 Moisissures Milieu sélectif ayant une faible activité en eau pour la
croissance des moisissures xérophiles
Tryptone-caséine Soja Agar -

TSA Bactéries Milieu universel utilisé pour le dénombrement des
bactéries

Tableau 1-2 : Milieux de culture couramment utilisés pour [’analyse des aérosols microbiens

Différentes techniques peuvent étre utilisées afin d’analyser les échantillons prélevés

avec les différents collecteurs. Le Tableau 1-3 présente les possibilités d’extraction a partir de

filtres pour des analyses en biologie moléculaire.

Référence Echantillons Technique d'extraction du | Analyse
filtre

Betelli et al., | Conditions contrblées en | Extraction liquide avec 10 mL | Analyses par
laboratoire. Génération | de Tween80 (0,1 g/L) et

2013 de T. vulgaris et | peptones (1 g/L). aPCR
prélevement sur cassette | Agitation 20 minutes a 2000
filtrante avec filtre en | rpm.
polycarbonate

Bandaly etal., | Filtres F7 CTA en | Filtre rincé deux fois par un | Analyses par
condition de laboratoire | milieu de culture (MEME) | qPCR

2017 - o :
contaminé par | sous agitation 250 tr/min et
Mengovirus centrifugation

Chang & | Cassettes de filtration | Les échantillons sont agités au | Analyses par
fermées avec des filtres | Vortex dans 10 mL de

Chou, 2011 en polycarbonate, en | solution de Tween 80 (0,01%) aPCR
conditions contrdlées de | et peptones (0,1%)
laboratoire avec
génération de
L. pneumophila

Tableau 1-3 : Exemples de protocole pour des analyses en biologie moléculaire a partir de filtres

Les protocoles fournis par les fabricants de kit d’extraction sont parfois adaptés afin

d’augmenter les efficacités d’extraction.
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2.3. Conclusions

Le Tableau 1-4 recapitule les avantages et inconvénients des différentes techniques

d’analyse des aérosols microbiens utilisés de nos jours.

Avantages Inconvénients
Analyses par | - Quantification des |- Analyse seulement de la flore bactérienne
croissances bactéries et moisissures et fongique cultivable
- Simple a mettre en |- Nécessite [I’utilisation de milieux
ceuvre différents pour couvrir une grande
diversité

- Temps entre le prélevement et le
comptage des boites

-  Temps d’échantillonnage court par
impaction

- Analyse des virus difficile

Analyses par | - Prélevement sur une |- Quantification possible mais compliqué
biologie durée plus grande par car cela nécessite des cibles précises
moléculaire cassette de filtration - Banques de données sont incompletes
- Accés a une grande pour I’analyse
diversité  microbienne |-  Méthodologie d’extraction des
(notamment les virus) échantillons difficile (filtre par exemple)
- Analyse plus rapide par
qPCR

Tableau 1-4 : Synthése des avantages et inconvénients par techniques d’analyses des aérosols microbiens

On observe que les différentes possibilités d’analyse ne sont pas parfaites. Suivant la nature de
I’échantillon et les microorganismes recherchés 1’analyse par croissance ou par biologie
moléculaire est plus appropriée. Les contaminants microbiens sont présents en concentrations
variables dans 1’air. Tous les échantillonneurs ne sont pas performants pour analyser les faibles
niveaux de contaminations en aérosols microbiens. Pourtant certains de ces aérosols microbiens
peuvent étre pathogeénes a de tres faibles concentrations. En 2022, un rapport de Santé Publique
France sur la prévalence des maladie nosocomiales a montre que 7,90 % des infections sont
causées par SARS-CoV-2 (Principaux résultats de I’enquéte nationale de prévalence 2022 des
infections nosocomiales). L’échantillonnage des aérosols de SARS-CoV-2 est difficile avec les

collecteurs disponibles (Borges et al., 2021).

D’une fagon générale les temps de prélevement des échantillonneurs sont courts. Les

cassettes de filtration permettent de prélever sur des temps plus long. Mais cette technique est
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plus adaptée aux analyses par biologie moléculaire, et donc sujette aux inconvenients liés a ces

analyses. Il est donc nécessaire de bien déterminer sa stratégie d’analyse avant les prélévements.

3. Traitement de I’air dans les batiments

3.1. Ventilation des batiments

Les polluants de I’air intérieur s’accumulent et les concentrations peuvent atteindre des
valeurs nocives pour la santé des occupants. Le renouvellement de I’air permet d’améliorer la
qualité de I’air intérieur. Ce renouvellement de 1’air est assuré par la ventilation des batiments.

Cette ventilation peut étre réalisée de différentes fagons :

1) La VN (Ventilation Naturelle)
2) La VMC (Ventilation Mécanique Contr6lée)
La VN d’un batiment se produit grace a des ouvertures disposées a des endroits stratégiques
et a I’ouverture des fenétres. Les gradients de température, le vent, la taille et la disposition des

aérations permettent de renouveler I’air intérieur avec des taux de renouvellement variables.

La VMC permet de ventiler un batiment en maintenant le taux de renouvellement sans les
variations liées aux facteurs de la VN. La VMC permet d’assurer le confort et le bien-étre des
occupants et de préserver le batiment. Il existe deux systemes différents de VMC : la VMC

simple flux et la VMC double-flux.

La VMC simple flux est utilisée notamment dans les batiments de type habitation en
collectif (Figure 1-9). L’air neuf entre par les piéces principales (séjour, chambre) et transite
par les couloirs dans les pieces de service comme la cuisine, les toilettes ou la salle de bain. Un
caisson d’extraction permet de rejeter ’air vers I’extérieur. On retrouve trois familles
principales pour ces VMC : autoréglable, hygroréglable et gaz. Il existe également des VMC
simple flux par insufflation, 1’air est alors soufflé dans le batiment et sort passivement par les
ouvertures (aérations, fenétres...). Pour ce type de ventilation, 1’air soufflé extrait n’est pas

traité.
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Figure 1-9 : Schéma d’une VMC a simple flux dans un logement collectif

Les VMC double flux différent des VMC simple flux car I’air extérieur est filtré puis
insufflé dans les pi¢ces des batiments. D’autres bouches d’aération vont ensuite extraire 1’air
vicié et le souffler vers I’extérieur du batiment. Certaines VMC sont équipées d’un échangeur
thermique permettant de récupérer les calories de I’air intérieur extrait et transférer cette énergie
a I’air frais extérieur soufflé. Un recyclage de 1’air est également possible en respectant un ratio
air neuf/air recyclé. Les différents éléments composant les VMC doubles flux nécessitent un
entretien tels que le remplacement des filtres et le nettoyage des bouches d’aération par

exemple.

3.2. Centrales de Traitement d’Air (CTA)

Dans les batiments du secteur tertiaire ayant une grande taille, la ventilation est assurée
par une ou plusieurs CTA. Ces CTA assurent le renouvellement de 1’air intérieur et permettent
également la filtration des aérosols, le chauffage ou la climatisation avec le maintien d’une

humidité relative adaptée.
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Figure 1-10 : Exemple de composition d 'une CTA (Bailly et al., 2001).

La Figure 1-10 présente les différents éléements pouvant composer une CTA. Il est
possible de retrouver un caisson de mélange (1) ou I’air neuf et I’air recyclé arrivent, un ou
plusieurs filtres (2), une batterie chaude permettant de préchauffer 1’air (3), une batterie froide
(4), une autre batterie chaude permettant le chauffage (5), une section avec un humidificateur
(6) et un ou plusieurs ventilateurs (7). Toutes les CTA ne possédent pas un compartiment
permettant de recycler 1’air intérieur. C’est le cas des CTA « tout air neuf » qui insufflent de

I’air provenant uniquement de I’extérieur.

3.3. Filtration de ’air

La filtration de I’air permet de protéger les différents organes de la CTA des problemes
d’encrassement par les particules en suspension dans 1’air. Ces filtres retiennent ces particules
et permettent d’assainir I’air qui est délivré a I’intérieur du batiment pour conserver une qualité

d’air intérieur conforme au bien-&tre des occupants.

Les filtres utilisés sont constitués d’un média fibreux permettant de retenir les aérosols.
Ce média fibreux peut étre de différentes natures: en fibres organiques (fibre végétale,
cellulose), en fibres synthétiques (polymeres formant les fibres) ou en fibres inorganiques
comme les fibres minérales, en carbone ou en fibres de verre. Depuis 2016, la norme
internationale 1SO 16890 est utilisée pour la classification des filtres pour les systemes de
ventilation générale. Cette norme prend en compte les efficacités de filtration des filtres pour
des classes de particules de tailles différentes (tableaul-5). Auparavant lanorme EN 779 — 2012
était en vigueur et prenait en compte ’efficacité de filtration pour des particules ayant un

diamétre défini (0,4 pm).
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Efficacité Plage de dimension (um)

ePMio 03<x<10
ePMzs 03<x<2)5
ePMy 0,3<x<1

Tableau 1-5 : Diameétres optiques des particules pour les classes de la norme ISO 16890

Les particules retenues par le média fibreux des filtres dans les CTA font intervenir
difféerents mécanismes résumés dans la Figure 1-11. Les principaux mécanismes sont les

suivants : I’impaction inertielle, I’interception directe et la diffusion brownienne (Davies,

1973).

L’impaction inertielle est un mécanisme impliquant les particules ayant une inertie qui
ne leur permettent pas de suivre les lignes de courant passant autour des fibres du média. Les

particules sont alors collectées en adhérant a la fibre en I’impactant.

L’interception directe se produit pour les particules ayant une faible inertie et qui suivent
les lignes de courant autour de la fibre. Si la particule passe a la surface de la fibre a une distance

inférieure a celle de son rayon, elle est interceptée.

Enfin la diffusion brownienne concerne les particules de petites tailles ayant un diamétre
inférieur a 0,1 um. Ces particules suivent une trajectoire libre se rapprochant du comportement
des molécules de I’air. Ces trajectoires sont liées aux mouvements browniens du courant

porteur, elles finissent par étre captées par les fibres du média.
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Figure 1-11 : Les mécanismes de capture des particules dans un média fibreux (Berry et al., 2023)

Il existe aussi d’autres mécanismes de capture qui peuvent influer sur 1’efficacité de
filtration d’un média, notamment des forces ¢lectrostatiques. Elles interviennent quand les

particules et/ou les fibres sont porteuses de charges.

4. Etudes réalisées sur les CTA

Au cours de leur utilisation, les filtres de CTA accumulent dans le média filtrant les
contaminants particulaires présents dans 1’air. Parmi les aérosols captés, les microorganismes
aéroportés se retrouvent également piégés dans les fibres du filtre. Quelques études ont été

menées pour exploiter ces filtres de CTA dans le but d’effectuer des analyses microbiologiques.

En 2006, une étude a été réalisée dans le but d’utiliser les filtres de CTA pour analyser
a haut débit des bacteéries et des virus aérosolises dans une installation contrélée en laboratoire
(Farnsworth et al., 2006). Une espéce bactérienne (Bacillus subtilis var. niger) et trois virus
différents (TGEV, APV, FPV) ont été utilisés pour contaminer un filtre. Des prélévements avec
des impingers ont été réalisés pour déterminer 1’efficacité de collecte du filtre. Le filtre a été
ensuite analysé apres une extraction liquide par analyse culturale pour les bactéries et par test
TCIDso pour les virus. Les efficacités de collecte reportées étaient d’environ 97% pour les
acrosols bactériens par le filtre MERV 14. Les efficacités de filtration des virus n’ont pas été
calculées car aucun virus n'a été échantillonné en aval du filtre. Les efficacités extractions des

bactéries du filtre étaient de 105 £ 19 %. Les efficacités d’extraction des virus étaient faibles
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pour les trois virus. Le protocole utilisé pour extraire les virus du filtre n’était pas optimal selon

les auteurs.

Des ¢études ont également ét¢ menées sur I'utilisation des CTA et des filtres pour
analyser les risques suite a une possible attaque biologique. Ces données peuvent étre utilisées
pour determiner si des batiments et leurs occupants ont été infectés (Ackelsberg et al., 2011;
Hong & Gurian, 2012; Van Cuyk et al., 2012).

D’autres études ont été menées sur 1’analyse des filtres de CTA pour déterminer les
différents microorganismes captés sur le filtre. Les différentes méthodologies employées dans

ces études sont résumées dans le Tableau 1-6.
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Tableau 1-6 : Synthése des études menées sur les filtres de CTA pour [’analyse de la contamination microbienne

Eiltre utilisé Site Techniques d'extraction Kit d'extraction Analvses Références
d'échantillonnage du filtre ADN/ARN y
Biologie moléculaire - .
PCR 16S Sequencage
Lli\ill??;tii\:legvle(c): Il]nd?i EES PURE-GENE® DNA Shotgun séquencage
apier Whatman extraction kit -
Concsnfr ation par filtration (protocole kit) Taux de croissance des
tan entiellgo 2 um 1 pg d'ADN par cellules par observation au
. CTA centres ingentietie 0,2 tm préparation microscope a Tringe et
Filtres plans . Centrifugation a 95009 puis \ - .
commerciaux culot resuspendu avec 10 Electrophorése agarose | épifluorescence puis par al., 2008
mL PBS 1% puis excision de incorporation de leucine et
Croissance - Le filtre est I'’ADN du gel et thymidine marquées au
. . purification Qiaquick® tritium
placé dans une seringue de . ; .
50 mL pour forcer la sortie Gel Extraction Kit Culture_ sur boite et
du liquide coloration de Gram
Filtre placé dans 50 mL
CTA en laboratoire - d'une solution d'extraction
Filtre F7 fibre 6r0sols MgSO4 pendant 2h sous i Dénombrement sur boite de | Joubert et
polypropylene g agitation a 300 RPM culture al., 2021
atmospheriques X .
Puis passage 1 min aux
ultrasons
Coupon de méme média
que celui du filtre (5x5cm)
Filtre pla_n pI|§se CTA batiment (_jlspose ala §urfa_ce glu Dénombrement sur boite de | Gonzalez
G4 et filtre a tertiaire filtre, extraction liquide - culture H. 2014
poche F7 MgSQO4 0,01M + Tween 20 N

(1,2%) agitation 2h & 250
RPM
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CTA en laboratoire -

Bactéries : Filtre découpé
stérilement (2,5x2,5cm)
extraction 10 mL Tween 80
(0,02%) agitation manuelle

Filtre plissé a6rosols controlés Virus : filtre découpé i Dénombrement (bactéries) | Farnsworth
MERV 14 (bactéries, virus) stérilerr_lent (3x8cm) TCIDso (virus) etal., 2006
’ extraction 5mL BE
(BeefExtract) (3%) +
0,05M glycine agitation 3 x
vortex 30"
Filtre plissé en CTA d'une Extraction d'ADN MOBIO Power Water .
polyester bibliotheque directement sur le filtre kit (MO BIO, qPIC”R et se?\ljt_eggage LlIJthr(\)nget
MERYV 8 d'université découpé (10 cm?) Carlsbad, CA, USA) umina Vil>eq al
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5. Conclusions et objectifs de I’étude

Les nouveaux enjeux sanitaires, écologiques, économiques mettent en avant de
nouvelles problématiques, notamment sur les aspects de la qualité de I’air intérieur. La
pandémie liée aux contaminations virales SARS-CoV-2 a permis de prendre conscience de la
facilité de propagation des virus respiratoires dans des environnements clos, peu ventilés, sans
protections individuelles (Delikhoon et al., 2021; Qian et al., 2021). La ventilation des
batiments, qu’elle soit naturelle ou mécanique, permet de diluer et d’abaisser 1’exposition aux
polluants chimiques, physiques ou d’origine biologique tel que rappelé avec le virus de la

Covid-19 (Hiwar et al., 2022; Rayegan et al., 2023).

Il est donc important de pouvoir correctement mesurer les risques lorsque 1’on est
exposé a une mauvaise qualité de Dair intérieur. L’analyse des aérosols microbiens nécessite
une étape d’échantillonnage. Le principe de fonctionnement des échantillonneurs repose sur
des mécanismes de collecte des aérosols différents en fonction des technologies qui ont des
avantages et des inconvénients. Le choix de I’échantillonneur est alors déterminé par la nature
des microorganismes recherchés mais aussi 1’environnement ou est réalisé le prélévement. Il
n’existe pas a ce jour de technique d’échantillonnage pouvant couvrir tout le spectre des
bactéries, moisissures ou virus par exemple. Les durées de prélevement sont un facteur souvent

limitant pour essayer d’obtenir des résultats représentatifs dans des ambiances ou les

concentrations en microorganismes sont assez faibles.

Dans les batiments ayant une taille conséquente, ’emploi de CTA est nécessaire pour
le confort des occupants et le maintien d’un environnement sain a I’intérieur du batiment. Ces
CTA possedent des filtres permettant d’une part de protéger ses organes sensibles comme le
ventilateur, mais aussi d’assainir 1’air qui est insufflé dans le batiment. Les filtres employés
sont des médias fibreux. Les fibres de ce média collectent les particules avec différents niveaux

d’efficacité en fonction de la taille des particules, et sont classés selon la norme ISO 16890.

Ces filtres accumulent sur toute leur durée de vie les aérosols. lls permettent donc de
cumuler des informations concernant les particules de 1’air insufflé¢ dans le batiment ou extrait
vers 1’extérieur. Des équipes de recherche ont mené des études sur la potentielle utilisation de
ces filtres comme moyen d’échantillonner 1’air (Gonzalez H., 2014; Luhung et al., 2018; Tringe

et al., 2008). Hormis ces études sur des CTA de centres commerciaux ou de bibliotheque, il y
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a peu d’analyses microbiologiques sur les filtres de CTA et de plus réalisées sur des espaces

tels que des bureaux.

L’objectif de ces travaux de thése est de proposer une nouvelle méthodologie d’analyse
de la contamination microbiologique de I’air intérieur par 1’utilisation des filtres d’extraction
d’une CTA d’un batiment d’IMT Atlantique (campus de Nantes). L’intérét de cette étude est
d’utiliser une CTA dans les conditions réelles d’utilisation. De plus, cette CTA réelle traite 1’air
de bureaux, et son acces facilité permet de réaliser des mesures sur toute la vie d’un filtre. Les

résultats seront comparés aux études déja menées sur d’autres environnements.
Le travail réalisé peut se découper en deux parties et dont les objectifs sont :
Caractérisation de la CTA

- Analyser les concentrations en particules et microorganismes en amont et en aval des
filtres de soufflage et d’extraction de la CTA en fonction de 1’évolution des conditions
de température et d’humidité de 1’air

- Quantifier les efficacités de filtration des filtres vis-a-vis des particules et des aérosols
microbiens

Développement d’une méthode d’analyse de la contamination microbiologique de 1’air

utilisant les filtres de CTA

- Créer un protocole permettant 1’échantillonnage des microorganismes et leur analyse
sans perturber les performances de filtration de la CTA

- Qualifier la méthodologie

- Quantifier et qualifier les différents microorganismes collectés sur les filtres en fonction
du temps
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Chapitre 2 : Méthodologie géneérale et

méthodes
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1. Méthodologie générale

1.1. Introduction et Principe général - stratégie

Pour étudier la contamination de 1’air ambiant des bureaux avec une nouvelle approche
utilisant les filtres des CTA, une méthodologie de prélevement par les disques de media filtrant
a été proposée et mise en ceuvre en conditions réelles lors d’une campagne de 13 mois de février
2021 a février 2022 dans un batiment d’IMT Atlantique sur le campus de Nantes.
Mensuellement, différents prélevements ont été réalisés au niveau de la CTA dans les gaines
mais également par le biais des coupons déposés sur le filtre d’extraction. Des mesures,
présentées en introduction du Chapitre 4, ont également été réalisées directement dans I’air de

bureaux.

Des disques de média filtrant ont été fixés a I’intérieur des poches d’un filtre situé¢ dans
le compartiment de 1’air extrait des bureaux. Chaque mois, des disques ont été prélevés puis
analysés au laboratoire. Deux protocoles différents ont été mis en place pour analyser les
microorganismes collectés par le média filtrant. Des disques ont servi a des analyses
microbiologiques en culture sur différents milieux gélosés, d’autres ont été conservés a -20°C

puis analysés par des techniques de biologie moléculaire.

En parallele, des mesures d’efficacité de filtration des filtres ont ét€ menés pour les deux
compartiments de la CTA, celui de l’air frais soufflé vers les bureaux et celui de I’air extrait
des bureaux. Les efficacités de filtration des particules et des aérosols microbiens ont été
mesurées et comparées. Les différents appareils de mesure utilisés pour réaliser ces mesures

sont détaillés dans les prochains paragraphes.

La méthodologie générale mise en ceuvre pour répondre aux objectifs de ces travaux de

thése est résumée dans la Figure 2-1.
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Caractérisation de la contamination microbiologique de
I'air intérieur

Caractérisation préliminaire

de I'écoulement d'air a
I’échelle du filtre et du
caisson de reprise Centrale de Traitement Air ambiant du
o d’Air batiment
Caractérisation des
performances de filtration :
Efficacité et perte de charge

Campagne terrain 1 an

Prélevement de

coupons sur le

filtre de reprise
de la CTA

Préléevement de Prélevement de
I'air dans les I'air dans les
gaines de la CTA bureaux

Caractérisation des aérosols
microbiens : concentration
microbienne et identification

Analyse par biologie
moléculaire

Analyse par culture

Figure 2-1 : Schéma de la méthodologie générale

1.2. Méthodologie d’analyse avec prélévement de coupons

1.2.1. Conception et description de la méthode d’échantillonnage par coupon

La méthodologie de prélevement par coupons sur des filtres de CTA est une méthode
qui a été mise au point et testée préalablement au sein du laboratoire GEPEA lors de précédents

travaux de theése.
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Figure 2-2 : Photographies de deux méthodologies de prélévement par coupons testées précédemment au
GEPEA.

La photographie A de la Figure 2-2 présente la méthodologie employée par Gonzalez
H.L. (Gonzalez H. 2014) et la photographie B la méthodologie employée par Abd Ali S. (Abd
Ali, 2018). Ces deux précedentes études ont permis de tester cette nouvelle technique pour

analyser la contamination microbiologique de I’air filtré par des filtres dans une CTA.

Ces premiers essais ont permis de construire la méthodologie qui a été mise en place
pour la campagne de mesure présentée dans ces travaux de thése. Cette méthodologie est

présentée dans la Figure 2-3.
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Extraction dans
10 mL de solution
1h 250 rpm 20°C

Coupon pour les analyses en biologie
moléculaire (QPCR et séquencage 16S et
ITS), extraction des acides nucléiques
(ADN/ARN)

MgSO, MgSO, (0,01M)
(0,01M) Tween 20 (0,25%)

| |

| Dilution en cascade et numération sur boite de Pétri avec 5 milieux

Incubation a 25°C entre 3 et 7
jours
Comptage et résultats exprimés
en UFC/cm? de filtre

Bactéries Moisissures

Figure 2-3 : Filtre et coupons de média filtrant fixés a la surface des poches intérieures (A et B). Méthodologie
d’analyse des coupons récupérés pendant la campagne d’échantillonnage (C.)

Les photos A et B de la Figure 2-3 présentent la technique employée pour la fixation
des coupons de média filtrant. Les coupons ont été préparés en utilisant le média filtrant d’un
filtre neuf. Le filtre utilisé est identique a ceux utilisés dans la CTA. Le média filtrant a été

découpé par poingonnage pour obtenir des disques de 4 cm de diamétre. Ces manipulations ont
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¢été réalisées afin d’obtenir des disques identiques, et elles ont été réalisées avec le port de gants
et en desinfectant les outils afin de limiter au maximum de contaminer les coupons. Ces coupons

sont pesés avant d’étre fixés sur le filtre.

Pour que les coupons restent en place tout au long de la campagne de prélévement, il a
été décidé de les fixer sur la face intérieure des poches du filtre avec un fil. Un fil de couture en
polyester noir a permis de fixer les coupons a plat sur le filtre et de fagon a ce qu’il ne soit pas

possible qu’ils se décollent par ’action du flux d’air.

La campagne d’échantillonnage a duré 13 mois. Chaque mois, 3 coupons de média
filtrant ont été récupérés. Trente-six coupons ont été fixés sur le filtre au début de la campagne.
Trois coupons supplémentaires ont été fixes, ils ont servi de témoins négatifs et ont été prélevés
juste avant la mise en place des filtres. Ces coupons ont permis de connaitre la contamination
microbiologique initialement présente sur le média filtrant neuf. Ces 3 témoins ont été analysés

en suivant le méme protocole que les 36 coupons destinés a la campagne d’échantillonnage.

1.2.2. Analyses au laboratoire des échantillons

Le schéma C de la Figure 2-3 présente la méthodologie d’analyse des coupons récupérés
chaque mois de la campagne d’échantillonnage. Chaque mois, 3 coupons sont prélevés en
utilisant des pinces et des ciseaux préalablement décontaminés a 1’alcool a 70%. Ces coupons
sont ensuite pesés au laboratoire. Deux coupons sont réservés aux analyses microbiologiques
par culture en boite de Pétri. Une étape d’extraction liquide des microorganismes des coupons
est menée en utilisant une solution d’extraction différente par coupon. Le premier est extrait
dans une solution de MgSO4 (0,01 M), le deuxiéme dans une solution identiqgue mais
additionnée d’un agent tensioactif le Tween 20 (0,25% v/v). Apres cette étape, les solutions
d’extraction des deux coupons sont diluées en cascade avant d’étre étalées sur des milieux
gélosés en boite de Pétri a raison de 100 ul par boite. Les milieux sélectionnés sont décrits dans
le Tableau 2-3. Les boites sont incubées a 25°C et des comptages sont effectués entre 3 et 7

jours. Les résultats sont exprimés en UFC/cm? de filtre.

Le troisieme coupon récupéré est destiné aux analyses en biologie moléculaire. Le détail
de ces analyses est précisé dans le paragraphe 3.3.3. Les échantillons ont été conservés a -20°C

avant d’étre traités ensemble a la fin de la période d’échantillonnage.
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Des tests préliminaires ont été réalisés afin d’évaluer la méthodologie d’extraction des
coupons. Le protocole mis en place est précisé dans la Chapitre 2. Les résultats sont présentés

dans la Figure 2-4.

1.00E+07
5 1.00E+06
S

1.00E+05

MgS04 MgS04 + Tween 20

Figure 2-4 : Efficacité et croissance de S. epidermidis aprés extraction d’un coupon inoculé avec une suspension
bactérienne.

Les essais ont été réalisés en triplicat et les barres d’erreurs correspondent a 1’écart-type.
L’extraction avec MgSO4 permet une meilleure collecte des bactéries S. epidermidis, plutot
qu’avec Tween 20. En effet il semblerait qu’une quantité supérieure de bactéries S. epidermidis
a été extraite en utilisant une solution d’extraction contenant uniquement du MgSO. par rapport
a la condition ou le Tween 20 a été ajouté. Le faible nombre de colonies comptées peut étre di
a I’action du surfactant Tween 20 qui agit sur la croissance et I’organisation des colonies, en
modifiant les protéines membranaires (Castro et al., 2009). Le Tween 20 permet a contrario une
meilleure extraction des spores de moisissures qui présentent un caractere hydrophobe. Le
protocole d’extraction des coupons avec les deux différentes solutions d’extraction a donc été

conservé pour 1’étude en accord avec ces données.
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2. Caractéristiques du batiment, de la CTA et des filtres

2.1. Description du batiment

La CTA étudiee est située dans un batiment d'IMT Atlantique a Nantes (Figure 2-5). Le
batiment est constitué de deux étages, et a été construit en 2014. 1l est doté d'un toit végetal et
respecte les normes des "Batiments Basse Consommation” (BBC) pour les batiments
nouvellement construits. Ce batiment est conforme a la norme RT2012 (reglementation
thermique applicable & la construction des batiments neufs). A I’intérieur du batiment se trouve
des salles de classe, des salles de réunion, des bureaux, des salles de travaux pratiques et des

laboratoires. La CTA ¢étudiée, appelée CTA Bureaux, traite 1’air des bureaux, tandis qu’une

autre CTA filtre I’air des autres salles.

Figure 2-5 : Photographie du Bdtiment d’IMT Atlantique Nantes hébergeant la CTA

Cette CTA Bureaux souffle et extrait I'air de 47 bureaux répartis sur les deux étages du
batiment. La surface totale des bureaux alimentés en air neuf est de 802 m2, chaque bureau
d’une surface moyenne de 17 m?. Les bureaux accueillent entre 1 et 3 personnes. Le taux de
renouvellement d'air par heure ou taux de brassage est de 1,2. La CTA se situe au sous-sol du
batiment (Annexe 1 et Annexe 2).
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2.2. Description de la CTA et des filtres

2.2.1. Schémade laCTA

Un schéma de la CTA est présenté sur la Figure 2-6, avec les différents composants

ainsi que les points d’échantillonnage.

! Echangeur rotatif
Sortie de thermique
I'air extrait

Filtres

S

Ventilateur AP2 3
T
HR%

Entrée de l'air extrait
des bureaux

2

T
I HR%
Entrée de— Air frais
I'air frais * \ @ soufflé vers
T les bureaux
I t
HR% I
1 1 AP1
1 T® Ventilateur Batterie
| chaude

Extérieur | Intérieur

Figure 2-6 : Schéma simplifié de la CTA étudiée et des différents points de prélévement
La CTA, de modele Gold RX (Swegon Ltd, Angleterre) (Figure 2-7), fonctionne avec
un débit théorique constant de 2450 m/h. Elle est composée de deux compartiments, un pour
l'air frais et I’autre pour l'air extrait des bureaux, avec un échangeur de chaleur rotatif entre les
deux compartiments. Chaque compartiment contient deux filtres & poches disposes en parallele.
Une batterie chaude, située en aval du compartiment de 1’air frais, régule la température de ’air

soufflé vers les bureaux.

2.2.2. Capteurs mis en ceuvre

Différents capteurs ont été installés dans la CTA et les gaines en amont. Deux capteurs
de pression différentielle reliés a un datalogger permettent d’enregistrer en continu les pertes

de charge des filtres des deux compartiments.
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Des sondes de température ont été installées aux points 1, 2, 3 et 4 en amont/aval des
caissons de soufflage (points 1/2) et de reprise d’air (points 3/4). Des thermo-hygromeétres ont

été placés a I’extérieur devant I’entrée de ’air frais et aux points 2 et 3.

Figure 2-7 : Photographie de la CTA étudiée

2.2.3. Caractéristiques des filtres et caractérisation du média filtrant

Figure 2-8 : Photographie d'un filtre a poches neuf mis en ceuvre dans la CTA étudiée

Les filtres utilisés dans la CTA Bureaux de marque AFRO Filters (Alkmaar, Pays-Bas)
sont classés 1SO ePM1 60% selon la norme ISO 16890 (Annexe 3). Cette nouvelle norme

identifie I’efficacité de filtration d’un média filtrant pour des tailles de particules précises. Dans
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le cas des ePM1 60%, cela signifie que le filtre est efficace a 60% pour des particules dont la
taille est inférieure a 1 um. Ces filtres sont composés de 4 poches. Le média filtrant posséde
trois couches : une couche support en maille de polyester cardé, une couche de filtration en
microfibres de verre a haute efficacité, et une couche préfiltre en fibres synthétiques. La surface

de filtration de chaque filtre est de 1,5 m2.

2.2.3.1. Observations du média filtrant au Microscope Electronique a Balayage

Les différents composants du média filtrant ont été observés par microscopie
électronique a balayage (MEB). Les trois couches du média filtrant ont été séparées pour étre
observées individuellement au MEB. Le flux d’air traversant le média filtrant passe a travers
les trois couches dans cet ordre : une pré-couche appelée synthetic pre-layer qui est une
membrane permettant de maintenir les fibres de verre, puis la couche de microfibres de verre
et une troisieme couche en polyester qui sert de maintien en retenant les fibres de verre de

[’autre coté du filtre.

Le Tableau 2-1 présente les images qui ont été obtenues avec les observations au MEB
a divers grossissement. Ces images ont permis de déterminer un diameétre moyen des fibres de

chaque couche du média filtrant en utilisant le logiciel open source ImageJ.

Synthetic pre-
layer - couche de

préfiltration

100pm IMN
5.0kV LensSE LM WD 15.0mm|
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Couche de
microfibre de

Verre

Polyester carded
web — couche de
maintien en

polyester

Tableau 2-1 : Photographies des observations au MEB des 3 couches du média filtrant

5.0kV LensSE LM WD 15.0mm|

100pm IMN
5.0kV LensSE IM WD 15.0mm

Les tailles des fibres sont récapitulées dans le Tableau 2-2 suivant.

Nom de la couche

Taille moyenne des fibres (um)

Synthetic pre-layer 19,3
Microfibres de verre 1,8
Polyester carded web 35,7

Tableau 2-2 : Données sur les tailles des fibres des couches du média filtrant

2.2.3.2. Epaisseur et grammage du média filtrant

Concernant 1’épaisseur du média filtrant, les données du fabricant indiquent que le
média mesure entre 3,5 et 4,5 mm d’épaisseur. Au laboratoire, des mesures ont été réalisées sur

la couche de préfiltration avec une épaisseur d’environ 100 pm et sur la couche de maintien en
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polyester d’une épaisseur de 130 um. La couche de microfibre de verre est trop fragile et trop

hétérogene pour mesurer une épaisseur avec 1’outil utilisé au laboratoire.

Le grammage du média filtrant est de 105 = 5 g/m? selon les données du constructeur.

Il a été pesé au laboratoire et une valeur de 107,6 g/m? a été obtenue.

2.2.3.3. Perméabilité du média filtrant

Des premiers tests ont été réalisés au laboratoire sur un banc d’essai afin d’effectuer des
mesures de perméabilité du média filtrant (échantillons de filtres en géométrie plane). Ces
mesures de perméabilité ont permis de mesurer la perte de charge initiale des filtres non
colmatés en fonction de la vitesse de filtration de 1’air. Un échantillon de média filtrant est
prélevé d’un filtre et est installé sur la veine d’air ayant une section de 274 x 274 mm. Un
capteur de pression différentiel ayant une gamme de 0 a 700 Pa mesure la différence de pression
(perte de charge) entre I’amont et I’aval du média filtrant. La courbe de perméabilité est obtenue
en augmentant graduellement la vitesse du ventilateur et par conséquence le flux d’air qui

traverse le média filtrant.

La Figure 2-9 présente les résultats obtenus de perméabilité. Selon le modele de Darcy,

la perméabilité du média est de : 1,7x101° m2,

Perte de charge moyenne du filtre AP {Pa)

Vitesse moyenne du flux d'air au niveau du filtre {(m/s)

Figure 2-9 : Bilan de trois tests de perméabilité du média filtrant
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3. Matériels et méthodes pour I’analyse des particules et aérosols

microbiens

3.1. Mise au point de la méthodologie d’échantillonnage par coupon

3.1.1. Caractérisation du flux d’air au niveau du coupon

La méthodologie d’analyse avec des disques de média filtrant (coupon) a nécessité des
tests préliminaires au laboratoire. L’influence de la présence des coupons fixés a la surface du
filtre a été étudiée. Le but de ces manipulations était de déterminer si la double épaisseur de
filtre au niveau des coupons pouvait avoir une influence sur les parametres de filtration. Le
premier parameétre qui a été pris en compte est la perte de charge et le second était la répartition

du flux d’air.

Des disques de 4 cm de diametre ont été fixés sur un morceau de média filtrant neuf et
la perméabilité a été mesurée et comparée a un filtre sans coupons. L’espace occupé par la
double épaisseur est surévaluée en termes de cm?2 par rapport a la surface occupée par les
coupons fixés sur le filtre qui sera en place dans la CTA. Les tests réalisés sur le banc d’essai

n’ont pas révélé de différence de perte de charge avec ou sans coupon fixé sur le média filtrant.

Figure 2-10 : Photographie du filtre avec les coupons avant les tests de perméabilité
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Des expériences ont été réalisées pour déterminer si la double épaisseur de média filtrant
avait une influence sur la répartition du flux d’air. Pour cela un traceur particulaire a été généré
en amont des filtres dans un banc d’essai, et les écoulements ont été estimés au niveau des
disques fixés. Le traceur utilisé est de la fluorescéine. Apres capture par le média filtrant, il est

possible de quantifier la masse de fluorescéine déposée par spectrophotométrie.

28,69
14,06 12,45
29,49 30,45
1 16,79

e 28,53

Figure 2-11 : Schéma représentant la masse de fluorescéine déposée sur le média filtrant et sur les coupon (en
Hg/cm?)

En comparant I’écart entres les masses de fluorescéine captées par les coupons et les
masses du média filtrant, on observe environ 50 % en moins de fluorescéine sur les coupons.
La présence de coupons a la surface du média filtrant a un impact sur la répartition du flux d’air

au niveau des coupons mais permet un échantillonnage de I’air d’environ 50%.

3.1.2. Caractérisation du flux d’air dans les filtres du compartiment d’extraction de la CTA

Afin de pouvoir positionner les disques de media filtrant dans les meilleures conditions
pour échantillonner les aérosols microbiens présents dans 1’air extrait des bureaux, des tests de
détermination des écoulements d’air ont été réalisés. Des expériences en injectant de la
fluorescéine en amont du compartiment ont été réalisées avec deux filtres neufs dans ce

compartiment.
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Figure 2-12 : Photographie de I’AGK2000 pendant la génération de fluorescéine en amont du compartiment
d’extraction d’air

La géométrie des filtres dans la CTA n’étant pas la méme que la géométrie plane des
filtres analysés au laboratoire dans le banc d’essai, il était nécessaire de déterminer si les

mesures du laboratoire étaient semblables a celles dans la CTA réelle.

Figure 2-13 : Photographie des filtres aprés génération de fluorescéine
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Figure 2-14 : Représentation de la répartition de la fluorescéine dans les poches des filtres neufs apres
quantification par spectrophotométrie

La Figure 2-14 représente la répartition des écoulements d’air a travers les filtres a
poches neufs a partir de la quantité de fluorescéine collectée par le média. Plus précisément, la
figure représente 1I’écart par rapport a un écoulement idéalement réparti a la surface du média :
une valeur > 0 signifie une surface avec un passage préférentiel de I’écoulement d’air, une
valeur < 0 signifie une zone moins exposée au flux d’air. L’échelle de couleur est représentée
en dessous de la figure : vert pour les zones avec un écoulement préférentiel, rouge pour les
zones moins exposées et blanc pour les zones exposées dans des conditions de flux proches
d’un flux idéalement réparti (i.e. de facon équivalente a la surface du média sans considérations
de géométrie du filtre ou des effets de bords). Les résultats ont montré que la répartition de la
fluorescéine était principalement concentrée au niveau de la gaine ou arrive Iair extrait des
bureaux. Sur ces filtres neufs, le flux d’air était donc majoritaire sur le filtre n°1 (de droite) et

dans les poches n°2, 3 et 4.

Pour augmenter les chances de collecter des aérosols microbiens il a été choisi de placer

les coupons dans les poches ou le flux d’air était le plus important.
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Figure 2-15 : Cartographie des coupons fixé dans les poche 2, 3 et 4 du filtre n°l du compartiment d’extraction

Les coupons ont été répartis de facon a étre suffisamment éloignés les uns des autres
lors des prélévements. Et il a été choisi de placer majoritairement les premiers coupons a
prélever assez proches des zones ou le flux d’air est le plus important. Ce choix a été fait en
prenant en compte que cette zone avec un fort flux d’air sera colmatée préférentiellement et

qu’un équilibre avec les zones ou le flux est plus faible s’établira pendant les semaines a suivre.

La méme expérience de génération de fluorescéine a été répétée a la fin des 13 mois
d’échantillonnage sur les filtres colmatés (Figure 2-16). On observe toujours une quantité de
fluorescéine plus importante sur les poches 2, 3 et 4 du filtre n°1, comme sur les filtres neufs.
Mais la répartition semble plus homogene avec la présence de zone ayant recues plus de
fluoresceéine dans le filtre n°2 avec ces filtres colmatés, contrairement aux neufs. 1l semble donc
qu’il y a bien un phénomene d’homogénéisation de la réparation du flux d’air a la surface des

filtres lors du processus de colmatage.
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Figure 2-16 : Représentation de la répartition de la fluorescéine dans les poches des filtres colmatés aprés
quantification par spectrophotométrie

3.2. Caractérisation des particules

3.2.1. Concentration massique des particules

La concentration massique de particules dans l'air extérieur a été mesurée en continu.
Pour celaun TEOM™ 1405 (Thermo Scientific™, USA) a été placé sur le point de prélévement
numéro 1 en amont du compartiment de 1’air frais soufflé vers les bureaux (Figure 2-17). Il
s’agit d’un moniteur de particules ambiantes qui mesure la masse des particules avec une
microbalance oscillante. 1l permet de mesurer des concentrations allant de 5 pg/m? jusqu’a

plusieurs g/m?®.

3.2.2. Distribution granulométrique des particules

Les efficacités de filtration particulaire des filtres des deux compartiments de la CTA
ont été mesurées avec 1’Aerosol Particle Sizer (APS™, USA) 33321. Cet appareil permet de
mesurer la distribution en taille des particules (Particle Size Distribution, PSD) en amont et en
aval des compartiments de la CTA (aux emplacements de mesure 1, 2, 3 et 4). Ce spectromeétre
fournit des mesures aérodynamiques en temps réel et a haute résolution de particules d'un

diameétre compris entre 0,5 et 20 um environ (Figure 2-17).
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A B.

Figure 2-17 : Photographie du TEOM 1405 (A) et de I'APS (B)

Les résultats obtenus avec I’APS ont été exprimés en utilisant les équations suivantes.

L’efficacité de filtration particulaire totale (EF Py, ) a été calculée en utilisant 1’équation
(1), en tenant compte de la somme des particules comptées en amont et en aval des filtres sur
les j = 52 canaux de I’APS, liés aux diametres des particules < 0,523 um a 19,81 um, avec
CPame,j €t CPavay,;j l€S CONCeNtrations en particules en amont et en aval des filtres, mesurées
avec I’ APS pour les particules ayant un diamétre/canal dp ;. Les incertitudes relatives associées

a EFP,,, étaient comprises dans un écart de 5%.

52
Zj:l Cpamt,j

EFPt t = 1-—
? sti 1 Cpaval, J)

)

Les efficacites fractionnelles de filtration des particules EFP ;, associées aux particules ayant

un diametre dp ;, ont été calculées en utilisant I’équation (2).

Cpaval,j
EFP;=1-—"22 @

Pamt, j
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Les efficacités moyennes de filtration fractionnelle des particules EFP; ont été calculées
pour plusieurs gammes de diamétres de particules correspondant aux étages de I'impacteur
Andersen: 7 umetplus; 4,7-70um;33-47um;2,1-33um;1,1-21 pumet0,65-1,1
pm, ce qui correspond respectivement aux étages 1 a 6.

En pratique, les EFP; ont été calculées pour les étages 2 a 6 et lorsque le nombre de
particules comptées en amont du filtre était suffisamment élevé pour calculer une efficacité.
EFP; a été calculée en faisant la moyenne des Wj entre 5,05 et 6,73 um (5 canaux), entre
3,52 et 4,7 um (5 canaux), entre 2,29 et 3,28 um (6 canaux), entre 1,2 et 2,13 um (9 canaux),
et entre 0,67 et 1,11 um (8 canaux).

Les incertitudes absolues AEFP; ont été calculées avec 1’écart-type des EFP;, équation

@3).

maxdp étage i - TTDp. 5
Ami — \/Zmin dp étagei(EFI;/PJ EFPL.“EFPL-) 3)

Avec N le nombre de canaux de I’APS pris en compte pour le calcul des EFP; pour les

particules ayant une gamme de diamétre/étage i de 1I’impacteur.

3.3. Caractérisation des aérosols microbiens

3.3.1. Analyse des aérosols microbiens viables par impacteur Andersen

Les concentrations en aérosols bactériens et fongiques cultivables ont été mesurées avec
deux impacteurs en cascade Andersen a 6 étages (Tisch Environmental Inc., USA). Les
prélevements ont été réalisés en amont et en aval des deux compartiments de la CTA, aux points
d'échantillonnage 1, 2, 3 et 4. Le débit d’air lors de 1'échantillonnage était de 28,3 L/min. Les
échantillons ont été prélevés pendant 10, 15 et 20 min sur des boites de Pétri avec des milieux
gélosés permettant de favoriser la croissance bactérienne ou fongique. Entre chaque

prélevement les impacteurs ont été désinfectés avec de I'éthanol a 70%.

Les différents milieux utilisés pour les prélevements sont présentés dans le Tableau 2-3.

Milieux bactériens Milieux fongiques
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LB (Luria Bertani)

Milieu non-sélectif pour I’isolation des

bactéries aérobies mésophiles.

MEA (Malt Extract Agar)

Milieu non-sélectif pour le dénombrement
des levures et moisissures. Milieu utilisé
dans la détermination de la contamination

fongique de I’air.

R2A (Reasoner's 2A agar)

Milieu non-sélectif pour la croissance des
bactéries inhibées sur des milieux

organiques riches.

DG18 (Dichloran-Glycerol)

Milieu selectif a faible disponibilité en eau
pour les moisissures xérophiles. Milieu
utilisé dans la détermination de la

contamination fongique de I’air.

DRBC (Dichloran Rose-Bengal

Chloramphenicol)

Milieu sélectif pour la croissance des
levures et des moisissures (inhibe les
bactéries et empéche la propagation des

colonies).

Tableau 2-3 : Milieux utilisés pour les impacteurs Andersen

Les boites de Pétri sont ensuite incubées a 25°C avec une lecture au bout de 48h puis

une surveillance des boites jusqu’a 5 jours. Les concentrations en aérosols microbiens

cultivables ont été exprimés en utilisant les équations suivantes.

Les concentrations d'aérosols microbiens cultivables (AMC) en amont et en aval des

filtres ont été déterminées a partir de deux échantillonnages en parallele avec les deux

impacteurs Andersen, puis en dénombrant les colonies sur les 6 étages des impacteurs.

aval des filtres pour les étages i des impacteurs, Cypc,,,

Les concentrations en aérosols microbiens cultivables échantillonnés en amont et en

I’équation (4).
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Avec V,;, le volume d’air échantillonné (m®) et Nb¢oionie,; 16 Nombre de colonies dénombrées

sur le plateau i de I’impacteur.

Les concentrations microbiennes totales échantillonnées en amont ou en aval des filtres
Camcoyme € Camcopy (UFC/m3) sont calculées en utilisant les 6 étages des impacteurs, selon
1I’équation (5).

6
C _ Zi:lecolonie,i
AMCtot - V .
air

(5)

L’efficacité de filtration microbienne totale EFM,,, et D’efficacité de filtration
microbienne fractionnelle EFM;, telle que ’EFM associée au plateau i, sont calculées en
utilisant I’équation (6).

CAMC i
aval,totoui
El Mtot oui — 1

C (6)
AMC gmt,tot ou i
L’¢équation (7) a été utilisée pour calculer les incertitudes relatives des efficacités de

. . . . . AEFM;
filtration fractionnelles microbiennes m
i

AEFM; _
|EFM;|

1

Camc amt,i

CAMCaval,i

X ACI‘”"ICaval,i + 5 X ACAMCamt,i

(CAMC amt, i) 7

AVEC ACaMC gt ou avar; | INCETtitude absolue liée a la concentration microbienne de I'étage i.

Selon (Macher, 1989) une incertitude relative de x =7% peut étre appliquée pour une
concentration microbienne avec ce type d'impacteur a six étapes. L'incertitude relative des
concentrations microbiennes fractionnelles échantillonnées en amont et en aval des filtres était

déterminée par I'équation 5.

ACI‘“"ICamt,i _ ACI‘U"Icaval,i

=x=7% (8)
Camc amt,i Camc aval,i
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Les incertitudes absolues de la concentration microbienne fractionnelle ont été
exprimees a l'aide de I'équation (9) lorsque le nombre de colonies dénombrées en aval du

compartiment était supérieur a 0.

AEFM; C ;
E_ o« AMC qyal,i X x ©)
|EFM1| CAMCAMT,I'

Les incertitudes relatives des concentrations microbiennes totales échantillonnées en
amont et en aval des filtres et I'efficacité de filtration microbienne totale (EFM) ont été calculées
a l'aide des équations (10) et (11).

ACymc amt,tot _ ACymc aval,tot

- - =6Xx (10)
AMC gmt,tot AMC gpal,tot

AEFM Camc

Do tot oy CMCavaltot ooy (11)

|EFMtot| CAMCamt,tot

3.3.2. Echantillonnage par cassettes de filtration

Les cassettes filtrantes ont été utilisées pour réaliser des prélevements en simultané en
amont et en aval de chaque compartiment de la CTA. Les cassettes de 37 mm (Gelman Sciences
Inc., USA) étaient reliées a une pompe permettant de maintenir un débit de prélevement de 12,5
L/min. Les prélevements étaient effectués pendant une durée de 6h. Les filtres utilisés étaient
des filtres GF/F de chez Whatman™ (Whatman plc., Royaume-Uni) en fibre de verre
borosilicate de porosité 0,7 um. Les filtres ont ensuite été conditionnés pour étre conserves a -
20°C.

3.3.3. Analyses en biologie moléculaire

3.3.3.1. Extraction des acides nucléiques

Les coupons de média filtrant ont été traités avec un protocole particulier avant de
procéder a I’extraction des acides nucléiques. La Figure 2-18 présente la méthode utilisée afin
d’augmenter ’efficacité des extractions des acides nucléiques. Les filtres des cassettes de

filtration n’ont pas été¢ découpés et ont été utilisés entierement pour les extractions.
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Figure 2-18 : Schéma de la méthodologie adoptée pour I’extraction des acides nucléiques.

La premiére étape des protocoles des kits d’extraction implique de mettre en contact une
solution de lyse des microorganismes pour libérer les acides nucléiques, avec les filtres utilisés
comme ¢échantillon. Le kit d’extraction utilisé pour les ADN est le kit DNeasy PowerWater
(Qiagen, Allemagne) pour extraction ADN. Pour les extractions des ARN le kit MagMAX
Microbiome (Thermo Fisher Scientific, Etats-Unis) a été sélectionné. Ces kits sont congus et
compatibles pour extraire des acides nucléiques a partir d’échantillons tels que des filtres
membrane pour la filtration d’échantillon d’eau. Les coupons présentent des caractéristiques
différentes par rapport a un filtre membrane. Le média filtrant des coupons est épais et a un
pouvoir absorbant important. Apres des tests préliminaires, il a été décidé d’utiliser un quart de
coupon pour I’extraction des ADN et un second quart de coupon pour I’extraction des ARN.

Le demi-coupon restant est conservé a -20°C.

Pour les deux types d’extraction, le quart de coupon est divisé en deux. Avec deux
pinces decontaminées, le média filtrant est séparé en deux parties et ils sont placés dans le tube
de lyse contenant les billes pour le bead-beating. Le processus de bead-beating permet de
libérer les acides nucléiques des microorganismes ayant des parois cellulaires robustes. Des
microbilles de verre ou de céramique vont briser ces parois avec une forte agitation du tube. Le

protocole fourni avec les kits d’extraction est appliqué pour la suite des étapes.

Les extraits d’ADN sont dosés avec un spectrophotometre NanoDrop™ 2000 (Thermo
Fisher Scientific, Etats-Unis). Les extraits d’ARN ne sont pas dosés car le volume d’élution (50

ML) était trop faible et il était préférable de le conserver pour les analyses.
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3.3.3.2. Protocole gPCR et RTgPCR

Une analyse par PCR quantitative en temps réel a été réalisée sur les extraits ADN des
coupons. Aspergillus niger, Cladosporium cladosporioides, Penicillium chrysogenum,
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa ont éte sélectionnées comme cibles. Le Kit
gPCR QuantiNova (Qiagen, Allemagne) a été utilisé. Des gammes de concentration des
spores par culture et comptage sur lame ont été réalisées pour les cibles moisissures et par
comptage sur boite de Pétri pour les bactéries. Ces gammes ont été analysées par gPCR, et une
correspondance a été établie entre le nombre de cycles de gPCR des échantillons et un

équivalent UFC/cm? ou spores/cm? de filtre. Les programmes qPCR suivants ont été utilisés :

Nombre de ) ]
Durée du cycle | Température
cycles
Activation PCR initiale 1 2 minutes 95°C
Dénaturation 5 secondes 95°C
45
Hybridation + polymérisation 5 secondes 57,2°C

Tableau 2-4 : Programme du thermocycleur pour les cibles A. niger et P. chrysogenum

Nombre de ) ,
Durée du cycle | Temperature
cycles
Initial PCR activation 1 2 minutes 95°C
Dénaturation 5 secondes 95°C
40
Hybridation + polymeérisation 5 secondes 60°C

Tableau 2-5 : Programme du thermocycleur pour les cibles C. cladosporioides et S. aureus

Nombre de . .
Durée du cycle | Température
cycles
Initial PCR activation 1 3 minutes 95°C
Dénaturation 15 secondes 95°C
40
Hybridation + polymérisation 30 secondes 60°C

Tableau 2-6 : Programme du thermocycleur pour la cible P. aeruginosa
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Une trousse gPCR / RTgPCR a éte sélectionnée pour 1’analyse des virus respiratoires,

il s’agit du kit Respiratory Panel IV Viasure RTPCR Detection kits (CerTest Biotec, Espagne).

Cette trousse permet 1’identification et la différenciation clinique d’un panel de virus

respiratoires. Ce kit est une trousse préte a I’emploi contenant tous les réactifs lyophilisés

préparés dans des tubes a réhydrater. Le kit permet de cibler les virus présentés dans le Tableau

2-7.

Influenza A and Influenza B (Flu A and/or B)

human Adenovirus (AdV)

Influenza A (H1N1)2009

Metapneumovirus (MPV)

Respiratory Syncytial Virus type A and/or B (RSV
A and/or B)

Bocavirus (BoV)

Parainfluenza 1 (PIV-1)

Human rhinovirus (HRV)

Parainfluenza 2 (PIV-2)

Human enterovirus (HEV)

Parainfluenza 3 (PI1V-3)

Coronavirus (CoV) 229E, NL63,
0C43, HKU1

Parainfluenza 4 (P1V-4)

Tableau 2-7 : Virus ciblés par la trousse qPCR et RTqPCR

Le thermocycleur utilisé pour les toutes les amplifications est le CFX96 (Biorad, Etats-

Unis). Le programme utilisé est le suivant (Tableau 2-8).

Nombre de ) ]
Durée du cycle | Température
cycles
RT 1 15 minutes 45°C
Activation enzyme 1 2 minutes 95°C
Dénaturation 10 secondes 95°C
45
Data collection 50 secondes 60°C

Tableau 2-8 : Programme du thermocycleur pour le kit RTgPCR.

Un second kit RTQPCR a été sélectionné pour 1’identification et la différenciation du SARS-
CoV-2. Le kit SARS-CoV-2 Viasure RTgPCR Detection kits (CerTest Biotec, Espagne) a été

utilise pour réaliser ces identifications. Le protocole du kit a éte appliqué et le programme pour

les cycles du thermocycleur est le suivant (Tableau 2-9) :

Nombre de ) .
Durée du cycle | Tempeérature
cycles
RT 1 15 minutes 45°C
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Activation enzyme 1 2 minutes 95°C

Dénaturation 10 secondes 95°C
45

Data collection 50 secondes 60°C

Tableau 2-9 : Programme du thermocycleur pour le kit SARS-CoV-2

3.3.3.3. Séquencage 16S, 18S et ITS

Les extraits d’ADN ont été transmis a la société Helixio (Saint-Beauzire, France). Un
séquencage utilisant la technique Illumina (Illumina Inc, Etats-Unis) a été réalisé. Les quantités
d’ADN envoyées étaient trés faibles et ont nécessité des étapes de concentration des
échantillons. Les séquencages 16S et ITS ont été réalisés mais les quantités d’ADN restantes

étaient trop faibles pour le séquencage 18S.

Apres le séquencage, les fichiers bruts sont générés par le séquenceur lllumina NextSeq
500 et sont fournis par le prestataire de séquencage (Eurofins genomics) en format fastq. Deux
fichiers fastq sont disponibles par échantillon : un pour chaque read (R1 et R2 pour chaque sens
de séquencage). Les génomes bactériens sont séquenceés sur le géne 16S en utilisant les amorces
V3-V4 (Klindworth et al., 2013) et les génomes de moisissures en utilisant les amorces 1TS2
(White et al., 1990) et se trouvent dans un méme fichier.

La Figure 2-19 présente les différentes étapes de 1’analyse des séquences.

Import des
données

ecommande
qiime tools, 2
fichiers par
échantillons
sont
importés: R1
et R2

Figure 2-19 : Workflow utilisé pour [’analyse des séquences

L’utilisation de cette méthode d’analyse des séquences donne des résultats exprimes en

ASV (Amplicon Sequence Variants) ce qui correspond a un équivalent OTU mais avec 1’outil

DADAZ2.
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4. Conclusions

Les grandes étapes méthodologiques ont été de (i) caractériser le média filtrant des
filtres, (i) déterminer I’influence du coupon et de la double épaisseur de média filtrant sur la
perméabilité et la répartition du flux d’air, (iii) apprécier la répartition du flux d’air dans le
compartiment d’extraction de la CTA, (iv) mettre au point la méthodologie d’échantillonnage

et d’analyse pendant 13 mois.

Les premicres étapes de cette étude étaient nécessaires afin d’adapter dans les meilleures
conditions un protocole & suivre pour la campagne de mesure. La caractérisation du média
filtrant et I’observation d’une diminution du flux d’air d’environ 50% au niveau des coupons

est un élément important a prendre en considération dans les analyses des résultats.

La cartographie des zones préférentielles du passage du flux d’air dans les filtres du
compartiment d’extraction était une donnée importante pour la répartition des coupons sur la

surface de filtration.

Ces différents points mis en avant pendant les étapes préliminaires a I’analyse de la
contamination de 1’air intérieur par les coupons sont déterminant, et ont été importants pour

appréhender les résultats présentés dans les chapitres suivants.
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Chapitre 3 : Efficacité de filtration de la
CTA
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1. Introduction

Les résultats présentés dans ce chapitre permettent de répondent aux objectifs suivants :
(i) évaluer les conditions climatiques de I'air circulant dans la CTA sur une période de 13 mois,
(ii) étudier I'évolution de la perte de charge dans les filtres, (iii) de quantifier I'évolution des
efficacités de filtration particulaire et microbiologique, et (iv) établir si les efficacités de
filtration microbiologique et particulaire sont liées. Ces résultats obtenus en conditions réelles
pendant 12 mois sont comparés a des études antérieures réalisées en conditions de laboratoire

avec des aérosols controlés.
2. Conditions climatiques

La Figure 3-1 montre les variations de température mesurées pendant I'étude pour l'air
neuf insufflé dans les bureaux et l'air extrait des bureaux en amont et en aval des deux

compartiments.
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Figure 3-1 : Températures mesurées en amont et en aval des deux compartiments de la CTA. Moyenne glissante

des données sur 24 heures.
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Figure 3-2 : Humidité relatives mesurées en amont et aval du compartiment de [’air neuf et en amont du
compartiment de I’air extrait. Moyenne glissante des données sur 24h.

La température de l'air frais (25% 9,0°C ; moyenne 13,2°C ; 75% 18,3°C) était inférieure
a celle de l'air extrait des bureaux (25% 20,1°C ; moyenne 20,6°C ; 75% 21,1°C), et I'nhnumidité
relative était plus élevée que dans I'air extrait (air frais 25% 63,6 (%) ; moyenne 75,6(%) ; 75%
83,2(%) et air extrait 25% 28,9 (%) ; moyenne 32,3(%) ; 75% 37,3(%)) (Figure 3-2). En éte, il
y avait moins de différences entre I'air frais et I'air extrait. L'humidité relative de I'air extrait des
bureaux était plus élevée entre juin et novembre. La température a évolué en fonction de la
saison, la température de l'air extérieur présentant une plus grande amplitude. Les filtres des

deux compartiments ont été exposes a deux environnements différents en termes de température
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et d'humidité. La température et I'hnumidité relative de I'air extrait ont suivi un schéma logique,
la batterie de chauffage et I'échangeur de chaleur rotatif assurant le confort thermique des
occupants du batiment (HR entre 30% et 60%).

3. Mesures de la concentration et de la distribution des particules

Le Tableau 3-1 montre les résultats obtenus par la mesure TEOM en amont du

compartiment de ’air neuf.

La concentration massique des particules dans l'air frais entrant dans la CTA a fluctué
autour de 12,5 g/m3 au cours des 12 mois. Des pics isolés ont également été observés, avec une
augmentation moyenne de la valeur allant jusqu'a 150 g/m? sur 24 h. Le Tableau 3-1 montre

que 50 % des concentrations massiques de particules se situaient entre 7,2 et 16,6 g/m?®.

Le Tableau 3-2 montre les données sur la distribution granulométrique et la
concentration en nombre des particules dans I'air neuf et l'air extrait en amont et en aval des

compartiments. Ces données ont été obtenues avec les mesures APS.

Concentration massique des particules

(g/m3)
Moyenne 12.5
Ecart-type 9.7
25% 7.2
50% 11.3
75% 16.6

Tableau 3-1 : Statistiques sur la concentration massique des particules (moyenne, écart-type, percentiles).
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Diameétre médian en pm (écart-type géométrique) / Concentration en nombre
des particules (#/cm?)

Amont Aval Amont Aval

Date du préléevement compartiment air compartiment air compartiment air compartiment air

neuf neuf extrait extrait
17 Mars 2021 0.923 (1,474) /12,02 0,786 (1,303) /2,85 0,855 (1,377) /4,32 0,774 (1,316) /1,29
23 Avril 2021 0.764 (1,558) /12,55 0,650 (1,292) /3,39 0,746 (1,404) /2,31 0,656 (1,283) /1,01
17 Juin 2021 0.646 (1,510) /19,30 0,604 (1,265) /7,44 0,642 (1,440) /9,70 0,604 (1,246) /4,31
27 Aott 2021 0.801 (1,532) /16,83 0,704 (1,301) /7,51 0,766 (1,453) /9,88 0,689 (1,283) /4,42
23 Septembre 2021  0.681 (1,234) /96,65 0,664 (1,192) /40,42 0,687 (1,341) /22,97 0,670 (1,200) /9,90
28 Octobre 2021 0.685 (1,448) /16,01 0,653 (1,243) /7,59 0,654 (1,324) /7,98 0,640 (1,217) /3,36
11 Février 2022 0.669 (1,374) /41,97 0,642 (1,211) /15,26 0,644 (1,287) /8,98 0,631 (1,228) /3,84
25 Février 2022 0.770 (1,506) /27,29 0,717 (1,308) /6,59 0,812 (1,397) /5,73 0,727 (1,303) /2,48

Tableau 3-2 : Diametre médians, écart-types géométriques et concentrations en nombre des particules dans l'air
neuf et l'air extrait.

Les profils de distribution de la taille des particules (PSD : particle size distribution)
dans l'air extrait a I'entrée de la CTA étaient similaires pour les différents échantillons de I'étude.
Il'y avait une distribution monomodale polydispersée des particules ; le diamétre modal moyen
se situait entre 0,6 um et 0,7 um. Les PSD étaient plus variées pour l'air frais a I'entrée de la
CTA, avec des diametres modaux variant plus largement que pour le compartiment d‘air extrait
(Tableau 3-2). Dans les deux cas, la majorité des particules avaient un diamétre médian inférieur
a 1 um. Il était difficile de déterminer le diametre modal des particules car il était proche du
diamétre minimal de I'APS (0,5 um). Un autre échantillonneur permettant une analyse plus

large de I'APS aurait pu permettre I'investigation de particules de plus petits diamétres.

Les mesures APS ont montré que la concentration de particules était plus élevée dans
I'air entrant dans le compartiment d'air neuf que dans l'air des bureaux entrant dans le
compartiment d'air extrait de la CTA. Les filtres du compartiment d'air neuf ont réduit la
quantité de particules soufflées dans les bureaux. Une comparaison des concentrations de
particules a la sortie du compartiment neuf et a I'entrée du compartiment de ’air extrait a révélé
que I'occupation des bureaux et les activités qui s'y déroulent n'entrainent pas d'augmentation

significative des particules.

4. Mesures de la concentration microbienne

Les Figure 3-3 et Figure 3-4 et le Tableau 3-3 montrent les concentrations d'aérosols
microbiens cultivables (AMC) analysées dans l'air neuf et l'air extrait a partir des numérations

sur boite avec des milieux favorisant la croissance bactérienne ou fongique.
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Figure 3-3 : Aérosols microbiens cultivables avec des milieux favorisant la croissance bactérienne.
Préléevements dans I'air neuf et extrait en amont des filtres de la CTA, sur 13 mois.
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Figure 3-4 : Concentration des aérosols fongiques cultivables prélevés dans I'air neuf et extrait en amont des
filtres de la CTA pendant 13 mois.
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LB R2A MEA DG18 DRBC

n?;;zé::s Entrée Entrée air Entrée air Entrée air Entrée air Entrée air Entrée air Entrée air Entrée air Entrée air
AMC (um) air frais  extrait frais extrait frais extrait frais extrait frais extrait
4 Février 2021 2,74 2,68 2,24 2,69 2,70 2,66 3,34 2,73 2,72 2,15
13 Avril 2021 2,99 2,44 4,49 1,34 4,21 3,61 4,14 5,56 4,14 4,28
12 Mai 2021 3,98 2,49 4,24 1,94 4,64 2,36 2,21 2,62 4,23 3,16
28 Juin 2021 4,57 3,58 3,07 2,00 3,94 2,86 3,33 3,13 3,40 3,18
2 Aofit 2021 3,04 2,52 4,08 2,38 3,69 3,66 4,45 2,68 4,02 2,70
7 Octobre 2021 2,75 2,76 2,81 2,42 3,63 3,05 3,27 3,44 4,43 2,60
14 Janvier 2022 3,39 1,99 4,62 3,36 3,02 2,29 3,56 2,52 3,36 1,60
4 Février 2022 2,70 2,80 3,24 2,54 3,03 2,52 2,92 2,94 3,98 3,03
25 Février 2022 2,68 3,14 2,95 2,63 3,12 2,22 3,28 3,05 N.d. N.d.
Tableau 3-3 : Diametres moyens des aérosols microbiens cultivables (AMC) mesurés par impaction sur les cing
milieux.

Pour les bactéries, les concentrations de micro-organismes cultivables dans l'air étaient
plus élevées dans I'air neuf que dans l'air extrait (Figure 3-3). Pour I'air neuf, les concentrations
étaient comprises entre 10 et 10° UFC/m®. Une augmentation de la concentration en aérosols
microbiens de type bactérien a été observée pour les mois de mai et juin 2021 sur milieu LB,

avec un pic a 10* UFC/m3. Ce phénomene a également été observé par (Frankel et al., 2012).

Les concentrations de moisissures etaient plus élevees pour les trois milieux (MEA,
DG18 et DRBC) dans l'air neuf (Figure 3-4) ; les niveaux de concentration étaient d'environ
103 UFC/m?® pour l'air neuf. Les concentrations d'aérosols fongiques cultivables dans l'air extrait
étaient comprises entre 10* et 102 UFC/m?® ; ces concentrations étaient stables tout au long de
I'échantillonnage au cours des différents mois. Il semble que le milieu MEA répond et montre

une concentration microbienne Iégerement supérieure aux autres milieux fongiques.

Les concentrations de micro-organismes cultivables dans l'air extérieur étaient plus
élevées que celles mesurées dans l'air extrait des bureaux (102 et 102 UFC/m?® contre environ
102 UFC/m?3 respectivement). Ces résultats concordent avec ceux trouvés dans la littérature pour
les concentrations en UFC/m? dans I'air extérieur et les échantillons prélevés dans les bureaux
ou autres batiments (Anua et al., 2020; Chao et al., 2002; Pastuszka et al., 2000; Sautour et al.,
2009). Les milieux de culture utilisés LB et R2A ont été utilisés pour favoriser la croissance
des genres bactériens, et MEA DG18 et DRBC pour les genres fongiques. Cela peut également
donner des réponses et des résultats différents. Les milieux fongiques DRBC et DG18 sont des
milieux sélectifs ; un composé du milieu inhibe la croissance des bactéries. Comme les bactéries

ne peuvent pas se multiplier, seules les espéces fongiques ont été mesurées sur ces milieux. Le
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milieu MEA ne contient pas d'inhibiteur de la croissance bactérienne, mais ses nutriments
favorisent principalement la croissance des levures et des moisissures. Les milieux bactériens
sélectionnés ne contiennent pas d'inhibiteurs de la croissance fongique, mais contiennent des
nutriments qui favorisent la croissance bactérienne. Les colonies bactériennes et fongiques ont
été comptées sur les boites contenant ces milieux. Les résultats doivent étre interprétés avec
prudence, car on peut s'attendre a des concentrations plus élevees d'aérosols bactériens dans
I'air extrait des bureaux. En effet, I'occupation des bureaux par le personnel génére des aérosols
bactériens issus du microbiome de I'occupant, tel est le cas dans des habitations (Dunn et al.,
2013).

Les diamétres moyens des AMC mesurés par impaction sur les cing milieux variaient
entre 1,35 um et 5,56 um selon le milieu de culture, le jour et le lieu d'échantillonnage. Le
diamétre moyen était de 3,13 + 0,77 pum (écart-type). Ces résultats sont en accord avec de
précédentes études. Les auteurs ont déterminé avec un impacteur Andersen a 6 étages que la
valeur moyenne des diamétres des aérosols fongiques était comprise entre 2,1 um et 4,7 um
(Pastuszka et al., 2000) ou entre 1,1 um et 3,3 um (Jeong et al., 2022). Le diamétre limite des
aérosols bactériens était inférieur a 2,1 um (Jeong et al., 2022).

Pour l'air extrait, les diamétres moyens des AMC des milieux fongiques (2,95 + 0,76
pum) semblent étre plus élevés que ceux des milieux bactériens (2,54 + 0,53 um) avec un niveau
de confiance de 98 %. Pour I'air neuf, les résultats indiquent que les diamétres moyens des AMC
issus des milieux fongiques (3,57 £ 0,62 um) n'étaient pas significativement plus élevés (avec
un niveau de confiance de 98%) que ceux issus des milieux bactériens (3,37 + 0,76 um). Ce
résultat est cohérent avec le fait que les moisissures peuvent se développer sur les milieux

bactériens.

Les diamétres moyens des AMC dans l'air neuf étaient significativement plus élevés que
ceux de l'air extrait, avec un niveau de confiance supérieur a 99 % pour les milieux bactériens
et fongiques. La croissance des especes fongiques sur les milieux LB et R2A a interféré avec
I'observation des colonies bactériennes. De plus, les aérosols bactériens sont plus sensibles a la
dessiccation que les spores fongiques, et la collecte par impaction directe peut générer un stress,

pouvant également affecter les résultats.
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5. Performance de filtration

5.1. Perte de charge des filtres et efficacités de filtration particulaire

La Figure 3-5 montre les pertes de charge des filtres de la CTA mesurées pendant I'étude.
Les courbes représentant les pertes de charge des deux compartiments ont des profils similaires
(Figure 3-5). Du début de I'étude jusqu'en septembre, les pertes de charge des deux filtres étaient
stables, entre 65 et 70 Pa. En septembre, aprés environ 6 mois de fonctionnement, la perte de
charge a montré une augmentation linéaire, atteignant environ 90 Pa pour l'air neuf et 80 Pa
pour l'air extrait. Cette évolution de la perte de charge a suivi un profil classique, avec deux
phases de colmatage (Novick et al., 1992). La premiere étape correspondait a un colmatage en
profondeur. Le média filtrant en fibre de verre capture les particules dans sa profondeur. Dans
cette période, la perte de charge n'a pas change et est restée stable. Ensuite, on a observé une
augmentation de la perte de charge des filtres, liée au colmatage et a la formation d'un géateau

de particules a la surface du média filtrant. Les pertes de charge de juin et juillet sont liées aux

opérations de maintenance et aux coupures de courant.
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Figure 3-5 : Perte de charge du filtre sur 13 mois. Moyenne glissante des données sur 24 h.

La Figure 3-6 montre les résultats de I'efficacite de filtration des particules totales (EFP)

et les diametres médians correspondants en amont des compartiments. Figure 3-7 montre les

EFP fractionnées pour des diamétres de 0,5 um et 1 um.
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Figure 3-6 : Efficacité totale de la filtration des particules (EFP) sur 13 mois.
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Figure 3-7 : Efficacité de filtration totale des particules et efficacité de filtration pour les aérosols de 0,5 pm et 1
pum de diamétre dans les compartiments d'air neuf (haut) et d'air extrait (bas) sur 13 mois.

Les efficacités de filtration des particules totales des deux compartiments variaient entre
50% et 80% (Figure 3-6). Le diametre médian des particules était compris entre 0,7 et 0,9 pm.
Aucune augmentation de EFPywt n'a été observée au cours de I'étude, malgré le colmatage des
filtres et I'augmentation de la perte de charge. Les efficacités de filtration des particules a 0,5
pm et 1 um ont également été stables tout au long de I'étude. Une augmentation de I'efficacité
de filtration des particules d'un filtre est généralement observée avec le colmatage du filtre et la
formation d'un gateau de particules sur le média filtrant (Novick et al., 1992). Il est possible
que les filtres n'aient pas été suffisamment colmatés pour que cela soit observé. Augmenter la
durée d’échantillonnage sur une plus longue période de temps aurait mis en évidence

I'augmentation de I'efficacité.

L'efficacité de filtration des particules d'un diamétre proche de 1 um se situait entre 70%
et 80%. L'efficacité de filtration des particules de 1 um de diameétre était supérieure a celle des
particules de 0,5 um de diamétre (Figure 3-7), tant dans le compartiment d'air neuf que celui de
l'air extrait des bureaux. Dans cette gamme de diametres, les particules sont collectées
principalement par le mécanisme d'impaction, dont I'efficacité augmente avec le diamétre ou
I'inertie des particules (Davies, 1973; Novick et al., 1992). L'efficacité de filtration avec l'air
extrait pour les particules de 0,5 um de diametre était proche de I'efficacité de filtration des

particules totales.
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5.2. Comparaison de I'efficacité de la filtration microbienne (EFM) fractionnée et

de I'efficacité de filtration des particules (EFP).

La Figure 3-78 montre les résultats de I'EFP et de I'EFM fractionnés avec un milieu

favorisant la croissance bactérienne en mai 2021.
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Figure 3-8 : Efficacité de filtration fractionnée des particules et des aérosols microbiens cultivables avec des

milieux bactériens en mai 2021 pour les compartiments de [’air neuf (haut) et de [’air extrait (bas).

Les efficacités de filtration des AMC bactériens et particulaire étaient plus faibles
lorsque le diamétre des aérosols diminuait. Cet effet est observé en lien avec le mécanisme de

collecte par impaction. Des concentrations plus faibles en aérosols en amont du compartiment
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d'air extrait ont donné des résultats plus contrastés. Pour les AMC de type bactérien d'un
diamétre supérieur a 1 um, les efficacités de filtration fractionnée étaient comprises entre 80 %
et 100 % pour les deux compartiments. En dessous de 1 um, les efficacités étaient inférieures a

80 %.
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Figure 3-9 : Efficacités de filtration fractionnée des particules et des aérosols microbiens cultivables avec des
milieux fongiques en mai 2021 pour les compartiments frais (haut) et extraits (bas).

La Figure 3-9 montre les résultats d’EFP et d’EFM fractionnés avec des milieux

fongiques en mai 2021.

L'EFM fractionnée des aérosols fongiques pour les milieux MEA et DG18 était compris

entre 80 % et 100 % pour le compartiment d'air neuf. Contrairement aux résultats obtenus avec
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les aérosols bactériens, il n'y a pas eu de diminution de I'EFM fractionné pour les aerosols

fongiques cultivables d'un diamétre inférieur a 1 pm.

Les résultats pour le compartiment de I'air extrait étaient similaires pour I'EFP et 'EFM
fractionnés, dans les milieux DG18 et MEA. De plus, il n'y a pas eu de diminution de I'EFM
fractionnée pour les aérosols fongiques cultivables analysés dans le milieu MEA pour les
diametres inférieurs a 1 um, mais les faibles concentrations en amont du compartiment de I'air

extrait ont donné des résultats plus contradictoires.

La Figure 3-10 présente les résultats de I'EFP et de 'EFM fractionnés avec des milieux

favorisant la croissance bactérienne en février 2022.
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Figure 3-10 : Efficacités de filtration fractionnées pour les particules et les aérosols microbiens cultivables avec
des milieux bactériens en février 2022 pour les compartiment air neuf (haut) et extraits (bas).

Les efficacites fractionnées calculées pour les aérosols bactériens cultivables en février
2022 étaient proches de 100 % pour les milieux LB et R2A. Le profil pour les EFP fractionnées
était similaire a ceux observés en mai 2021. 1l n'y avait pas de données pour l'air extrait relatives
a I'EFM fractionné avec des diamétres inférieurs a 1 um car le nombre de colonies était inférieur
a la limite de quantification pour l'air extrait (LQ : limite de quantification inférieure a 10
colonies). En comparaison avec les données de la période mai 2021 a février 2022, I'EFM pour
les aérosols inférieurs a 1 um était d'environ 40 % avec le milieu LB dans l'air neuf en mai
2021, et d'environ 100 % en février 2022. Le colmatage du filtre a donc augmenté I'EFM pour

les particules inférieures a 1 um avec le milieu LB.

La Figure 3-11 montre les résultats de I'EFP fractionnée et de I'EFM avec les milieux fongiques

sur le prélevement de février 2022.
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Figure 3-11 : Efficacité de la filtration fractionnée des particules et des aérosols microbiens cultivables avec des
milieux fongiques en février 2022 pour les compartiments neuf (haut) et extraits (bas).

Les EFM fractionnées pour les aérosols fongiques cultivables de février 2022 étaient
également proches de 100 % pour les milieux MEA et DG18 dans le compartiment d'air neuf.
Les mémes observations ont été faites pour le compartiment d'air extrait. Cependant, il y avait
significativement moins d'aérosols microbiens cultivables collectés dans les étages de
I'impacteur en amont des filtres. Les données présentées sont similaires a celles mesurées pour

les aérosols bactériens cultivables.

Les mesures de l'efficacité de la filtration spectrale des particules et des aérosols
microbiens cultivables ont donné des résultats similaires. La comparaison de ces efficacités de
filtration pour des diametres équivalents d'aérosols particulaires et microbiens semble
cohérente. Les efficacités mesurées étaient tres proches pour tous les diamétres supérieurs a 1
pum. En dessous de 1 um, les efficacités étaient plus faibles pour les deux types d'aérosols. Il
semblerait que les efficacités de filtration des aérosols microbiens puissent étre étudiées par la
mesure directe des particules dans des conditions réelles de fonctionnement des CTA. Ces
résultats obtenus en conditions réelles sont en accord avec ceux obtenus lors d'études
précédentes en laboratoire dans des conditions contr6lées (Gonzalez et al., 2016; Miller-Leiden
et al., 1996).

5.3. Identification bactérienne et fongique

Les Tableau 3-4 et Tableau 3-5 présentent les résultats apres identification des colonies

isolées en utilisant soit la microscopie soit la technique de PCR sur colonie. Ces résultats
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doivent étre interprétés de facon qualitative et représentent les colonies le plus souvent trouvées

sur les boites de Pétri aprés impaction.

Amont filtre air neuf Aval filtre air neuf Amont filtre air extrait Aval filtre air extrait
Cladosporium Cladosporium Aspergillus Aspergillus
Penicillium Penicillium - -
Aspergillus Aspergillus - -
Sarocladium summerbellii - Sarocladium summerbellii -
Nectria pseudotrichia - Nectria pseudotrichia -

Tableau 3-4 : Identification de colonies fongiques par observations microscopiques ou PCR sur colonies

Amont filtre air neuf Aval filtre air neuf Amont filtre air extrait Aval filtre air extrait
Tsukamurella spumae - Micrococcus luteus -
Kocuria rhizophila - Aeromonas sp. -
Arthrobacter flavus - Paracoccus marinus -

Tableau 3-5 : Identification de colonies bactériennes par PCR sur colonies

En termes de genres fongiques, Cladosporium, Aspergillus et Penicillium ont été les
plus observés par microscopie optique dans les deux compartiments (Tableau 3-4). Ces
moisissures sont couramment identifiées dans les études sur la qualité de l'air intérieur
(Dallongeville et al., 2015). D'autres especes fongiques ont été identifiees dans l'air neuf
insufflé vers les bureaux. Ces especes ont probablement été transportées dans l'air a partir de
plantes ou de débris végétaux, car elles sont souvent associées aux interactions plantes-

microorganismes.

Micrococcus luteus est une espéce bactérienne présente dans le microbiote de la peau
humaine (Kloos & Musselwhite, 1975). Ce résultat concorde avec la littérature car ces bactéries
sont probablement liées aux activités humaines dans les bureaux. Tsukamurella spumae est une
actinomycete isolé de la mousse des stations de boues activées (Nam et al., 2003). Kocuria
rhizophila est une actinobactérie isolée du rhizoplane d'une quenouille a feuilles étroites
(Kovacs et al., 1999). Le batiment est situé prés de la riviere Erdre et de zones humides, ou ce
type de plante est souvent présent. Arthrobacter flavus est une bactérie psychrophile isolée d'un
échantillon de tapis de cyanobactéries provenant d'un étang en Antarctique (Reddy et al., 2000).
Les bactéries Aeromonas sp. et Paracoccus marinus sont fréqguemment trouvées dans les
environnements aquatiques. Leur presence peut également s'expliquer par la proximité de la
riviere Erdre (Khan et al., 2008; Parker & Shaw, 2011).
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5.4. Analyse des filtres des cassettes de filtration

La méthodologie d’analyse par cassettes de filtration a été réalisée en suivant le
protocole décrit dans le chapitre 2 sur les mémes périodes d’échantillonnages que les
préléevements par impaction. Les filtres analysés par gPCR et RTgPCR n’ont révélé aucun
résultat positif.

La filtration sur cassette filtrante en amont et en aval des filtres des deux compartiments
n’a pas été¢ une technique fiable pour échantillonner les aérosols bactériens et fongiques. Les

limites de la technique proviennent peut-étre de la durée d’échantillonnage.

6. Conclusions

Les conditions climatiques mesurées (température et humidité relative) de l'air neuf
suivent un schéma saisonnier classique. Celles de l'air extrait des bureaux fluctuent moins car

la CTA permet de maintenir des conditions climatiques confortables pour les occupants.

Les pertes de charge des deux filtres a poches installés dans les compartiments d'air neuf
et d'air extrait de la centrale de traitement d'air suivent un profil classique sur les 13 mois. Au
cours des premiers mois, la perte de charge est stable avec un colmatage profond du média

filtrant, puis elle augmente avec le colmatage de la surface du filtre.

Les efficacités totales de filtration particulaire et microbiologique sont restées

quasiment stables au cours de I'étude.

Les efficacités de collecte fractionnées des particules et des microorganismes ont
également été quantifiées sur 12 mois. Notre étude a démontré que les efficacités de filtration
des particules et des aérosols microbiens cultivables d'un diamétre aérodynamique supérieur a
1 um étaient comparables. La mesure directe de I'efficacité de filtration des particules pourrait
étre un bon indicateur de I'efficacité de filtration des aérosols microbiens cultivables. Ces
résultats obtenus dans des conditions réalistes sont cohérents avec les études précédentes

réalisées dans des conditions contrélées.

Des investigations complémentaires pourront étre menees pour établir une relation entre
les efficacités de filtration des particules (mesures directes plus faciles a mettre en ceuvre) et de

filtration microbienne (qui nécessitent un protocole plus complexe).

99



Chapitre 4 : Campagne de prélevement
sur les filtresde la CTA
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1. Introduction

Ce chapitre présente en introduction les mesures de caractérisation d’aérosols
microbiens dans 1’air ambiant de pieces ou I’air est traité par la CTA Bureaux, puis les résultats
obtenus avec [’utilisation de la méthodologie d’analyse microbiologique de 1’air intérieur via
I’échantillonnage de coupon de média filtrant sur les filtres d’extraction d’une CTA. L’objectif
est d’identifier et de quantifier les contaminants microbiens présents dans 1’air intérieur de
bureaux. La méthodologie met en ceuvre des coupons de média filtrant prélevés périodiquement
sur les filtres et analysés par méthodes culturales et moléculaires. La méthodologie est détaillée
dans le Chapitre 2.

2. Caractérisation des aérosols microbiens par échantillonnage

dans I’air intérieur et analyses culturales et génomiques

2.1. Description de I’étude

Des analyses dans 1’air ambiant ont été effectuées dans deux piéces du batiment, situées
au rez-de-chaussée haut et au rez-de-jardin bas, dans lesquelles I’air est renouvelé par la CTA
Bureaux étudiée. La piéce du rez-de-chaussée haut est une salle destinée a 1’utilisation d’un
photocopieur, avec un petit espace détente attenant a une bibliothéque (Figure 4-1). On y

retrouve également des plantes vertes.

Figure 4-1 : Photographies de la salle du rez-de-chaussée du batiment J avec les impacteurs Andersen installés
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Figure 4-2 : Photographies de la salle du rez-de-jardin du batiment J avec les impacteurs Andersen installés.

La salle du rez-de-jardin bas présenté dans la Figure 4-2 est une salle de convivialité
avec un canape, des sieges, une machine a café. On observe des plantes vertes dans cette salle

et les fenétres sont parfois ouvertes, donnant sur une cour intérieure avec un petit jardin.

Les préléevements et analyses ont été réalisés deux fois pendant la campagne, une
premiére fois au début en février 2021 et a la fin en février 2022. Des échantillonnages ont été
meneés (i) avec des impacteurs Andersen (6 étages) et avec 5 milieux de culture différents et (ii)
avec des cassettes de filtration, dans le but de caractériser la concentration en aérosols

microbiens par le biais d’analyses par culture et génomique respectivement.
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2.2. Prélévement des aérosols microbiens dans 1’air par impacteur Andersen et

analyse culturale
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Figure 4-4 : Concentrations en aerosols microbiens cultivables dans les deux salles du batiment J prélevés par
impaction sur milieux gélosés (impacteurs Andersen). Prélévements en février 2022. N=1 + 7%

La Figure 4-3 et la Figure 4-4 présentent les résultats en UFC/m® mesurés dans 1’air
ambiant des deux salles du batiment J traitée par la CTA 01 sélectionnées pour cette étude. En
février 2021, les concentrations en aérosols microbiens cultivables étaient d’environ 102
UFC/m? pour les milieux bactériens LB et R2A, ainsi que pour les milieux fongiques MEA,
DRBC et DG18. Hormis pour le milieu DRBC dans la salle du rez-de-chaussée, une réponse
inférieure a été mesurée. Le milieux DRBC n’a pas été utilisé pour le prélévement du mois de
février 2022 car il semble €tre trop contraignant (pression de sélection) pour la croissance d’une
flore fongique diversifiée et donne des réponses plus faibles en termes d’UFC. Les
concentrations pour les prélévements de février 2022 étaient d’environ 10> UFC/m3 pour les
milieux favorisant la croissance des moisissures, et inférieures & 103 UFC/m3 pour les milieux
favorisant la croissance des bactéries. Les résultats different légerement selon le lieu de
prélévement pour une période donnée, en I’occurrence la piéce du rez-de-chaussée ou celle au
niveau inférieur au rez-de-jardin. Il est évident que ces différences de concentration mesurées
peuvent étre liées a I’activité et aux conditions environnementales au moment du prélévement.
Par exemple une pause réalisée par les occupants juste avant le prélevement dans la salle de

convivialite du rez-de-jardin, ou alors des fenétres ouvertes pour aérer la piéce de la
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photocopieuse au rez-de-chaussée peuvent affecter le résultat. Ces variations correspondent a

la vie et une utilisation classique du batiment.
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Figure 4-5 : Résultats par impaction Andersen dans le batiment et dans les gaines en amont du compartiment
d’extraction Feévrier 2021 a gauche et Février 2022 a droite

La Figure 4-5 présente une comparaison des résultats par impaction dans la gaine en
amont du compartiment d’extraction de la CTA et des prélévements dans deux pic¢ces du
batiment. Les concentrations sont du méme ordre de grandeur dans les deux environnements

avec au maximum -1 log d’écart pour les prélévements dans la gaine.

2.3. Prélevement des aérosols microbiens dans 1’air par cassette filtrante et analyse

génomique

Des prélevements sur cassettes filtrantes avec des filtres en fibres de verre et une pompe
réglée a un débit de 12,5 L/min pendant 6h, ont été réalisés dans les deux mémes pieces en
début de campagne de prélevement et a la fin pour des analyses génomiques. Ces filtres ont été
conservés a -20°C puis extraits et analysés en suivant le protocole décrit dans le Chapitre 2. Les
analyses par gPCR avec des amorces ciblant les bactéries et les moisissures, ainsi que par
RTQPCR avec des amorces ciblant des virus respiratoires, n’ont révélé aucun résultat positif.
Les quantités d’ADN et d’ARN captées ¢€taient en dessous des limites de quantification des

protocoles.

2.4. Conclusions

Les temps de prélévement avec les impacteurs Andersen ou la sensibilité et le protocole
des cassettes de filtration ne sont peut-&tre pas les mieux adaptés pour appréhender la
contamination microbiologique de 1’air intérieur par les bactéries, les moisissures et les virus.

Ces résultats confirment I’intérét de disposer d’un nouveau protocole d’échantillonnage de la
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contamination microbienne présente dans les bureaux, en particulier lorsque des analyses

génomiques de type gPCR ou RTqPCR sont mises en ceuvre.

L’équipe de recherche a donc proposé d’utiliser les filtres présents dans la CTA comme
¢échantillonneurs de 1’air extrait des bureaux. En effet, ces filtres accumulent sur une grande
période de temps, de 1’ordre de plusieurs mois, les aérosols microbiens présents dans 1’air
intérieur des bureaux. Un protocole a été mis au point et est détaillé dans le Chapitre 2
expliquant la stratégie et la méthodologie d’analyse par I'utilisation de coupons de média

filtrant disposés en amont de la surface des filtres.

Les résultats obtenus sont présentés dans la suite de ce chapitre avec en (i) les résultats
obtenus avec les analyses par cultures microbiennes sur milieux gélosés, (ii) les résultats par
analyses de biologie moléculaire en qPCR et RT-PCR, (iii) les résultats par séquencage ADN

et (iv) une derniére partie comparative de ces différentes approches.

2.5. Prélevement des coupons et empoussierement du filtre

Les coupons de média filtrant installés sur le filtre dans le compartiment d’extraction
sont préleveés tous les mois de février 2021 a février 2022 en suivant la méthodologie précisée
dans le Chapitre 2. A chaque prélévement, le filtre d’extraction est photographié afin de suivre
visuellement son encrassement avec les particules collectées. La Figure 4-66 et la Figure 4-77
présentent des photographies du filtre au début de la campagne en mars 2021 et a la fin en
février 2022.
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Figure 4-7 : Photographies du filtre a la fin de la campagne en février 2022.
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En comparant les deux figures, le colmatage du filtre est observable entre le début et la
fin de la campagne. Visuellement, le filtre semble s’étre encrassé de fagcon uniforme, on

n’observe pas de zone plus dense.

Sur la Figure 4-7 on observe bien les zones ou les derniers coupons ont été prélevés en
accord avec la cartographie présentée dans le Chapitre 2. Cette observation corrobore les
résultats montrant qu’il y a environ 50% du flux d’air qui est dévié par la double couche de
média filtrant a ’endroit du coupon. Il est normal de retrouver un média filtrant moins encrassé
lors du prélevement du coupon. On note également sur la Figure 4-7 que les coupons en place
sont plus propres que les zones du filtres les entourant. Ceci est également cohérent avec le fait
que la présence du coupon modifie les lignes d’écoulement du fluide avec environ 50 %
d’échantillonnage de 1’air en moins a travers le coupon. A noter que les emplacements des
coupons prélevés lors des premiers mois de la campagne ne sont plus discernables car

I’encrassement du filtre a « comblé » la surface protégée du filtre en dessous du coupon.

La pesée des coupons prélevés peut également étre utilisée afin de suivre 1’avancement
du colmatage du filtre en fonction des aérosols captés dans le média filtrant. Les résultats sont
présentés dans la Figure 4-8.
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Figure 4-8 : Evolution de la masse moyenne de la poussiére collectée par les trois coupons prélevés chaque
mois durant la campagne. Les barres d’erreurs correspondent a I’écart-type des mesures (N=3 pour Fev21 a
Fev22 et N=6 pour Fev22 filtre).
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Figure 4-9 : Graphique représentant la perte de charge associée a la masse de poussiére collectée sur le coupon
(perte de charge de la journée précédant le jour de collecte).

Les coupons prélevés sont pesés avant de mettre en place le protocole d’extraction. Ils
sont pesés dans des pots en plastique qui ont préalablement été pesés avec et sans le coupon
avant d’étre fixés sur le filtre. La masse de poussic¢re captée est déterminée en faisant la
moyenne des trois coupons pesés, 1’écart-type est calculé sur ces trois mesures. Comme attendu,
les coupons témoins prélevés a la mise en place des filtres dans la CTA ne présentent pas de
variation de masse. Nous n’observons pas une accumulation constante de la masse de particules
collectées au cours des mois de prélevement. En accord avec I’augmentation linéaire de la perte
de charge des filtres (filtration en surface) observable a partir du mois d’octobre 2021 (voir
Figure 3-5), les coupons prélevés lors des 4 derniers mois présentent une quantité de poussiere
supérieure. L’encrassement du filtre est relativement homogene en observant les photographies
du filtre (Figure 4-7) mais des variations locales sont possibles, en particulier au début de la
campagne en raison des conditions geométriques de la CTA comme indiqué dans le Chapitre 2,

conduisant a une répartition non homogene du fluide.

La Figure 4-99 présente un graphique de la relation (12). La perte de charge mesurée la
veille du prélevement des coupons est exprimée en fonction de la masse de poussiere collectée
par le media filtrant. 1l semblerait que lorsque la quantité de poussiere collectée est plus
importante, la perte de charge mesurée est également supérieure. Cette observation est en
accord avec les interprétations énoncées dans le Chapitre 3 : I’augmentation de la perte de
charge sur les derniers mois de mesure est liée a un colmatage en surface du filtre avec la

formation d’un gateau de particule. Cette étape de colmatage est normalement associée a une
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augmentation de I’efficacité de filtration du filtre et cela peut également expliquer la plus grande

quantité de poussiére collectée.

APfijtre extraction = f(masse de poussiére collectée) (12)

Les masses de poussiéres mesurées sont naturellement tres faibles en accord avec une
charge en particules globalement faible dans 1’air intérieur des bureaux extrait. Les coupons ne
sont pas étuvés avant d’étre pesés. Le passage en étuve permettrait de soustraire la masse d’eau
du coupon liée a la I’humidité de 1’air extrait des bureaux. Mais ce passage pourrait affecter les

résultats des analyses microbiologiques, il n’a donc pas été retenu.

3. Résultats des analyses par croissances microbiennes

3.1. Concentration en microorganismes cultivables

Les coupons échantillonnés sont analysés au laboratoire et traités avec le protocole

détaillé dans le Chapitre 2.

1.00E+04 -

1.00E+03 -

UFC/cm? de filtre

1.00E+02 -

Figure 4-10 : Evolution des concentrations en microorganismes cultivables par surface de coupon en UFC/cm?
extraits des coupons au cours de la campagne, extraction avec une solution de MgSO4 (0,01M).
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Figure 4-11 : Evolution des concentrations en microorganismes cultivables par surface de coupon en UFC/cm?
extraits des coupons au cours de la campagne, extraction avec une solution de MgSO4 (0,01M) + Tween 20
(0,25%).

En comparant les différents résultats, il n’y a pas de différence significative de
croissance sur les différents milieux que ce soit pour les bactéries ou pour les moisissures. Le
nombre d’UFC/cm? compté n’évolue que faiblement pour les premiers mois de prélevement,
avec au minimum 9,2.10' UFC/cm? pour atteindre un maximum 9,6.10% UFC/cm2 en fin de
campagne. Les résultats sont cohérents avec ceux de Gonzalez H., 2014 qui a mesuré apres 6
mois d’étude sur un filtre G4 sur une CTA d’un immeuble de bureaux en région périurbaine
nantaise, des valeurs comprises entre 9,3.10% et 1,2.10° UFC/cm? en utilisant la méme
méthodologie de coupons. Apres ces 13 mois de campagne, il semble que les niveaux
d’UFC/cm? sont stables au cours de toute I’étude. Ces résultats n’étaient pas attendus car avec
I’accumulation des aérosols par le média filtrant, il était envisageable d’observer une
augmentation progressive des UFC/cm? au fur et a mesure des mois de prélevement.
Notamment avec les spores fongiques ou bactériennes qui possedent des capacités de survie en
état de dormance malgré les conditions environnementales difficiles comme la dessication par

exemple.

Il est important de noter que la flore microbienne cultivable représente une faible
fraction de 1’ensemble des microorganismes présents dans 1’environnement (Nichols et al.,
2010). Les coupons ne présentent que seulement une partie de la flore cultivable en condition

de laboratoire. Une hypothése est que les niveaux d’UFC/cm? mesurés peuvent étre liés a un
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niveau basal de contamination par des especes cultivables. Et qu’une autre part des
microorganismes non-cultivables peut fluctuer a des niveaux supérieurs mais invisibles par
méthodes culturales. Une analyse en biologie moléculaire avec des amorces non-spécifiques

par gPCR pourrait apporter une réponse a cette hypothése.

Les résultats obtenus avec les coupons préleveés a la fin de la campagne en février 2022
sont comparés aux résultats obtenus a partir des échantillons de média filtrant découpés sur le
filtre a co6té de la position des derniers coupons prélevés. Une plus grande quantité d’UFC/cm?
a été mesurée sur I’échantillon de filtre (environ 1,5.10% et 10* UFC/cm?) comparé aux UFC/cm?
des coupons. On retrouve encore 1’effet double épaisseur de média par le biais du coupon de
média filtrant fixé a la surface du filtre, et la déviation des lignes d’écoulement du flux d’air

avec une perte d’environ 50% du flux d’air.

Les milieux favorisant la croissance des bactéries ne posseédent pas d’inhibiteur de
croissance de moisissure. Par contre les milieux DG18 et DRBC, favorisant la croissance des
moisissures, possédent un antibiotique a spectre large inhibant la croissance des bactéries. Les
dynamiques étant semblables en comparant les milieux favorisant la croissance des bactéries et
les milieux favorisant la croissance des moisissures, on observe que les comptages des boites
LB et R2A prennent en compte les colonies de moisissures en plus des colonies bactériennes.
Par exemple, il était difficile de dissocier certaines colonies telles que les levures et les colonies
bactériennes. De plus la croissance tres rapide de certaines espéces fongiques et
I’envahissement des géloses par le mycélium pouvait rendre difficile la lecture de certaines
boites. Des colonies bactériennes ont également pu étre masquées par le mycélium débordant.
Des mécanismes de compétition entre les différents genres bactériens ou fongiques peuvent
également géner la lecture. 1l est envisageable que des moisissures ayant produit des molécules
antibiotiques ont pu inhiber la croissance de bactéries pourtant bien présentes dans le média
filtrant. De cette facon, les comptages ont peut-étre lissé les différences de croissances
observables entre les deux types de milieux. Cela peut expliquer les mémes dynamiques
observées, indépendamment des variations de concentrations en aérosols bactériens ou

fongiques de I’air extrait des bureaux.

En comparant les résultats des extractions avec et sans Tween 20, on observe une
quantité supérieure d’UFC par cm? de filtre avec la solution contenant du Tween 20. Il semble
que son réle de tensioactif permet de mieux extraire les microorganismes du coupon, et ce pour

les 5 différents milieux. Cette observation est valable pour les milieux favorisant la croissance
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fongique et ceux favorisant la croissance bactérienne. Les molécules tensio-actives permettent
d’extraire plus facilement les particules captées dans le média filtrant, sans modifier 1’efficacité

d’extraction des aérosols bactériens ou fongiques.

3.2. Comparaisons des microorganismes cultivables prélevés sur le filtre et en

amont dans la gaine d’extraction

Afin de mieux comprendre I’évolution des concentrations en UFC/cm? mesurées par
I’extraction des coupons, il était intéressant de prendre en compte la charge en aérosols
microbiens qui est aéroporté par I’air extrait des bureaux. Pour cela les résultats des mesures

par impaction dans la gaine d’extraction en amont du compartiment sont comparés.

Cette analyse est menée en comparant les tendances de ces deux variables car il est
difficile de faire directement correspondre les données en UFC/cm?2 de filtre a celles données
par les impacteurs en UFC/m®. En utilisant cette 1’équation (13), les données en ont été
converties. Et le Tableau 4-1 présente les résultats des UFC/m® mesurés sur les coupons et la

comparaison avec ceux mesurés directement dans la gaine par impaction.

Nombre UFC.m™? X Surface filtre (m?)

Concentrationyrc/ms = Débit (m3. h-1) X Temps (k) (13)
Mai 21 Fév. 22 filtre
Coupon Gaine Coupon Gaine
LB 3,11E+00 | 2,26E+02 | 7,58E+00 | 9,54E+01
R2A 4,38E+00 | 3,75E+02 | 7,78E+00 | 1,13E+02
MEA 3,56E+00 | 3,04E+02 | 1,24E+01 | 7,77E+01
DG18 4,14E+00 | 8,83E+01 | 1,03E+01 | 6,36E+01

Tableau 4-1 : Comparaison des données UFC/m3 mesurés dans les gaine et par coupon.

Les données d’UFC/cm? pour les extractions avec Tween 20 pour les mois de Mai 2021
a Octobre 2021 semblent stables et oscillent autour des 5,0.102 et 1,0.10% UFC/cm? de filtre.
L’air extrait des bureaux possede une charge en aérosols microbiens cultivables d’environ

1,0.102 UFC/m?® pour les milieux favorisant la croissance des moisissures et environ 5,0.102
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UFC/m3 pour les milieux favorisant la croissance des bactéries. D’une manicre générale, les
variations dans les données de ces deux prélévements sont faibles. Cela pourrait expliquer le
fait de mesurer des concentrations stables en UFC/cm? sur le filtre. On peut expliquer cela car
les concentrations en aérosols microbiens de I’air extrait sont stables dans les gaines. Cette
interprétation est valable seulement s’il n’y pas du tout d’accumulation de microorganismes sur

le filtre.

En comparant les données converties des coupons et les données mesurées dans la gaine
en UFC/m?® (Tableau 4-1), on observe des résultats plus faibles d’un ou deux log avec le
prélevement par coupon pour le mois de Mai 2021. Avec le filtre préleve en fin de campagne
(Fev22 filtre) on observe également cette différence, avec plus d”UFC/m? par prélévement par
impaction. Plusieurs hypothéses peuvent expliquer cet abattement. Pour le mois de Mai 2021,
I’échantillonnage par coupon est toujours limité par la double épaisseur de média filtrant et la
diminution du flux d’air. Globalement le filtre n’est pas efficace a 60 % pour les ePM1, il est
alors probable qu’une partie des aérosols microbiens ne soient pas collectés. La méthodologie
d’extraction liquide des coupons n’a pas un rendement de 100 % également. Enfin, tout comme
I’impaction directe sur gélose, I’impaction et la survie sur le média filtrant des bactéries et

moisissures peut expliquer ces différences.

Afin de comparer ces données il est important de prendre en compte plusieurs biais liés
a ces techniques. Pour ’extraction des coupons, il est possible que I’étape d’extraction en
solution puisse causer un stress (agitation, changement d’environnement de 1’air a 1’eau) et que
le rendement d’extraction suivant les espéces n’est pas de 100 %. La technique utilisant les
collecteurs Andersen peut également étre stressante pour les microorganismes car 1’impaction
directe sur la gélose peut générer un stress et diminuer la quantité de microorganismes

cultivables observables aprés incubation.

3.3. Identification des genres

Les genres Aspergillus, Cladosporium et Penicillium ont été observés le plus
fréguemment par microscopie optique, et les genres Engyodontium, Sarocladium, Nectria et
Ascochyta, ont été identifiés par PCR. Aspergillus, Cladosporium et Penicillium sont les genres
majoritairement retrouvés dans les analyses d’air intérieur (Luhung et al., 2017; Sautour et al.,
2009; Shelton et al., 2002). Les analyses par PCR des colonies bactériennes ont permis

notamment d’identifier Microccocus luteus, Parracoccus sp., Rhodococcus sp. et Aeromonas
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sp. Le genre Microccocus est également couramment retrouvé dans 1’air intérieur, faisant partie

du microbiome cutané humain (Kooken et al., 2012; Luhung et al., 2018).

Les genres et espéces qui ont été identifiés sur les boites de Pétri a partir des extractions
des coupons ont également été retrouvés sur les boites de Pétri des prélevements par impaction
dans la gaine d’extraction en amont du compartiment. Les genres fongiques Aspergillus et
Penicillium ont été observés sur les deux types de préléevement, ainsi que des colonies

bactériennes du genre Micrococcus ont été identifiées par PCR sur colonie.
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4. Analyses par biologie moléculaire

Les résultats présentés dans cette partie sont organisés de la fagcon suivante. Une
premiere partie est dédiée aux résultats par qPCR et RTgPCR. Puis une seconde partie présente
les résultats obtenus a 1’issue des séquencgages du géne 16S pour les bactéries et de la région
ITS pour les moisissures a partir des extraits d’ADN des coupons prélevés. L’ensemble des

méthodologies employées pour I’obtention de ces résultats est présenté dans le Chapitre 2.

4.1. Concentration en ADN total sur les coupons et le filtre

Les résultats des extractions d’ADN des coupons sont présentés dans la Figure 4-122.
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Figure 4-12 : Résultats des extractions d’ADN des coupons. Incertitude non représentée de + 2 ng/jL, données
fournisseur, soit 64 ng/cm? aprés conversion.

Les résultats présentés dans la Figure 4-12 proviennent d’un échantillon de filtre de 3,15
cm2 correspondant a ¥4 de coupon (protocole détaillé dans le Chapitre 2). Le coupon entier n’a
pas été extrait car la premiere étape du protocole d’extraction ne permet pas d’utiliser I’entiéreté
du coupon. Le média filtrant étant épais, il absorbe toute la solution de lyse et 1’action des billes
pour 1’étape de bead beating est totalement inefficace. Aprés cette étape de lyse et 1’élution,
trés peu de solution était récupérable. Pour augmenter la surface de contact avec le coupon et

la solution de lyse, il a été décidé de ne prendre qu’un quart du coupon et de séparer les
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différentes parties de média filtrant pour exposer les fibres a la solution de lyse. Cette étape a
mis en exergue une piste d’amélioration importante qui est de trouver et d’optimiser un
protocole d’extraction des acides nucléiques a partir de ce type d’échantillon complexe. Car il

n’existe pas de kit d’extraction d’ADN/ARN prét a utiliser pour des medias fibreux.

Apreés extraction nous observons des concentrations en ADN inférieures a 10 ng/uL
apres lecture au Nanodrop. Il faut noter que lorsque les concentrations mesurées par le
Nanodrop sont faibles (<10 ng/pL) les valeurs affichées ne sont pas précises et il est nécessaire
de les analyser avec précaution. Cependant il semblerait que les concentrations soient
supérieures a la fin de la campagne. L’échantillon Filtre Fev22 correspond au média prélevé
directement sur le filtre en fin de vie. L’analyse par culture a permis d’observer une plus grande
quantité de microorganismes cultivables par rapport au dernier coupon prélevé. En revanche,
les résultats révelent que la quantité d’ADN de 1’échantillon de filtre en fin de campagne n’est
pas supérieure a celle du dernier coupon. 1l est possible que les particules piégées dans le média
interférent en diminuant I’efficacité de 1’extraction des acides nucléiques. Cette lecture est
également appuyée par le fait que le coupon To prélevé avant la mise en place du filtre dans la
CTA dont la charge microbiologique est donc uniquement liée a la manipulation et au stockage
du média, présente une quantit¢ d’ADN extrait supérieure aux coupons qui ont été dans le flux
d’air. Les particules collectées sur les filtres pourraient donc influer sur I’extraction des acides

nucléiques.

Les quantités d’ADN extraits sont comparables aux résultats de la littérature. Les
résultats d’une étude a Singapour étaient de 1,1 a 41 ng/cm? de filtres prélevés dans neuf CTA
d’une Université (Luhung et al., 2017). Les filtres sont classés MERV-8 et les échantillons

extraits font environ 10 cm? dans 1’étude de Luhung.

4.1.1 Analyses bactériennes et fongiques en équivalent UFC/cm?

Les extraits d’ADN ont été analysés par qPCR avec des amorces dessinées pour détecter

et quantifier des cibles bactériennes et fongiques retrouvées classiquement dans I’air intérieur.
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Figure 4-13 : Résultats des gPCR avec les amorces fongiques

La Figure 4-13 présente les résultats obtenus pour les cibles fongiques Aspergillus niger,
Cladosporium cladosporioides et Penicillium chrysogenum. Les cibles bactériennes P.
aeruginosa et S. aureus n’ont pas été détectées en qPCR. Tous les résultats étaient négatifs et
inférieurs aux limites de quantification. Les données sont présentées en équivalent UFC/cm?
alors qu’il s’agit bien d’une technique de biologie moléculaire sans culture. Pour obtenir cette
équivalence, des gammes de concentration connues en microorganismes ont été réalisées
(nombre de spores déterminé par comptage au microscope pour les spores et comptage d’UFC
pour les cibles bactériennes). Ces gammes ont ensuite été utilisées pour réaliser des extractions
d’ADN. Ces extraits d’ADN ont ensuite été quantifiés par gPCR. Le nombre de copies de géne
mesuré a ensuite été rapporté au nombre d’UFC quantifi¢ dans les gammes de concentration de
chaque cible. Les résultats des échantillons de filtre ont alors été divisés par la surface de filtre

des coupons ou I’ADN a été extrait.

Les cibles fongiques n’ont pas été détectées sur les premiers mois de la campagne de
prélevement. Puis les concentrations de moisissures en équivalents UFC/cm? de filtre ont
augmenté jusqu’a un plateau aux environs des 5.10* UFC/cm? pour C. cladosporioides et 10°
UFC/cm? pour A. niger. Pour ces deux amorces il y a une augmentation d’environ un log quand

on compare les résultats des coupons a ceux de 1’échantillon de filtre prélevé a la fin de la
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campagne. Cela est en accord avec les observations faites sur 1’influence de la double épaisseur

de média filtrant et les résultats obtenus en culture.

Pour chaque amorce, les extractions réalisées sur le coupon témoin To ont produit des
résultats négatifs, les résultats étaient inférieurs aux limites de quantification. Ces résultats sont
attendus, malgré le fait qu’une quantit¢ d’ADN extrait semble étre supérieure aux coupons de

la campagne de prélévement.

L’¢échantillon prélevé sur le filtre a la fin de la campagne (Filtre Fev22) est positif a
Penicillium chrysogenum avec une concentration faible de 3,32.102 équivalent UFC/cmz2. Cette
moisissure n’a pas été retrouvée dans les autres échantillons. La limite de quantification (LQ)
est de 2,24.102 équivalent UFC/cm2 pour les amorces de P. chrysogenum. Il est probable que

cette moisissure soit présente sur les autres coupons prélevés mais en quantité inférieure a la

LQ.

4.1.2 Analyses gPCR et RTqPCR des virus

Les analyses avec les cibles virales sont présentées dans le tableau de résultat suivant.

Les protocoles utilisés sont détaillés dans le Chapitre 2.

Date de prélevement Amorces avec résultat positif
Oct-21 Coronavirus OC43
Nov-21 human Adenovirus
Janv-22 human Adenovirus

Filtre Fev22 Coronavirus OC43

Tableau 4-2 : Résultats des gPCR et RTqPCR avec les cibles virales

Deux Coronavirus ont été détectés les mois d’octobre 2021 et de Février 2022. 11 est
donc possible de détecter ces virus respiratoires sur un filtre de CTA. Ces virus sont
responsables d’environ 30% des rhumes communs de 1’hiver. La période correspond en effet

au moment ou les virus respiratoires se propagent.

Deux Adénovirus ont aussi été détectés. Au mois de novembre 2021 et au mois de

janvier 2022. Cela correspond également a la circulation virale de ces virus respiratoires.
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Les autres cibles qui sont présentées dans la partie méthodologie n’ont pas montré un
signal suffisamment haut pour étre positif en gPCR. Le peu de réponse est aussi potentiellement

lié a la faible quantité d’acides nucléiques qui a été extraite des coupons.

Les prélévements réalisés sur cassette filtrante dans les gaines de la CTA et dans les

piéces du batiment du J ont tous été négatifs pour les virus respiratoires.

4.2. Analyses des résultats de séquencage

Pour la suite des résultats présentés dans cette partie, les échantillons ont été référencés

en suivant la nomenclature présentée dans le Tableau 4-3.

Coupon To G13 3
Fev 21 Gl 6
Mar 21 G2 9
Avr 21 G3 12
Mai 21 G4 15
Juil 21 G5 18
Aou 21 G6 21
Sep 21 G7 24
Oct 21 G8 27
Nov 21 G9 30
Dec 21 G10 33
Jan 22 Gl1 36
Fev22 G12 39

Fev22 filtre G14 Sacrifice du filtre

Tableau 4-3 : Présentation du nom des échantillons donnés pour les résultats de séquencgage
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faith_pd

4.2.1 Analyses des génomes bactériens

Les extraits d’ADN des coupons sont traités en suivant la méthodologie de séquencage
pour les bactéries présentée dans le Chapitre 2. Les génomes bactériens sont sequenceés sur le
géne 16S en utilisant les amorces V3-V4 (Klindworth et al., 2013).
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Figure 4-14 : Courbes de raréfaction pour le séquengage 16S

3,500 Help
== @ Select All

== @ sacrifice du fitre
=03
= Qs
2,500 =09
= @12
=015
= @13
=02
= @24
= Q27
= @3
=03
=03
= 039

3.000

o
=
=3

|

=
=)
I

1,000

500

T T T T T T T T T y
-2000 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000
Sequencing Depth

Figure 4-15 : Courbes du nombre de séquences pour le séquencage 16S

La courbe de raréfaction permet d’estimer si la profondeur de séquengage est suffisante.
La profondeur est suffisante lorsque 1’on atteint le plateau de saturation. Pour chaque
échantillon, on observe bien un plateau. La profondeur de séquengage pour les analyses des
génomes 168 est suffisante. Le nombre d’observed features (ou sequences) met en évidence la

diversité de I’échantillon. On observe que tous les échantillons de coupons se comportent de la
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méme facon. L’échantillon 39 présente une courbe différente avec un nombre de séquences
supérieur. Cet échantillon correspond au coupon To. La diversite bactérienne semble étre plus

grande sur le coupon qui n’a pas été soumis a I’air extrait des bureaux.

Echantillon Shannon_entropy | Simpson
Coupon To 10,719 0,999
Févr-21 9,847 0,998
Mars-21 9,770 0,998
Avr-21 9,703 0,998
Mai-21 9,849 0,998
Juil-21 9,340 0,997
Aoiit-21 9,677 0,998
Sept-21 9,743 0,998
Oct-21 9,828 0,998
Nov-21 9,616 0,998
Déc-21 9,963 0,998
Janv-22 9,696 0,998
Févr-22 9,590 0,998
Filtre Févr-22 9,621 0,998

Tableau 4-4 : Indices de Shannon et Simpson pour le séquencage 16S

La diversité alpha mesure le niveau de diversité a I’intérieur d’un méme échantillon.
L’objectif est d’estimer la justesse de I’échantillonnage (diversité d’espéce et/ou uniformité).
Les indices liés a la diversité alpha sont Shannon et Simpson. L’indice de Shannon permet
d’estimer la diversité des espéces au sein d’un échantillon. Il est compris entre 0 et I’infini. Il
permet d’avoir une vision globale de 1’échantillon car il met en évidence 2 aspects : le nombre

de séquences différentes et leur proportion respective. L’indice de Simpson est la probabilité
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que 2 individus tirés au hasard dans un échantillon appartiennent au méme taxon, il est compris

entre 0 et 1. Cet indice aura une valeur de 1 pour indiquer un maximum de diversité.

L’¢chantillon To présente une plus grande diversité bactérienne que les autres
échantillons. Il semble alors que la manipulation et le stockage des coupons favorisent une
grande diversité bactérienne. Une autre lecture serait que la mise en place des coupons dans le
flux d’air extrait des bureaux chargé en particules conduise a la mesure d’une diversité plus
faible. La diversité des bactéries présente sur le coupon a I’origine diminue puis fluctue au cours
du temps. Néanmoins ces variations semblent étre assez faibles en comparant les valeurs des

deux indices.
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Figure 4-16 : Heatmap (ou carte de chaleur) au niveau du phylum pour le séquengage 16S
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La Figure 4-16 présente la heatmap (ou carte de chaleur) au niveau de la famille des
bactéries. Cette figure met en avant la diversité beta qui permet de comparer les échantillons
entre eux. Elle permet de visualiser les familles bactériennes les plus représentées dans les
échantillons (couleurs plus chaudes) et de comparer les échantillons entre eux et visualiser ceux
dont la composition se rapproche le plus. Les familles en rouge orange : bacteroidetes,
cyanobacteria, archae, proteobacteria, firmicutes, actinobactéries sont celles le plus souvent
retrouvées dans I’environnement intérieur. On retrouve également des phyla moins communs

tels que les Cyanobacteria et Archaea.

L’échantillon G13 correspond au coupon To et les échantillons G1 a G12 sont les
échantillons des mois de Février 2021 a Février 2022. L’¢échantillon G14 est I’échantillon
prélevé dans le filtre a la fin de la campagne. D’une fagon générale, il y a une grande diversité

entre les genres homologues entre les différents échantillons.

On observe que les échantillons G13 et G14 sont trés eloignés et par conséquent ils
présentent une composition trés différente. Ce résultat semble cohérent car il s’agit de
prélevements réalisés au début de la campagne et du prélevement réalisé a la toute fin. Le G12

est proche du G14, car ce sont deux préléevements réalises au méme moment en Février 2022.

A contrario I’échantillon G10 est comparable a I’échantillon G1 qui sont pourtant deux
¢chantillons prélevés a 10 mois d’intervalle. On pourrait s’attendre a ce qu’ils soient différents.
Ce n’est pas le cas et cela peut étre lié a la période de I’année de prélevement. G1 au mois de
Février 2021 et G10 au mois de Décembre 2021 ont des similarités. Les conditions
environnementales liées a la saison ont potentiellement favorisé la croissance et/ou le dépét de

bactéries semblables.
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Figure 4-17 : Répartition des taxons par échantillon au niveau du genre bactérien
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La Figure 4-177 permet de représenter la proportion des 20 OTUs/taxons les plus
fréquents par échantillon. On observe que le coupon prélevé a To (G13) a un profil différent des
autres échantillons. 1l possede une plus grande proportion de Corynebacterium et de Bacillus.
Les Corynebacterium n’apparaissent plus dans cette proportion au cours de la campagne. Ce
genre bactérien peut étre associé a des bactéries du microbiome cutané humain (de Oliveira
Sant’Anna et al., 2023). La manipulation des filtres lors de la fabrication a potentiellement
contaminé le média filtrant. La fabrication, le transport et le stockage des filtres permet de

retrouver une large diversité bactérienne sur le coupon To.

Contrairement au Bacillus qui disparaissent quasiment de Février 2021 a Juillet 2021
avec un maintien d’une plus grande proportion jusqu’a Septembre 2021. Les Bacillus semble
provenir majoritairement de 1’air extérieur (Aydogdu et al., 2010). Le fait de retrouver ce genre
bactérien durant les mois de I’année les plus chauds (Juillet & Septembre 2021) peut étre 1i¢ a
I’ouverture des fenétres du batiment par le personnel. L’air extérieur entre dans le batiment par
les fenétres sans étre filtré par le compartiment d’air de la CTA. Les spores des bactéries du

genre Bacillus se sont alors retrouvées sur les coupons de média filtrant du filtre d’extraction.

En observant les données pour le genre Staphylococcus, 1’abondance relative est a
I’inverse du genre Bacillus, plus faible pendant la saison estivale de Juillet 2021 a Septembre

2021. Cela peut s’expliquer avec les congés d’été et la baisse de fréquentation du personnel
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dans le batiment. Les bactéries du genre Staphylococcus sont notamment connues pour faire
partie du microbiome cutané humain également, comme par exemple S. epidermidis (Adams &
Dancer, 2020; Zhu et al., 2023).

Ces observations sont semblables pour le genre Acinetobacter que 1’on retrouve
également associé a la flore cutanée (Doughari et al., 2011). On observe une baisse de
I’abondance relative de ce genre de Février 2021 a Juillet 2021. L’aération par les fenétres peut

également participer a diluer la concentration en aérosols de ce genre.

Pour tous les échantillons, la plus grande proportion des données correspond a des
bactéries inconnues dans la base de données. Cette observation montre qu’il est nécessaire
d’alimenter et d’étudier 1’écologie de ce type d’environnement car presque 50% des bactéries

séquencées ne sont pas référencées.

4.2.2 Analyses sequencage des moisissures

Les extraits d’ADN des coupons sont traités en suivant la méthodologie de séquencage
des moisissures présentée dans le Chapitre 2. Les génomes de moisissures en utilisant les
amorces ITS2 (White et al., 1990).
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Figure 4-18 : Courbes de raréfaction pour le séquencage ITS
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Figure 4-19 : Courbes du nombre de séquences pour le séquengage ITS
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Le nombre de séquences met en évidence la diversité de 1’échantillon. On observe que

tous les échantillons présentent des courbes plus hétérogénes que celles du séquencage 16S.

L’échantillon 39 présente une courbe différente avec un nombre de séquences inférieur aux

autres courbes. Cet échantillon correspond au coupon To.

Echantillon Shannon_entropy | Simpson
Févr-21 8,922 0,994
Mars-21 8,581 0,992
Avr-21 8,805 0,993
Mai-21 9,403 0,995
Juil-21 10,131 0,997
Aolt-21 10,128 0,997
Sept-21 10,171 0,998
Oct-21 10,127 0,998
Nov-21 10,090 0,998
Déc-21 9,796 0,997
Janv-22 9,806 0,997
Févr-22 9,643 0,997

Filtre Fev22 9,694 0,997

Figure 4-20 : Indices de Shannon et Simpson pour le séquencgage ITS
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La diversité alpha mesure le niveau de diversité a I’ intérieur d’un méme échantillon avec
les indices Shannon et Simpson. Pour le séquencage ITS on observe que ces indices sont plus
élevés de Juillet 2021 & Novembre 2021.

Les indices pour le coupon prélevé en Février 2022 et 1’échantillon du filtre sont

similaires. A noter qu’il manque dans I’analyse le coupon To du début de la campagne.
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Figure 4-21 : Heat map au niveau du phylum pour le séquencage ITS
La Figure 4-21 présente la heatmap au niveau de la famille des moisissures. Cette figure
met en avant la diversité beta qui permet de comparer les échantillons entre eux.
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Abundance

On observe que les échantillons sont plut6t regroupés par saison. Le coupon de Février
2021 est proche de celui prélevé en Février 2022 (G1 et G14). On observe environ la méme

distance entre le coupon final G12 et I’échantillon prélevé dans le filtre G14.

Les phyla Basidiomycota et Ascomycota tres fréquents et sont également retrouvés
majoritairement dans le mycobiome de bureaux (Green et al., 2017). La proximité directe avec
des foréts aux alentours du batiment peut expliquer 1’observation de ces phyla dans les résultats.
On peut également noter que le phylum des Basidiomycota lié a la dispersion des spores des
champignons. Et le phylum des Ascomycota est également associé aux lichens en lien avec des
relations symbiotiques avec des cyanobactéries, cyanobactéries également détectées dans

I’analyse 16S.
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Figure 4-22 : Répartition des taxons par échantillon au niveau du genre de fungi

La Figure 4-22 permet de représenter pour chaque échantillon la proportion des 20
OTUs/taxons les plus fréquents. On observe que le coupon prélevé a To (G13) présente un profil

différent des autres échantillons.

Comme pour le séquencage 16S, la plus grande abondance relative représente les
moisissures non identifiées dans la base de données. Cela montre également la nécessité
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d’approfondir les bases de données en découvrant de nouveaux genres dans ce type

d’environnement.

Le genre Cladosporium est trés représenté dans le coupon To, comparativement aux
autres échantillons. Son abondance relative est en augmentation de Mai 2021 & Septembre 2021.
Cette augmentation peut étre liée a une plus grande quantité d’aérosols dans 1’air extérieur avec
des éléments de végétaux pouvant aéroporter ces moisissures. Les fenétres du batiment étant
plus souvent ouvertes permettent également de faire entrer dans le batiment ces aérosols
fongiques. Il ne faut pas également exclure la survie et la potentielle croissance de moisissures

sur les filtres de la CTA en fonction des conditions environnementales.

Le genre Daedaleopsis regroupe des champignons basidiomyceétes. Il semble que ces
champignons apparaissent seulement de décembre a mai. Ils sont associés a la présence d’arbres

car on les retrouve sur les plantes a I’extérieur.

Le genre Penicillium, fréguent en environnement intérieur est représenté avec une
abondance relative équivalente parmi les différents échantillons. Les genres Aspergillus,
Cladosporium et Penicillium sont observés dans les différents échantillons. Ils ont également

été retrouvé avec les analyses par culture sur boite.

Le genre Xylodon est retrouveé dans tous les échantillons sauf le G13. Ce basidiomyceéte
n’est pas présent sur le filtre To. Son abondance relative semble étre plus élevée avec les
échantillons G5 a G10 qui correspondent aux échantillons prélevés pendant la saison estivale
et I’automne. Ces champignons sont couramment observés lors de la décomposition de bois et
notamment la décomposition de bambou (Riebesehl et al., 2019). Le batiment est situé a
proximité de bois et on peut également noter la présence d’un bosquet de bambou a 50m des

bureaux.

5. Comparaison des difféerentes méthodes et conclusions

Une méthodologie permettant d’analyser la qualité microbiologique (bactérienne,
fongique et virale) de I’air intérieur de bureaux basée sur I’utilisation de coupons de média
filtrant fixés sur les filtres d’extraction de CTA a été testée en conditions réelles pendant 13

mois.

L’analyse des coupons prélevés indique que la contamination microbiologique des

filtres semble stable au cours de la campagne de prélevement. L’utilisation d’un tensioactif dans
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la solution d’extraction permet d’améliorer la récupération des microorganismes. Les genres

Aspergillus, Cladosporium et Penicillium sont les plus représentés.
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Figure 4-23 : Diagramme de parité avec UFC/cm? mesuré par extraction Tween 20 sur DG18 et en abscisse les
équivalents UFC/cm2 de C. cladosporioides

Pour compléter les analyses par cultures, des manipulations de biologie moléculaire ont
été effectuées. Des PCR quantitative ont été réalisées avec des amorces ciblant 3 espéces
fongiques : Aspergillus niger, Cladosporium cladosporioides et Penicillium chrysogenum ; et
deux especes bactériennes : Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. Les résultats
pour les cibles fongiques sont comparables avec les résultats par cultures. Avec ces deux
méthodologies, les quantités de microorganismes mesurées sont restées stables au cours de la
campagne de prélévement. En comparant 1’évolution des UFC/cm?2 quantifié par extraction
Tween 20 des coupons, aux équivalents UFC/cm2 des cibles fongiques comme C.
cladosporioides, on observe une tendance a atteindre un plateau et une stabilisation dés les
premiers mois d’études. La Figure 4-23 montre un diagramme de parité entre les données
UFC/cm? des extraction Tween 20 des coupons, aux données équivalents UFC/cm? pour les
gPCR avec C. cladosporioides. On observe que les différents points sont groupés et comme

précédemment indiqué, les concentrations sont plus élevées pour les données qPCR.

Cependant en comparant stricto sensu les données par méthodes culturales et par gPCR,
les concentrations relevées par qPCR sont plus élevées malgré la spécificité des amorces. On
peut expliquer ces différences avec plusieurs hypothéses. Les données de gPCR sont exprimées
en équivalent UFC/cm?, il y a donc une approximation liée a la méthode d’étalonnage pour

exprimer cette équivalence. En conditions de laboratoire, les microorganismes sont dans des
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conditions optimales de croissance. Dans un environnement naturel, les différents stress que
subissent ces bactéries ou moisissures, en etat végetatif non sporulé, peuvent influer sur
I’organisation et I’expression des génomes (Simonsen, 2022). 1l faut alors étre prudent lors de
la comparaison du comptage d’UFC sur boite de Petri et les résultats de qPCR basés sur le
nombre de copies d’un geéne cible dans un échantillon. Dans le premier cas on compte
directement le microorganisme en question, et dans le deuxiéme cas c’est la présence du geéne

qui permet de quantifier le microorganisme.

Les deux techniques ont montré que les quantités de bactéries et moisissures présentes
et collectées sur le filtre sont stable au cours de la campagne de préléevement. Ce point est
intéressant car il permet d’appuyer cette observation pour 1’une et ’autre des techniques. Car
on pouvait imaginer que cette stabilisation via le comptage UFC était peut-étre liée a un biais

de la technique par étalement a cause des colonies de moisissures envahissantes.

De plus, les limites de quantification déterminées par les gammes d’étalonnage des
amorces qPCR étaient assez hautes en termes d’équivalent UFC/cm?. La sensibilité de la
technique est moindre par gPCR a titre de comparaison avec la méthode par croissance sur
boite. Mais les amorces étaient specifiques, il y a donc une grande spécificité avec cette méthode
par gPCR. Il est également possible de réaliser des gPCR avec des amorces universelles pour

bactéries ou moisissures.

La méthode par séquengage permet d’investiguer en profondeur la diversité
microbienne présente sur les coupons. Cependant les bases de données utilisées ne sont pas
totalement exhaustives car beaucoup de genres ou d’espéces restent inconnues ou pas assez

décrites.

En revanche, il n’est pas possible d’avoir un aspect quantitatif avec cette méthode. On
peut seulement discuter autour des abondances relatives entre les différents taxons que I’on

compare.
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Chapitre 5 : Conclusions — Perspectives
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Ces travaux de thése ont permis (i) de mieux appréhender les performances de filtration de
filtres de CTA concernant les efficacités de filtration particulaire et microbienne sur la durée de
vie d’un filtre en conditions réelles d’utilisation, et (ii) de mettre en place une stratégie nouvelle
d’échantillonnage de la QAI en utilisant les filtres de la CTA. La nouveauté apportée par ces
travaux est d’une part d’avoir pu étudier sur 13 mois I’évolution des conditions d’opération du
filtre, les performances de filtration et d’analyser les microorganismes collectés par le média
filtrant. L ’originalité est aussi d’avoir travaillé¢ avec des échantillons en conditions réelles de la
vie d’un batiment et au grés des activités des occupants. Les deux principaux objectifs fixés

étaient :

- Caractériser la CTA, les filtres et leurs performances de filtration particulaire et
microbienne et les conditions climatiques.

- Développer une méthode d’échantillonnage par coupon de média filtrant a la surface
des filtres d’extraction de la CTA pour analyser la contamination microbiologique de

[’air intérieur.

Afin de mener a bien ces travaux et répondre a ces objectifs, un état de 1’art des précédents
travaux réalisés dans le domaine de la QAI a été mené. Une attention particuliére a été portee
sur les différents types de collecteurs disponibles afin de determiner les avantages et les
inconvénients de chaque échantillonneur. Cette revue a été utile pour sélectionner les
collecteurs de référence qui ont été utilisés au cours de la campagne de mesure mise en ceuvre.
Un travail sur les différentes techniques d’extraction de microorganismes collectés sur un filtre
a permis d’optimiser un mode opératoire pour répondre aux problématiques liées aux matrices
complexes. De plus, I’analyse de différentes publications et des échanges avec des fabricants
de Kits pour la biologie moléculaire ont également été effectués afin de mettre au point le
protocole d’analyse des virus respiratoires par qPCR a 1’aide d’un kit utilisé dans la recherche
clinique. Les différentes études réalisées sur des CTA pour analyser la QAI ont été prises en

considération et ont permis de discuter une partie des résultats obtenus durant ces travaux.

Une attention particuliere a été portée sur la partie matériels et la construction des
méthodologies durant cette étude. La méthodologie d’échantillonnage par coupon avait
auparavant été développée et testée lors de précédentes études du laboratoire GEPEA. Cette
approche a néanmoins été modifiée et adaptée pour étre utilisée dans les filtres a 4 poches utilisé
dans la CTA Bureaux du batiment d’IMT Atlantique étudié. Pour cela, le média filtrant a été

caractérisé au laboratoire avec des tests de perméabilité et observations par microscopie
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¢lectronique a balayage. La technique d’échantillonnage par coupon impliquant une
modification physique du filtre en rajoutant une surépaisseur de média filtrant a été étudiée pour
mieux connaitre le comportement du flux d’air a travers et autour de ce coupon. La perte de
charge a été étudiée a 1’échelle du laboratoire sur un banc test, mais aussi a 1I’échelle réelle dans
la CTA et elle s’est avérée identique, sans impact de la double épaisseur de média filtrant sur
le différentiel de pression en amont et aval du filtre. Des tests avec un traceur particulaire
(fluorescéine) pour comprendre le comportement du flux d’air ont ét€ menés au laboratoire dans
des conditions controlées et dans la CTA réelle. Dans les deux cas la double épaisseur de média
filtrant aboutissait a une perte d’environ 50 % de particules captées sur le coupon a prélever,
sur des filtres neufs non colmatés. Une fois ces tests préliminaires effectués, la CTA et le

compartiment traitant 1’air extrait des bureaux a été étudié.

Pour maximiser la collecte des aérosols microbiens par la technique des coupons, la
géométrie du compartiment de la CTA dédié a I’air extrait des bureaux et la répartition du flux
d’air a été étudice. L arrivée de I’air extrait par la gaine d’extraction est désaxée par rapport
aux deux filtres présents dans le compartiment, un flux d’air non homogene traversant les filtres
a été supposé. Cette hypothése a été confirmée a I’aide de particules de fluorescéine pour étudier
la répartition du flux d’air. Sur des filtres neufs et, dans une moindre mesure sur des filtres
colmatés, le flux d’air traversant les filtres est plus important juste en face de la sortie de la
gaine d’extraction. Cette expérience a été déterminante pour le positionnement des coupons sur
les filtres en face de la gaine. Les coupons ont été disposés en suivant une cartographie basée

sur la répartition de la fluorescéine.

Enfin différents tests préliminaires ont été menés pour optimiser les protocoles pour extraire
les microorganismes du média filtrant des coupons. Des expériences avec ou absence de
tensioactif (Tween 20) ont été réalisées avec des souches bactériennes isolées pour connaitre
les effets potentiels de cette molécule. Il semblerait qu’un effet négatif est liée a I’utilisation de
Tween 20 sur I’efficacité d’extraction de bactéries S. epidermidis. Pour la partie biologie
moléculaire, de nombreux tests ont été réalisés pour optimiser le protocole d’extraction des
acides nucléiques directement a partir du coupon de média filtrant. Finalement 1’extraction des
acides nucléiques sur un quart du coupon et en réalisant 1’étape de bead beating directement

sur les fibres a été retenue.

Les résultats détaillés dans le troisiéme chapitre ont permis tout d’abord d’évaluer les

conditions climatiques de I’air traité par la CTA pendant 13 mois. La température et ’humidité
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relative de 1’air neuf suivaient un schéma classique saisonnier contrairement a 1’air extrait des
bureaux aux conditions plus stables et confortables pour les occupants des bureaux. Le
colmatage des filtres a suivi un profil classique avec au départ un colmatage en profondeur du
média filtrant avec une perte de charge stable puis une augmentation de la perte de charge en

lien avec un colmatage en surface du filtre.

Concernant les efficacités de filtration, elles étaient stables au cours de 1’étude pour les
efficacités totales de filtration particulaire et microbienne. En comparant les efficacités de
filtration fractionnelles des particules et des bactéries ou moisissures, elles sont comparables

pour des diametres de particule supérieur a 1 pm.

Les prélévements réalisés par cassette de filtration suivis d’analyses en biologie moléculaire
n’ont révélé aucun résultat positif, contrairement aux analyses par impaction sur milieu gélosé

pour des prélevements identiques dans les gaines.

La méthodologie de prélevement par coupons de média filtrant fixés sur les filtres
d’extraction de la CTA a été mise en place pendant 13 mois. Chaque mois 3 coupons ont été
récoltés pour étre analysés au laboratoire. Deux coupons ont été utilisés pour les analyses
culturales sur boite de Pétri. Un résultat marquant est I’absence d’augmentation significative de
la concentration microbienne sur les coupons au cours de la campagne, mais des valeurs
relativement stables pour les 13 mois pour les espéces fongiques et bactériennes (9,2.10?
UFC/cm2 et 9,6.10° UFC/cm2 de filtre). Ces valeurs sont en accord avec ceux de (Gonzalez H.,
2014) ayant utilisé une méthode par coupons aprés 6 mois d’analyse sur une CTA d’un
immeuble de bureaux. On retrouve également une quantité supérieure de UFC/cm2 de filtre sur
le prélévement réalisé directement dans le média filtrant du filtre a la fin de la campagne de
prélevement. Cette observation rejoint les précédentes conclusions concernant un sous-
échantillonnage de 50% du flux d’air entre les zones composées d’une simple couche de média

filtrant et celles contenant le coupon.

En confrontant les deux approches différentes pour analyser la flore microbienne, on
constate que les résultats de qPCR avec les cibles pour les especes fongiques Aspergillus niger,
Cladosporium cladosporioides et Penicillium chrysogenum, sont semblables a ceux observés

en culture pour les premiers mois d’analyse en termes d’équivalent UFC/cm2.

Les analyses des données de sequencage ont permis de décrire la diversité des bactéries et

moisissures qui ont été collectées au cours des 13 mois de prélévement. En comparant les
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résultats on observe que les échantillons témoins n’ayant pas €té en contact avec le flux d’air,
présentent des profils différents des échantillons prélevés par la suite en termes de diversité de

genre.

En suivant le cours des saisons, on observe des abondances relatives pour des genres
fongiques reliées a des moment clefs tels que 1’été avec des conditions climatiques propices
pour certains mycetes et a I’inverse moins opportuns pour d’autres genres. On peut également
faire cette analyse avec les genres bactériens associés a la flore cutanée des occupants et a

I’absence ou présence du personnel dans les bureaux.

A la vue de I’ensemble de ces résultats, il semblerait que cette méthodologie d’analyse de
la contamination de I’air intérieur de bureaux par des coupons de média filtrant sur les filtres
de CTA puisse apporter de nouveaux éléments de réponse concernant le microbiome d’un
batiment et de ’impact des occupants. Cette nouvelle facon d’échantillonner peut également
étre ouverte a I’analyse des virus respiratoires. Deux Coronavirus et deux Adenovirus ont été
recensés sur les coupons pendant la campagne de prélevement grace au kit qPCR pour virus
respiratoires. Cette observation peut ouvrir la voie a une utilisation a une grande échelle des
filtres de CTA pour mieux comprendre la transmission virale au sein d’un batiment. Ceci
permettrait de mettre en place une stratégie de prévention en adaptant le fonctionnement de
CTA pour limiter la propagation de virus.

A T’issue de ces travaux de these, de nombreuses pistes d’amélioration et de perspectives

ont émergé. En voici certaines :

- Etudier plus en détails le sous-échantillonnage de 50 % de flux d’air au niveau du
coupon. Peut-étre essayer de trouver un média filtrant ou coupon d’une autre
nature permettant de limiter cette perte.

- Concernant la repartition du flux au niveau des coupons ou dans le compartiment
d’extraction de la CTA, il serait intéressant d’utiliser un autre traceur particulaire avec
des diametres et tailles différentes pour couvrir un plus grand spectre d’aérosols
microbiens.

- Approfondir la comparaison entre les efficacités de filtration des particules et des
aérosols microbiens, afin de pouvoir valider le fait d’utiliser uniquement la mesure

particulaire qui est plus simple a mettre en ceuvre.
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Améliorer le rendement d’extraction des acides nucléiques avec une phase de lyse
cellulaire et d’extraction du média fibreux plus efficiente. Il est fort probable que cette
matrice complexe n’a pas favoriser le bead beating et les rendements en ADN peuvent
étre largement augmentés avec un protocole plus adapté.

Essayer différents types de filtre pour les cassettes filtrantes ou essayer d’adapter un
protocole plus enclin a I’analyse des environnements peu chargés en microorganismes.
Expérimenter un milieu gélosé pour la croissance des bactéries avec un inhibiteur
fongique pour accéder uniquement aux colonies bactériennes. Les comptages étant
parfois complexes avec les colonies fongiques envahissantes.

Développer un protocole pour réaliser des analyses gPCR avec des amorces universelles
bactériennes et fongiques.

Tester ’hypothése de réentrainement d’une partie des microorganismes du filtre en fin
de vie en testant un filtre colmaté au laboratoire sur un banc d’essai. Vérifier s’il est
possible de détecter du relargage en aval du filtre.

Investiguer des analyses avec un séquencage 18S pour mieux caractériser la faune
eucaryote et notamment découvrir d’éventuels acariens ou autres prédateurs de
microorganismes pouvant potentiellement se développer sur le filtre et jouant un réle

dans le colmatage du filtre.
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Product Information Sheet [aFPro]

FILTERS

Product: HQ8554-3/440x515

1. General Information
Type of Product Bag filter
Filter Frame : Galvanized steel / aluminium
Spacer : Synthetic sewing thread
Gasket : Optional, continuous poured gasket
Bonding : -
Grid : Mo grid
Flange : Mo flange

2. Technical Information Filter Media

Type of Filter Media : Glass fiber / synthetic

Media Structure : High-loft micro glass fiber filtration media with polyester
carded web and a synthetic pre-layer

Base Weight : 105+5 g/m’

Thickness 1 3,5-4,5 mm

Flammability (acc. DIN 53438) T -

3. Technical Specification Filter

Product + HOB8554-3/440x515

Dimensions (BxHxD) 1 440x515x360 [mm]
Number of pockets or "Vs" 14

Surface Area : 15 [m’]
Volume Air Flow 1 2200 [m*/h]
Air Velocity 1 2,7 [m/s]
Media Velocity : 041 [m/s]
Initial Pressure Drop : 180 [Pa]
Filter Classification acc. 1ISO16890 : ePM1 60%

Average Arrestance : »99 [%]
Dust Holding Capacity (IS0 A2 Fine Dust) : 98 [e]
Final Test Pressure Drop : 300 [Pa]
Maximum Temperature : 70 [*C]
Maximum rel. Humidity : 90 [25]
Max. Pressure Drop : 450 [Pa]
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Product Information Sheet /aFPro]

FILTERS

Product: HQ8554-3/440x515

4. Pressure Drop Curve
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Annexe 3 : Données techniques des filtres de la CTA Bureaux (https://www.afprofilters.com)
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Développement d'une méthodologie d’étude de la contamination microbiologique
de l'air intérieur de bureaux par I'analyse des filtres de centrale de traitement d’air

Mots clés : qualité de l'air intérieur, centrale de traitement d’air, média filtrant, aérosols
microbiens, microorganismes cultivables, biologie moléculaire

Résumé : Les bioaérosols dégradent la qualité
de l'air intérieur (QAI) et peuvent affecter la santé
et le bien-étre des personnes. L’échantillonnage
d’aérosols microbiens dans [lair intérieur est
essentiel mais la quantification/identification des
microorganismes en faibles concentrations est
difficile. Les filtres installés dans les centrales de
traitement d'air (CTA) peuvent étre considérés
comme un échantillonneur a long terme
accumulant la contamination microbienne pour
évaluer la QAI. Ces travaux de thése visaient a
développer une méthodologie pour analyser
I'exposition aux contaminants microbiens de l'air
intérieur dans des bureaux en utilisant les filtres
de CTA. Une méthodologie de prélévement par
coupon de média filtrant sur filtres de CTA a été
appliquée sur 13 mois. Des tests préliminaires ont
montré que la présence des coupons a la surface
du filtre n‘augmentait pas la perte de charge et
que l'efficacité de

collecte des particules submicrométriques
était de l'ordre de 50% en masse. Les
comptages en unités formant colonies (UFC)
et analyses par gPCR, RT-qPCR et
séquencages 16S/ITS ont été menés. Les
concentrations microbiennes sur le filtre sont
restées pratiquement stables au cours des 13
mois (entre 102 et 10° UFC/cm?). Les résultats
par gPCR ont révélé des concentrations plus
élevées comparé aux méthodes culturales.
Les genres fongiques et bactériens identifiés
correspondent a l'occupation du béatiment
(Micrococcus) mais aussi de l'air extérieur.
Deux virus respiratoires ont été identifiés sur
le filtre (Adenovirus et Coronavirus). Les filtres
de CTA peuvent permettre d'analyser la
contamination  microbiologique de [lair
intérieur. Cependant, d'autres études devront
d'optimiser cette méthodologie, notamment le
rendement d’extraction des acides nucléiques.

Keywords: indoor air quality, air handling units, filter media, microbial aerosols,

cultivable microorganisms, molecular biology

Abstract: Bioaerosols deteriorate indoor air
quality (IAQ) and can affect human health and
well-being. Sampling of microbial aerosols in
indoor air is critical but
quantification/identification of microorganisms at
low concentrations is difficult. Filters used in air
handling units (AHUs) can be considered as a
long-term sampler accumulating microbial
contamination to assess IAQ. This PhD work
aimed to develop a methodology to analyse
exposure to microbial pollutants in indoor air in
offices using AHU filters. A sampling
methodology using filter media coupons on AHU
filters was applied over 13 months. Preliminary
tests showed that the presence of the coupons
on the filter surface did not increase the pressure
drop and that the

collection efficiency of submicrometric
particles was about 50% by mass. Colony-
forming unit (CFU) counts and analyses by
gPCR, RT-gPCR and 16S/ITS sequencing
were conducted. Microbial concentrations on
the filter remained almost stable over the 13
months (between 102 and 10° CFU/cm?). The
gPCR results revealed higher concentrations
compared to the cultural methods. The fungal
and bacterial genera identified corresponded
to the occupancy of the building (Micrococcus)
but also to the outdoor air. Two respiratory
viruses were identified on the filter
(Adenovirus and Coronavirus). AHU filters can
be used to analyse the microbiological
contamination of indoor air. However, other
studies will have to optimize this methodology,
especially the extraction yield of nucleic acids.






