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Introduction

T Yu France, la production de déchets estimée en 2008 est de 47 millions de tonnes de
|_J matiere brute par an (ADEME, 2008). Les déchets produits (eaux usées urbaines ou

industrielles, ordures ménageres . ..) abritent des micro-organismes dont certains peuvent

étre pathogenes pour 'homme (Deportes et al., 1995). Lors des procédés de traitement des
ces déchets, trois voies de dissémination des micro-organismes existent qui sont ’eau (rejet
des effluents traités dans les milieux aquatiques), le sol (épandage des boues d’épuration,

de compost, de lisier...) et l'air (émission de bioaérosol).

La dissémination dans l’air, via la formation de bioaérosol, régie notamment par les
conditions météorologiques est peu documentée (Brooks et al., 2005b; Deloraine et al.,
2002). Par la présence de micro-organismes pathogenes ou de certains composés métabo-
liques (endotoxines, mycotoxines, glucanes. . .), les bioaérosols émis sur les sites de traite-
ment des déchets sont susceptibles d’avoir un impact sanitaire pour les travailleurs mais
également pour les riverains proches des sites (Bunger et al., 2007; Herr et al., 2003; Porta,
et al., 2009).

Le compostage est en essor en France, du fait d’une interdiction de mise en décharge
des déchets non ultimes et d’un renforcement des contraintes pour l'incinération. L’inté-
rét du compostage est que son produit, le compost, peut étre valorisé et utilisé par les
agriculteurs, les paysagistes. ... Une autre raison de cet essor est que le cotit financier est
inférieur a celui des autres filieres de traitement. Rapidement le nombre de plates-formes de
compostage a augmenté, et différents types de déchets sont aujourd’hui compostés. Néan-
moins, des interrogations concernant ces installations a proximité des zones résidentielles
apparaissent liées aux émissions d’odeurs et d’aérosols lors des activités. Actuellement,
dans la réglementation francaise le risque microbiologique n’est pas pris en compte comme

le sont le risque chimique ou les odeurs.

Sur les plates-formes de compostage, les principales activités génératrices de bioaéro-
sols sont le retournement, le broyage et le criblage. Le taux d’émission est dépendant de la
nature des produits compostés et aussi du procédé employé (Fracchia et al., 2006b). Apres
émission, de nombreux parametres peuvent affecter la dispersion des bioaérosols : I’humi-
dité, la température, le vent ... (Taha et al., 2006). Au dela des risques biologiques liés
au déchet lui-méme, des développements importants de micro-organismes lors du procédé
de compostage peuvent présenter un risque pour la santé (les actinomycetes, Aspergil-
lus fumigatus). Ces micro-organismes sont également concentrés dans les bioaérosols de
compostage. Malgré les risques sanitaires potentiels, il existe un manque de connaissance
concernant la composition des bioaérosols émis sur les filieres de traitement des déchets

en général et lors du compostage en particulier.

Les objectifs de ce travail sont par la caractérisation de la diversité microbienne (bac-
térienne et fongique) aéroportée durant une phase émissive du procédé compostage, de
concevoir des indicateurs biologiques spécifiques des bioaérosols de compostage et ainsi
de déterminer la dispersion des bioaérosols autour des sites industriels. L’originalité de

ces travaux a été d’utiliser les outils moléculaires qui permettent de pallier le fait qu'un
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faible pourcentage de micro-organismes dans ’air sont cultivables (Amann et al., 1995;
Peccia and Hernandez, 2006) et également le fait que les études ont été réalisées sur des
sites de compostage industriels et non en laboratoire dans des réacteurs.

Ce travail a été réalisé sur différentes plates-formes de compostage traitant différents
types de déchets selon des procédés différents, représentant le panel des plates-formes de
compostage en France.

Cette étude a été réalisée sur une des étapes émissives de bioaérosols de compostage,
qui est le retournement des andains en phase de fermentation. La phase de fermentation
a été choisie d’une part parce qu’elle est associée au développement d’une flore spécifique,
thermophile et susceptible de présenter des micro-organismes communs quelque soit le
type de déchets compostés ou le procédé de compostage mis en place. D’autre part, les
micro-organismes thermophiles peuvent présenter un faible niveau dans l'air, ce qui est
intéressant pour la conception de traceurs.

Les travaux sont présentés de la maniere suivante : tout d’abord la premiere partie
est consacrée a une synthese bibliographique présentant la microbiologie de I'air (les diffé-
rentes sources, les mécanismes d’aérosolisation, la composition microbienne, les bioaérosols
émis par les procédés de traitement des déchets, et la méthodologie pour les collecter et
les analyser). Ensuite dans la seconde partie, les résultats obtenus sont présentés sous la
forme de publications décrivant les étapes successives du travail.

— La description de la diversité microbienne des bioaérosols de compostage et la défi-

nition d’especes communes ou “core species”

— Le développement d’indicateurs spécifiques des bioaérosols de compostage

— L’utilisation de ces indicateurs pour étudier la dispersion des bioaérosols de com-

postage

Enfin, la derniere partie est une discussion de ’ensemble des résultats, suivie d'une

conclusion et des perspectives de ce travail.
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e contexte bibliographique est subdivisé en différents chapitres qui présentent la lit-
térature associée aux bioaérosols présents dans 'atmosphere et les mécanismes d’aé-
rosolisation.

Le premier chapitre a pour but de présenter les aérosols ainsi que les différentes sources
répertoriées sur le globe. Quant au second chapitre, il est consacré a la composition mi-
crobienne présente dans I'atmosphere ainsi que les mécanismes de survie de ces derniers.
Les impacts sanitaires pour 'homme associés a ces bioaérosols seront également évoqués.

Le troisieme chapitre présente les bioaérosols qui sont générés au sein des procédés
de dépollution et enfin le dernier chapitre récapitule les différentes techniques d’analyses

pour caractériser les bioaérosols.
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Chapitre 1 : Les aérosols

1.1 Définition

Un aérosol désigne tout ensemble de particules solides ou liquides, ou les deux, en
suspension dans un milieu gazeux (norme NF X 43-001, 1982). Les particules sont conven-
tionnellement considérées en suspension si leur vitesse de chute maximale est inférieure a
25cm s~ !, dans un air immobile & une température de 20°C et a une pression de 101 kPa,
(INRS!, ED984, 2008). Un aérosol désigne donc tout type de particules en suspension
telles que fumées, poussieres ou vésicules, et particules biologiques. Les aérosols peuvent
étre classés en deux catégories qui sont (Bourdin-korsakissok, 2009) :

— Les aérosols primaires correspondent aux particules s’aérosolisant

— Les aérosols secondaires sont formés a partir des composés présents dans 'atmo-

sphére (formation de sulfate provenant de 'oxydation des gaz sulfurés par exemple.)

Les aérosols peuvent contenir des particules dont la taille varie de 0,02 & 100 pm de
diametre. Au dela de cette taille, les particules se déposent rapidement par sédimentation
(Pepper and Dowd, 2009) (figure 1.1).

Protozoaire

Champignon

Bactérie

Virus

| ] | ] |
| | | | |
0,01um 0,1um 1um 10um 100um

FIGURE 1.1 — Taille des micro-organismes présents dans les bioaérosols (Pepper and Dowd,
2009)

Le bioaérosol est la partie biologique d'un aérosol. Il s’agit de particules aéropor-
tées constituées d’organismes vivants (bactéries, champignons, virus...) ou des composés
cellulaires microbiens comme les endotoxines, provenant des bactéries Gram négatif, les
glucanes (actinomycetes et champignons) ou des débris de parois cellulaires (Fracchia

et al., 2006b; Peccia and Hernandez, 2006).

1.2 Les sources des aérosols

Plusieurs millions de tonnes d’aérosols sont émis chaque jour a 1’échelle planétaire

par différentes sources qui peuvent étre naturelles telles que les cendres volcaniques, les

1. Institut National de la Recherche et de Sécurité
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1.2 Les sources des aérosols

poussieres désertiques, les embruns marins, mais peuvent également provenir des activités
anthropiques (fumées d’industries, particules issues de la combustion des énergies fossiles,
de la déforestation, des incendies. ..) d’ou une grande diversité dans la composition des
aérosols.

Les aérosols en suspension dans I'air se dispersent dans la troposphére et aussi dans
la stratosphére 2. Ils sont plus abondants au sein de la troposphére que dans la strato-
sphere. Leur temps de séjour au sein de ’atmosphere est variable mais il est en moyenne
compris entre 2 et 15 jours (Burrows et al., 2009a). Ce temps de séjour est soumis a
différents facteurs comme les sources d’émissions, la taille des particules, les conditions

météorologiques. ..

1.2.1 Les sources naturelles

Cette catégorie rassemble les émissions d’aérosols émis naturellement. Le planisphere
indique la répartition des principaux biomes (figure 1.2). Un biome est défini comme
un ensemble d’écosystémes caractéristique d’une aire biogéographique controlée par le
climat. Le taux d’émission des bioaérosols dans I'air chaque année est estimé a 1 x 10°t
(tonnes) ? (Jaenicke, 2005). Les différentes parties ci-dessous représentent les principales

sources d’émissions, classées selon leur superficie.

90
4 Toundra
Prairie
60 + °
: Cote
30 Zone humide
1 Zone
de culture
01 Région désertique
T froide
Région désertique
-30 + chaude
Forét
-60 - Steppe
Océan
-90 + + . | | | i I
180 0

FIGURE 1.2 — Planisphere représentant les principaux biomes (Burrows et al., 2009a)

1.2.1.1 Les océans

la surface des océans occupe 74%, soit 363 x 10° km? de la surface du globe (estimée

a 510 x 10°km?). Les aérosols marins sont la principale source naturelle d’émission. Les

2. L’atmospheére est divisée en différentes couches, les limites ont été fixées selon la température et
I’altitude. La tropospheére est comprise entre la surface terrestre et une altitude de 15 km. La température
est comprise entre 20°C et -50°C. La stratosphere est la seconde couche de I'atmosphere se situant au-
dessus de la tropospheére. Elle s’étend jusqu’a 50 km d’altitude, la température y varie de -50°C a 0°C.
Cette couche contient la couche d’ozone.

3. Toutes les valeurs supérieures ou égales a 1000 seront exprimées en écriture scientifique (1 x 10%)
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Chapitre 1 : Les aérosols

aérosols primaires (composés organiques et inorganiques, principalement le sel) sont émis
par le mouvement de I'eau. L’abondance des bactéries a la surface de 'eau est estimée
entre 1 x 10° et 1 x 107 cellules cm™ (Cho and Azam, 1990; Li et al., 2004; Kilham,
1981). Whitman et al. ont estimé le nombre de procaryotes présents dans le milieu aqua-
tique (somme des micro-organismes estimés au sein des océans, des lacs et des rivieres) a
12 x 10%® cellules (Whitman et al., 1998).

Bien que la superficie des océans soit la plus élevée par rapport a la surface terrestre,
les océans ne constituent pas la source principale de bioaérosol. Elbert et al. ont estimé
I’émission de spores fongiques en se basant sur le taux de sel émis dans l'atmosphere
et en estimant qu’il y avait entre 100 et 1 x 103 cellules par litre d’eau de mer (Elbert
et al., 2007). Il en ressort que le taux d’émission annuel est de 1 x 107 t. Au niveau des
régions cotieres, la concentration des bactéries est comprise entre 2,9 x 103 et 1,4 x 104
cellules cm ™ d’aprés un comptage microscopique précédé d’une hybridation (Harrison
et al., 2005).

Apres avoir vu les océans, passons aux terres émergées. Elles ont une surface de
134 x 10% km?. Le flux d’émission des spores de champignons est de I'ordre de 200 m~2s~!
et le taux d’émission est de 5 x 107t par an (Elbert et al., 2007). On observe qu’il y a
un facteur cinq entre le taux émis par la surface terrestre et les océans. Le nombre de
procaryotes estimé dans le sol (somme des micro-organismes estimée au sein des différents

types de sol de part le globe) est de 26 x 10?® cellules (Whitman et al., 1998).

1.2.1.2 La phyllosphere

La phyllosphére correspond a la surface des feuilles et aux parties aériennes des végé-
taux, sa surface est d’environ 6,4 x 108 km? (Lindow and Brandl, 2003).

La concentration de micro-organismes, majoritairement des bactéries, sur les feuilles
est comprise entre 1 x 10° et 1 x 107 cellules cm ™2 de feuille ou 1 x 10® cellules g=! de
feuille (Lindow and Brandl, 2003). La population microbienne au sein de la phyllosphere
a été estimée & 1 x 10%° cellules par (Morris and Kinkel., 2002). La surface des foréts
représente environ 30% des terres émergées (40 x 10° km?).

Plusieurs études ont cherché a estimer la concentration de bactéries pouvant s’aéroso-
liser dans des zones arbustives. La concentration bactérienne présente pres de la surface
des feuilles varie entre 1,2 x 10% et 8,4 x 10° m—2 (Shaffer and Lighthart, 1997; Tilley and
Ho, 2001; Tong and Lighthart, 1997).

1.2.1.3 Les régions désertiques

La superficie de ces régions est de l'ordre de 35 x 10%km? ce qui représente environ
26% des terres émergées. Les déserts sont définis comme ayant une précipitation annuelle
inférieure a 100 mm. Les régions désertiques peuvent étre classées en deux catégories :

— Les régions chaudes
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1.2 Les sources des aérosols

— Les régions froides

1.2.1.3.1 Les régions désertiques chaudes

La superficie des régions désertiques chaudes est estimée a environ 19 x 10°km?. 1l
s’agit de la principale source d’émission d’aérosols vers 'atmosphere, car elle représente
40% des émissions totales (Mokhtari, 2010).

Les déserts émettent une grande quantité d’aérosols chaque année dans ’atmosphere :
2,2 x 10°t. C’est la premiere source mondiale d’émission des aérosols. Le dépot des aé-
rosols désertiques peut étre une source tres importante d’approvisionnement en certains
éléments clés, comme le fer ou le phosphore pour certaines zones du globe. C’est le cas
de la forét amazonienne (Swap et al., 1992), des eaux de surface méditerranéennes en été,
mais aussi des écosystémes marins éloignés ou les apports de fer biodisponibles via les
aérosols désertiques permettraient le développement du phytoplancton, augmentant ainsi
la séquestration de quantité importante de dioxyde de carbone (Mokhtari, 2010; Jickells
et al., 2005).

Prospero et al. ont montré que plus de la moitié des particules présentes dans l'at-
mosphere de Floride ont une origine africaine (Prospero, 1999). Les nuages de poussiéres
émis des déserts transportent également des micro-organismes, un gramme de poussiere
de désert pouvant contenir jusqu’a 1 x 10 cellules (Whitman et al., 1998). Les pous-
sieres émises dans 'atmosphere par les déserts en Afrique mettent généralement trois a
cing jours pour traverser l'océan Atlantique et atteindre les cotes de Floride distantes de
6 x 10% km tandis que celles émises par les déserts en Asie traversent I’océan Pacifique en
sept a neuf jours (Griffin et al., 2007). La concentration bactérienne au sein des aérosols
émis par les déserts est comprise entre 160 et 3,8 x 102 m~ (Lighthart and Shaffer, 1994).

La figure 1.3 représente la carte des émissions des aérosols ayant une origine désertique.
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_ e, o

F1GURE 1.3 — Planisphere présentant les trajectoires des principaux aérosols émis par les
déserts (Kellogg and Griffin, 2006)

1.2.1.3.2 Les régions désertiques froides

La superficie des régions désertiques froides est de 16 x 10% km?. Les régions froides sont
les régions polaires (Antarctique et Arctique), les glaciers y sont également incorporés.
Au poéle Sud, la concentration microbienne au niveau de la couche neigeuse est comprise
entre 200 et 5 x 103 cellules mL~!. Pady et al. ont montré que 'air polaire & Montréal est
moins concentré en bactéries et champignons que d’autres masses d’air (Pady and Kelly,
1954). Il n’y a eu que peu d’études réalisées au sein de ces régions. Citons celle de Bauer
et al. effectuée en Antarctique (Bauer et al., 2002). Dans cette étude, la concentration
moyenne des bactéries dans les nuages est estimée a 5,9 x 103 cellules m~2 tandis que
la concentration des spores fongiques est de 2,2 x 103 spores m~3. Le comptage a été
effectué par épifluorescence. L’effet de la neige sur 1'aérosolisation est peu connu. Mais
le fait d’avoir une couche neigeuse recouvrant le sol, les végétaux... peut efficacement

empécher 1’émission dans I'atmosphere (Li et al., 2004).
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1.2 Les sources des aérosols

Concernant ’émission de bioaérosols au niveau des différentes sources naturelles pré-
sentes sur la Terre, les océans n’en sont pas la principale source. La premiere source
d’émission sont les déserts, les océans se classent en quatrieme position (Matthias-Maser
and Jaenicke, 1995). Apres avoir traité les sources naturelles, la seconde partie abordera les
sources anthropiques génératrices d’aérosols. Elles sont moins importantes que les sources
naturelles en terme d’émission mais elles peuvent avoir un impact sur la santé humaine

(pollution, risques sanitaires. . .).

1.2.2 Les sources anthropiques

les activités humaines générant des aérosols peuvent étre classées en deux catégories :

les activités agricoles et les activités industrielles (comprenant le milieu urbain).

1.2.2.1 les activités agricoles

La surface cultivable mondiale est estimée a 15,5 x 106km?. Ces terres contiennent
environ 49 x 10?" procaryotes (Whitman et al., 1998). Les activités comme la préparation
de la terre (labourage, hersage), la récolte des cultures (moissons, ensilages) génerent des
aérosols. Il n’y a pas que les activités mécaniques qui émettent des aérosols, les conditions
météorologiques jouent aussi un role. Le vent permet 1’aérosolisation des micro-organismes
et des spores présents a la surface des cultures.

Harrison et al. ont montré que la concentration des micro-organismes présents dans
'air de deux environnements ruraux en Angleterre varie entre 4 x 103 et 1,5 x 10*m=3
(Harrison et al., 2005). Plusieurs études rapportent une concentration bactérienne dans
différents environnements agricoles comprise dans une gamme allant de 100 a4 1 x 103 UFC
m~3 (Bovallius et al., 1978; Lighthart, 1997; Shaffer and Lighthart, 1997). Le tableau 1.1
indique la concentration des micro-organismes mesurée dans l'air par différents auteurs,

avec différentes techniques.
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1.2 Les sources des aérosols

D’autres activités agricoles génerent aussi des aérosols comme 1'élevage qui peut étre
effectué en hors-sol. Le tableau 1.2 issu de Gilbert et Duchaine rassemble les concentrations
bactériennes et fongiques mesurées (Gilbert and Duchaine, 2009). Au sein des porcheries la
concentration est comprise entre 1 x 103 et 1 x 108 bactéries totales m~3. La concentration
fongique est de l'ordre de 100 — 1 x 10> UFC m™ Palmgren et al. ont dénombré par

microscopie 3,1 x 107 micro-organismes m—2 (Palmgren et al., 1986).

TABLEAU 1.2 — Les différentes activités agricoles générant des bioaérosols (Gilbert and
Duchaine, 2009)

Environnement Concentration en UFC m—3 Références
agricole Bactéries Champignons
Porcherie 1x10%a1x108 100 a4 1 x 103 Chang et al. ,2001 ; Cormier et al., 1990

Donaldson et Alexandersen, 2002
Donaldson et al., 1983

Duchaine et al., 2000 ; Lee et al., 2006
Nehme et al., 2008 ; Seedorf et al., 1998

Bovins 100 & 1 x 104 1-10 Donaldson et Alexandersen 2002
engraissement Donaldson et al., 1983
Mars et al., 1999 ; Seedorf et al., 1998
Wilson et al., 2002

Fermes 1x10*41x10° 1x10%4a1x10” Donaldson et Alexandersen, 2002
laitieres Donaldson et al., 1983
Duchaine et al., 1999 Lee et al., 2006
Mars et al., 1999 ; Matkovic et al., 2006
Seedorf et al., 1998 ; Zeng et al., 2004

Poulaillers 1x10%a1x108 1 x 10* Alexander et al., 2004 ; Endley et al., 2001
Lee et al., 2006 ; Oppliger et al., 2008

Récolte du 1x10*31x10% 1x10%a1x10% Dutkiewicz, 1986; Dutkiewicz et al., 2000

grain Krysinska-Traczyk et Dutkiewicz, 2000

Lee et al., 2006 ; Swan et Crook, 1998

Silo mais 1x10°41x10° 1x10%41x10° Dutkiewicz et al., 1989
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1.2.2.2 Le milieu urbain

L’émission des aérosols dans les villes a lieu en différentes sources (jardins, parcs, in-

dustries. . .). Dans les villes, les hommes sont présents en forte densité, une des principales

sources microbiennes est liée a la microflore aérosolisée de ’homme (peaux, muqueuses. . .).

Le tableau 1.3 présente les concentrations bactériennes mesurées, par différentes études

et techniques, dans plusieurs airs urbains.

TABLEAU 1.3 — Concentration bactérienne aérosolisée dans l'air urbain (Burrows et al.,

2009a)
Sources Méthodes! Bactéries totales Références
ou UFC? m~3
Moscou I-C 810 Vlodavets et Mats (1958)
Montréal I-C 790 Kelly et Pady (1954)
Paris (parc) 1-C 290 Gregory (1971)
Suede (parc) I-C 760 Bovallius et al. (1978)
Buenos Aires I-C 640 a 2 x 103 Negrin et al. (2007)
Marseille I-C 790 di Giorgio et al. (1996)
Mexico I-C 150 Rosas et al. (1994)
Pologne I-C 80-660 Pastuszka et al. (2000)
Birmingham F-M total minmoy?® 3,3 x 10>  Harrison et al., (2005)
a maxmoy® 1,7 x 10%
Arabie Saoudite I-C 100 & 2 x 103 Mahdy et El-Sehrawi (1997)
Pékin
—Centre de recherche I-C 2,8 x 103 Fang et al. (2007)
—Jardin botanique 1-C 1,5 x 103 Fang et al. (2007)

I Méthodes employées pour la collecte des aérosols (F filtration, I impaction)

1 Méthodes employées pour le dénombrement des micro-organismes (C culture et M microscopie)
2 Par défaut la concentration est exprimée en UFC, si le dénombrement est total, ceci est indiqué
3 Moyenne minimale et maximale
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1.2 Les sources des aérosols

1.2.2.3 Les industries

Les usines sidérurgiques (Gorny et al., 2004), les scieries (Duchaine and Meriaux, 2000;
Oppliger, 2005), I'industrie du tabac (Reiman and Uitti, 2000), les abattoirs (Jericho and
Kozub, 2000) sont des sources d’émissions de bioaérosols. Les concentrations en micro-
organismes cultivables de ces différents environnements varient entre 10 et 1 x 10> UFC
m~3.

Le tableau 1.4 indique les concentrations bactériennes et fongiques au sein des bioaé-

rosols prélevés dans plusieurs environnements industriels (Gilbert and Duchaine, 2009).

TABLEAU 1.4 — Industries générant des bioaérosols (Gilbert and Duchaine, 2009)

Industries Concentration en UFC m™—3 Références
Bactéries Champignons
Creémerie 1 x10% 1 x 108 Duchaine and Meriaux, 2000

Duchaine et al., 2000
Dutkiewicz et al., 2001

Scieries 1x10%a1x10* 1x10%a1x10* Dutkiewicz et al., 2001
Fabrique de 100 a1 x 104 100 & 1 x 10* Krysinska-Traczyk et al., 2002
meubles

Menuiserie 100 1x 103 Veillette et al., 2006

Aciéries 10 a 100 Gorny et al. 2004

Textiles 1 x10° 1 x10% Krysinska-Traczyk et al., 2002

1.2.2.4 L’environnement intérieur

Les environnements intérieurs tels que les habitations, les hopitaux, les écoles. .. sont
également des sources d’émissions des aérosols. L’homme passe entre 70 et 90% de son
temps dans des environnements clos (Simon et al., 2007). Dans cet environnement la
pollution aussi bien chimique (monoxyde de carbone, oxyde d’azote, fumées, peintures . . .)
que biologique (bactéries, champignons, endotoxines, acariens .. .) est plus concentrée que
dans ’environnement extérieur. La pollution de I’air rencontrée dans les environnements
intérieurs peut provenir du sol, des murs, des systemes d’air conditionné, des activités

humaines, du mobilier. . ..

39



Chapitre 1 : Les aérosols

Dans leur étude Lee et al. portant sur les spores de champignons dans 'air intérieur de
six maisons, ils ont montré que la concentration est sensiblement identique entre I'intérieur
et 'extérieur (Lee et al., 2006). Wu et al. montrent également des résultats similaires
9,1 x 10® (hiver) et 3,6 x 10® (ét¢) UFC m™3 dans des habitations urbaines tandis que
la concentration extérieure est de 11,8 x 10® (hiver) et 4,1 x 10* (été) UFC m—3 (Wu
et al., 2000). Des concentrations de micro-organismes ont été mesurées dans des bureaux
(Luoma and Batterman, 2001) et dans des écoles (Godwin and Batterman, 2007; Scheff
et al., 2000). La concentration bactérienne est comprise entre 140 et 230 UFC m~? tandis
que la concentration fongique s’étend entre 60 et 110 UFC m~3 dans les bureaux (Luoma
and Batterman, 2001). Dans les écoles la concentration moyenne fongique est de 500 UFC
m~3, les genres Aspergillus—Penicillium sont dominants (Godwin and Batterman, 2007).

Dans les hopitaux ont été détectés des virus (Aintablian and Sawyer, 1998; McCluskey
and Greene, 1996; Sawyer and Wallace, 1994) et de nombreux micro-organismes patho-
geénes pouvant étre responsables de maladies nosocomiales (Aintablian and Sawyer, 1998;
Angenent et al., 2005; Bartlett, 1997; Vadrot et al., 2004).

1.2.2.5 Les procédés de dépollution

Les principales filieres de traitement de dépollution émettant des aérosols sont :
— Les centres de stockage des déchets ultimes,

— Les stations d’épurations,

— Les digesteurs anaérobie,

— L’épandage,

— Le compostage

Ces procédés seront détaillés dans le chapitre 3.

Au cours de cette section, les différents types de sources d’émissions des bioaérosols
(naturelles et anthropiques) ont été présentés. Mais, d’autres composés peuvent étre émis
par ces deux types de sources, ils sont répertoriés dans le tableau 1.5 (Minivielle-Moncia,
2003). D’apres ce tableau, les sources naturelles émettent 30 fois plus que les sources
anthropiques. Les poussiéres minérales sont les composés les plus émis confortant ainsi la
principale source d’émission que sont les déserts. La concentration de 'homme dans les

environnements intérieurs et dans les villes a une influence sur la microbiologie de 'air.
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TABLEAU 1.5 — Les différents composés émis dans I’atmosphere classés selon leur origine
(Minivielle-Moncia, 2003)

Source Concentration émise vers I’atmosphére en tonne an™!
Naturelle

Poussieres minérales 1,5 x 10°
Sels de mer 1,3 x 10°
Poussieres volcaniques 3,3 x 107
Composés biologiques 5 x 107
Total 3 x 10°
Anthropique

Poussiéres industrielles 1x 108
Carbone (énergie fossile) 8 x 10°
Carbone (énergie biomasse) 5 x 106
Total 1x 108

1.3 Notion de bruit de fond dans ’air

Le bruit de fond de I'air peut étre caractérisé comme étant la concentration en micro-
organismes présente dans l'air sans étre sous influence d’une source industrielle. Généra-
lement, les concentrations microbiennes sont aux alentours de 100 UFC m~2 aussi bien
pour les bactéries que pour les champignons (Bunger et al., 2000b; Delaunay, 1997; Hours,
2003). Pour Hryhorczuck et al., qui ont étudié le bruit de fond de I’air sur une cinquan-
taine de points de prélevement, ils obtiennent un bruit de fond pour les bactéries et les
champignons de 'ordre de 1 x 10> UFC m~2 (Hryhorczuk et al., 2001). La concentration
microbienne au sein du bruit de fond de I'air est dépendante des conditions environnemen-
tales (température, humidité...). Dans une zone résidentielle non soumise aux activités
de compostage, la concentration d’Aspergillus fumigatus est en moyenne de 27 UFC m~3
et pour les actinomycetes thermophiles, elle est de 45 UFC m~2 (Recer et al., 2001). La,
concentration d’Aspergillus fumigatus mesurée par Recer et al. est similaire a celle obte-
nue par O’Gorman et al. sur quatre sites environnementaux (inférieure a 40 UFC m~3)
(OGorman and Fuller, 2008).

41



Chapitre 1 : Les aérosols

1.4 Les mécanismes d’aérosolisation, de transport et

de sédimentation

Les particules de ’aérosol vont subir différentes phases successives qui sont :

— l"aérosolisation

— le transport

— et la sédimentation

Les mécanismes qui régissent ces différentes phases seront présentés dans les para-

graphes suivants. Tout d’abord commencons par la phase d’aérosolisation.

1.4.1 L’aérosolisation

Lors de la phase de décollage, le mécanisme d’aérosolisation differe selon que la source
d’émission soit solide ou liquide. Ce transfert, vers la phase gazeuse, est lié a différents
facteurs physiques générant 1'aérosolisation (vent, agitation mécanique, mouvement des

vagues, production de gaz générant des bulles. . .).

1.4.1.1 Aérosolisation au sein de I’environnement aquatique

Le principal mécanisme d’aérosolisation au sein de I’environnement aquatique peut étre
comparé a un spray. En effet I’aérosolisation est possible, lorsque 1’eau est en mouvement
(vagues) et par le vent.

Les vagues couplées au vent permettent la formation d’embruns et ainsi le décollage des
micro-organismes marins. Lors de précipitation, les gouttes de pluie tombent a la surface
de l'eau et créent de petites gouttes qui s’aérosolisent (Modini et al., 2010). Les bulles
produites remontent a la surface et éclatent induisant deux phénomeénes d’aérosolisation :
les “jet drops” et les “film drops”. Les “film drops” ont une taille comprise entre 0,1 et

une dizaine de micrometres (Blanchard and Syzdek, 1982) (figure 1.4).

..................................

BUBBLE . /. ; DROP
FILM o

o
o o9
L J
8 0'0% Fotps0 oo 101 kPa

FIGURE 1.4 — Aérosolisation dans les environnements aquatiques (Blanchard and Syzdek,
1982)
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1.4 Les mécanismes d’aérosolisation, de transport et de sédimentation

Le vent joue un role dans ’aérosolisation, sa vitesse doit étre supérieure & 5ms~! pour
que 'aérosolisation s’effectue (Lewis and E., 2004). Le vent est considéré par de nombreux
auteurs (Bovallius et al., 1978; Lighthart et al., 2004; Mouli et al., 2005) comme ayant
une corrélation positive avec la concentration bactérienne aérosolisée. De plus Aller et al.
ont observé la formation de gouttelettes s’aérosolisant lors du déplacement des bateaux
(Aller et al., 2005).

Le diametre des bulles formées est compris entre 20 pm et 1 cm dont la majeure partie
a une taille de 100 pm. Aller et al. ont montré qu’il y a huit fois plus de bactéries présentes
dans un aérosol marin (16 x 10° cellules mL™1) qu’a la surface de I'eau (2 x 10° cellules
mL~!) (Aller et al., 2005). Blanchard et al., Syzdek et al. et Burger et al. obtiennent des
résultats similaires & ceux d’Aller et al. (Aller et al., 2005; Blanchard and Syzdek, 1982;
Burger and Bennett, 1985; Syzdek, 1985).

Quelques études ont cherché a quantifier le nombre de cellules pouvant s’aérosoliser
lors de la formation de gouttelettes. Le tableau 1.6 recense les résultats obtenus exprimés
en facteur de concentration (CF). Le facteur de concentration est le rapport entre la
concentration microbienne mesurée dans les gouttelettes produites et la concentration
microbienne présente dans le liquide qui en est a l'origine. Quand le rapport CF est
supérieur a 1 cela signifie qu’il y a plus de micro-organismes sur les gouttelettes qui
s’aérosolisent que dans le milieu, et quand CF est inférieur a 1 il y a moins de micro-
organismes dans les gouttelettes que dans le milieu. Enfin quand CF est égale a 1il y a

autant de micro-organismes dans les deux environnements.

TABLEAU 1.6 — Quantification de 'aérosolisation d’apres le facteur de concentration

Especes Facteur de Aérosolisation Références
Concentration
(CF)!
Serratia marcescens 10-20 oui (Blanchard et al., 1982)
Serratia marcescens (non pigmenté) 0,2-0,62 non (Burger et al., 1985)
Serratia marcescens (pigmenté) 3-14 oui

1'le rapport entre la concentration microbienne mesurée dans les gouttelettes produites
et la concentration microbienne présente dans le liquide qui en est a 1'origine

Hejkal et al. ont montré que plusieurs parametres pouvaient influencer le facteur de
concentration. La composition lipidique des parois cellulaires a un effet sur ce facteur, en
effet ils sont hydrophobes et donc certaines bactéries se retrouvent a la surface. La taille

des bulles a une influence sur I'aérosolisation des micro-organismes (facteur de concentra-
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tion optimum dans la gamme 35-45 pm). Le fait d’étre en culture mixte influe également
sur le facteur de concentration de certaines especes (augmentation 3 a 11 fois celui de
Serratia marinorubra). L’age de la culture a également un effet positif sur le facteur de
concentration observé chez Fscherichia coli, ceci pourrait indiquer que le changement cel-
lulaire peut avoir une incidence sur la concentration de I’aérosol (Hejkal, 1980). Burger et
al. ont montré que la souche Serratia marcescens possédant la prodigiosine, pigment rouge
insoluble dans 'eau et fixé a la membrane, s’aérosolise plus facilement qu’une souche de

Serratia marcescens dépourvue de pigment (Burger and Bennett, 1985).

1.4.1.2 Aérosolisation au sein de ’environnement terrestre

Un aérosol terrigene est généré par l’érosion des sols. [’émission est dépendante de
plusieurs facteurs comme la vitesse du vent, la présence d’un couvert végétal ou non, de
I’humidité du sol et également de la texture du sol. La premiere cause d’érosion est le
vent, on parle alors d’érosion éolienne, courante dans les déserts. Lorsque la vitesse du
vent est supérieure & 0,2ms™!, des particules ayant un diametre de 75 m commencent a
s’aérosoliser (Grini et al., 2002).

Les deux mécanismes permettant ’aérosolisation des particules terrestres sont la sal-

tation et la suspension (figure 1.5).

— La saltation permet de transporter des particules selon un flux horizontal. Elles se
déplacent par sauts tout en étant entrainées par le vent puis retombent au sol sous
I’action de la pesanteur. La longueur d’un saut de particules est de 'ordre du metre
pour une vitesse de vent de 'ordre de 5m s~ & 10 cm du sol (Bouzid, 2005). 90% des
particules ont des sauts inférieurs a 30 cm (FAO, 1988). Néanmoins ce mécanisme
est nécessaire pour débuter I’érosion éolienne.

— La suspension s’applique aux petites particules, dont le diameétre est inférieur a
70 um (limons, sables fins). Ce type de particule est aérosolisée grace au phénomene

de saltation.
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FIGURE 1.5 — Aérosolisation & partir du sol dans les environnements terrestres (source
wikipédia) 1 : reptation — 2 : saltation — 3 : suspension — 4 : vent

Le Diagramme de Hjulstrom permet de connaitre 'activité d’une particule en fonction
de la vitesse et de sa taille. C’est a dire qu’il est possible de prévoir pour une particule
d’une taille donnée et selon une vitesse du vent définie, de savoir s’il y aura transport
(aérosolisation), érosion (saltation), ou dépose (sédimentation) (figure 1.6). Plus les par-
ticules sont grosses plus la vitesse doit étre importante pour les maintenir en 'air. Ce
diagramme est a la base prévu pour les cours d’eau mais le principe s’applique également
au transport par le vent sauf que la vitesse du vent doit étre plus élevée que celle de ’'eau

pour déplacer les particules de la méme taille (présence de forces de frottement dans l'air).
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1000 adapté de Bravard & Petit 1997
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F1GURE 1.6 — Diagramme de Hjulstrom permettant de connaitre ’activité d’une particule
en fonction de sa taille et de la vitesse du vent

1.4.1.3 Mesure du flux de micro-organismes émis

Il existe peu de publications sur la mesure de flux. Les flux tiennent compte des don-
nées météorologiques locales ainsi que des mesures de concentration des micro-organismes.
La mesure est obtenue par la dépose des micro-organismes sur des boites de Pétri exposées
horizontalement séparées par une hauteur connue. Deux formules permettent de dénom-
brer le flux des micro-organismes exprimé en UFC m~2s71 :

— La méthode des gradients (Lindemann et al., 1982)
F = —0,16p x AzuAu/[In(22/21)]* x Albact]/Azc

p : densité de 'air

Au : différence entre les vitesses du vent enregistrées par deux anémometres séparés
par une hauteur Azu = (22 — z1)

22 et z1 : hauteur des deux collecteurs ainsi que des anémometres. Afbact] : dif-
férence de concentration aérienne en bactéries mesurées par des échantillonneurs

séparés par une hauteur Azc

— Le ratio de Bowen (Lighthart and Shaffer, 1994)
F = Albact] x H/AT
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Albact] : différence de concentration bactérienne
H : flux de chaleur W.m™2

AT : différence de température mesurée a deux hauteurs entre 0,5 et 2,5 m.

Le tableau 1.7 répertorie les flux de micro-organismes provenant de I’atmosphere. Les
flux déterminés par la méthode des gradients sur une culture de haricots et de luzerne

sont proches. Le flux le plus faible est observé pour le désert.

TABLEAU 1.7 — Flux des micro-organismes provenant de ’atmosphere

Sources Flux UFC m~2s™!  Méthodes  Références

employées !
Désert Chaparral (USA) 5 R Lighthart et Shaffer (1994)
Haricots 500 G Lindemann et al. (1982)
Luzerne 540 G Lindemann et al. (1982)
Blé 60 G Lindemann et al. (1982)
Sol sec de culture 40 G Lindemann et Upper (1985)
Sol humide de culture 155 G Lindemann et Upper (1985)

1'G méthodes des gradients ; R ratio de Bowen
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1.4.1.4 Mécanismes d’aérosolisation des champignons

Les champignons du fait de leur écologie, ont développé des systemes qui favorisent leur
dissémination par l'air. La plupart des especes de champignons identifiés dans I’air sont
associées aux phyla Ascomycota et Basidiomycota. Les Chryridiomucota et Zygomycota
sont moins détectés dans 'air (Elbert et al., 2007).

Les spores de champignons peuvent étre classées en deux catégories, les sédentaires et
les dispersantes (Brown, 1997).

— Les spores dites sédentaires sont plus résistantes que les autres spores mais elles
ne sont pas adaptées a la dispersion. Les chlamydospores, les zygospores et les
teliospores en sont les principales.

— Le second type de spores dites, dispersantes, dont les plus importantes associées a
ce mode sont les conidies, les sporangiospores, les ascospores, les basidiospores, et

les urediniospores.

Concernant ’émission des spores de champignon, celle-ci peut étre soit active soit
passive. Le taux d’humidité joue également un role dans la sporulation. Des études se
sont intéressées aux facteurs influencant 1’émission des spores. Des auteurs ont montré
que certaines spores, les téliospores, sont émises lorsque le taux d’humidité est faible et
a l'inverse les ascopsores et basidiospores sont émises lors d’une forte humidité (Herrero
et al., 2006; Li et al., 2004).

1.4.1.4.1 Emission active

Les champignons ont développé de nombreux mécanismes d’émission active des spores.
La taille des spores d’Ascomycota est comprise entre 2 et 20 pum de diametre et elles
sont contenues dans des ascospores. Leur émission se fait via la compression de fluide
contenu dans ’ascospore. Cette violente décharge leur permet de s’aérosoliser de quelques
millimetres a un centimetre dans Uair (Elbert et al., 2007).

Par contre I’émission des spores de Basiodiomycota est différente. Leur taille est plus
petite que celles des Ascomycota, de 'ordre de 2 a 10 pm. Le mécanisme d’émission est
similaire a celui d’une “catapulte”. Au bout terminal de la basiodiospore du coté de
I’hyphe, une goutte d’eau se forme et se développe jusqu’a avoir la méme taille que la
basidiospore. Ensuite elle fait pression sur ’hyphe libérant ainsi la spore a une distance
pouvant atteindre entre 0,1 et 1,5 mm (Elbert et al., 2007).

1.4.1.4.2 Emission passive

La libération des spores peut se faire par contact entre une goutte d’eau et le réceptacle
les contenant, par la gravité ou par le vent. Certaines espéces par un mouvement de torsion
hygroscopique de I’hyphe lors de conditions seches émettent des spores. Dans tous les cas,
il n’y a pas d’émission de liquide avec spores comme pour I’émission active. De nombreux

champignons utilisent le mécanisme passif pour sporuler comme Aspergillus, Penicillium
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qui appartiennent au phylum Ascomycota. Certaines especes de Basidiomycota, comme

Cladosporium utilisent également ce mécanisme (Elbert et al., 2007).

1.4.2 Le transport dans l’air
1.4.2.1 La circulation atmosphérique

Le soleil en réchauffant les masses d’air provoque la circulation atmosphérique. Il
réchauffe la surface de la Terre puis ’air ambiant en créant des mouvements ascendants.
L’air en s’élevant est refroidi d’environ un degré tous les 100 m. Puis 'air froid redescend
vers le sol. Ce mécanisme constitue un courant de convection, qui en météorologie est
nommé cellule. I existe trois cellules par hémisphere (Polaire, Ferrel et Hadley), elles sont
disposées selon la latitude. Chacune des cellules est connectée par les dépressions et les
anticyclones et également par le courant jet. Il s’agit d'un flux d’air rapide (la vitesse
moyenne est estimée & environ 25 ms~1) confiné que I'on trouve dans I'atmosphere a des
altitudes comprises entre 6 et 15 km.

Concernant la circulation “locale”; elle est peut étre modifiée par différents parametres.
La circulation de l'air est perturbée dans les villes par la présence d’obstacles et indirec-
tement la température augmente, créant un flux d’air (La brise “urbaine”). L’air est plus
chaud dans les zones urbaines que dans les zones rurales.

Dans les régions cotieres des phénomenes de brises de mer ou de terres sont observés.
Ils sont liés au fait que l'eau a une inertie thermique plus élevée que la terre c’est a
dire qu’elle se réchauffe lentement. La différence entre la terre et 1’eau, le jour, permet la
création d’une brise marine. La nuit le phénomeéne est inversé et c’est la création d’une
brise de terre.

Les régions montagnardes présentent également des circulations d’air particulieres.
Dans ces régions, l'air provenant des vallées est réchauffé le long des pentes et monte
durant la journée (brise de vallée). Tandis que la nuit Iair se refroidissant redescend
le long des flancs, (brise de montagne), pouvant se charger en humidité (formation de
brouillard).

Ces différents modes de circulation, permettent aux particules aérosolisées d’étre trans-
portées dans les masses d’air. Ces particules subissent de nombreuses forces dans ’air qui

régissent leur temps de séjour dans l’air.

1.4.2.2 Forces exercées sur les particules aérosolisées

Les particules présentes dans I’air sont soumises a de nombreuses forces qui sont dues :
— au poids des particules : P =m X g

m : masse de la particule

g : gravité (9,81 ms—2)
— a la poussée d’Archimede : [I4 = p x Vy X g

p : résistance de l'air 1,3kgm—3
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Vo : volume de la particule
— aux forces de frottement
— a la vitesse de déplacement
Tous ces parametres influent sur le temps de séjour des particules dans 'air qui est
de l'ordre de 3 a 14 jours pour une taille de particule comprise entre 1 et 3pum (Burrows
et al., 2009a; Raes et al., 2000). Lors du déplacement des particules dans 'air, les forces

de frottement et le vecteur vitesse peuvent diminuer et /ou s’orienter de plusieurs fagons
(figure 1.7).

Sens du vent '

\. 7
D
4

vP YP

Particule en Particule qui se
déplacement dépose

FIGURE 1.7 — Forces exercées sur les particules aérosolisées
P : poids de la particule, f : forces de frottement,
F, : poussée d’Archimede, V : vecteur vitesse
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1.4.2.3 La taille des bioaérosols

Les micro-organismes dans 1’air ne sont jamais isolés et s’agregent avec des particules
également aérosolisées. Une corrélation positive entre les bactéries et les particules a été
observée (Mancinelli and Shulls, 1978). Matthias-Maser et al. évaluent que les bioaérosols
représentent 30% du nombre de particules totales ayant un diameétre compris entre 2 et
10 pm (Matthias-Maser and Jaenicke, 1995).

Huffman et al. apres avoir analysé des prélevements d’air, ont observé quatre pics
majoritaires, 1,5 um, 3 pm, 5um et 15 um sur les profils granulométriques (Huffman et al.,
2010). Le premier pic correspond aux bactéries seules, le second pic correspond soit aux
agrégats de bactéries soit aux spores de champignons. Le pic a 5 pm peut correspondre a

des amas de spores fongiques et le dernier pic pourrait étre affilié au pollen.

La figure 1.8 représente la distribution des particules sur lesquelles les bactéries sont
agglomérées dans l'air. Cette distribution a été obtenue en employant des techniques
culturales (Lighthart, 1997). 50% des bactéries ayant pour origine un bioaérosol océanique
s’agregent sur des particules ayant une taille de 2 pym de diametre contrairement a celles
dont leur origine est terrestre (50% des bactéries observées sur des particules de 3 pm de
diametre) (Shaffer and Lighthart, 1997).

140

120
100

En pour cent (%)

<065 11 21 33 45 >70 <0,65¢1,1 »2,1>7,0

Distribution selon la taille de la particule
(um diamétre aérodynamique)

FiGUurE 1.8 — Distribution des particules sur lesquelles les bactéries sont agglomérées
dans l'air (a gauche), tandis qu’a droite, le graphique représente les bactéries libres et les
bactéries associées aux particules (Lighthart, 1997)
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1.4.3 La sédimentation

Lors de la sédimentation des particules, les forces de frottements et le vecteur vitesse
augmentent conduisant a la sédimentation (figure 1.7). Il existe deux modes de sédimen-

tation des particules qui sont soit le dépot dit sec soit le dépot dit humide.

1.4.3.1 Le dépot sec

La sédimentation est ’ensemble des processus par lesquels les particules en suspension
et en transit cessent de se déplacer et se déposent. Il est possible d’établir une vitesse de

sédimentation d’apres la loi de Stokes :

V = (D?x (p, —p1) x 9)/18p

— V correspond a la vitesse de sédimentation exprimée en cms™*
— D est le diametre des particules en cm

~ g est la constante d’accélération (980 cm s™?)

— p, est la densité de la particule exprimée en gcm ™3

— p1 est la densité de I'air (0,001213 gcm™3)

— p est la viscosité de l'air (1,83 x 107 gem=2s71)

Il est d’usage de considérer que toutes les particules sont sphériques et que la densité de
la particule pour les micro-organismes est de 1 gcm 3. La chute de la particule est fonction
de sa masse. Seules les grosses particules se déposent car les petites particules ont une
vitesse de sédimentation trop faible. Le tableau 1.8 recense la vitesse de sédimentation de

quelques particules en fonction de leur taille (Pepper and Dowd, 2009).

TABLEAU 1.8 — Vitesse de sédimentation de quelques particules selon la loi de Stokes
(Pepper and Dowd, 2009)

Diametre de la particule Assignation Vitesse de sédimentation
en mm en cms !

1 Sable 7.8 x 103

0,1 Limon 79

0,002 Spore de Clostridiales 1,6 x 1072

0,001 Argile 79 x107°
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La figure 1.9 répertorie la taille et la vitesse de sédimentation de certaines bactéries
et champignons ainsi que des spores (Stetzenbach, 1992). La vitesse de sédimentation est

la vitesse limite de chute d’'une particule dans un air non turbulent.
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FIGURE 1.9 — Tailles et vitesses de sédimentation de certains micro-organismes (Stetzen-
bach, 1992)
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Le flux de déposition des procaryotes en suspension dans l'air sec a été évalué en
microscopie a épifluorescence. Il est estimé entre 7,7 x 10% et 1,4 x 107 cellules m~2h~!
(Sahu et al., 2005).

Il existe également le dépot électrostatique. En effet les micro-organismes possedent
des charges électriques (Mainelis, 1999). Selon la charge rencontrée dans 'air, ils peuvent
s’agglomérer avec des particules ayant une charge électrique opposée. Ce principe permet

d’augmenter la taille des particules et ainsi la vitesse de sédimentation augmente.

1.4.3.2 Le dépo6t humide

Le phénomene de précipitation (pluie et neige) est dii majoritairement a 1’accroisse-
ment de la taille des gouttes d’eau dont la masse devient suffisamment importante pour
vaincre les forces d’agitation. Ce grossissement peut s’expliquer par deux processus qui
sont 'effet Bergeron et 'effet de coalescence. L’effet Bergeron correspond & un transfert
(condensation) des gouttelettes d’eau vers les cristaux de glace présents dans les nuages.
La masse des cristaux augmente et lorsqu’elle est suffisante, les cristaux sédimentent. Dans
leur chute, ils fondent, formant la pluie. Le temps de formation d'une goutte de pluie par
I'effet Bergeron est long car il faut 4 heures pour une goutte d'un diametre de 2mm et
16 heures pour une taille de 4 mm.

Concernant l'effet de coalescence, c’est un phénomene de formation de gouttelettes
d’eau relativement grosses (capture d’autres gouttelettes lors de leur chute), qui voient
leur taille augmenter. Cet effet est observé notamment lors d’un orage, des gouttes de

pluie de 2mm de diametre se forment en seulement 2 heures.
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Au cours de ce chapitre, nous avons vu que les micro-organismes aérosolisés vers 'at-
mospheére provenaient de différentes sources qui pouvaient étre naturelles ou anthropiques.
Les régions désertiques sont les sources émettant le plus de bioaérosols de part le monde

loin devant les océans.

Les mécanismes d’aérosolisation des micro-organismes sont variables selon 1’environ-
nement : utilisant la formation de gouttelettes d’eau dans les environnements aquatiques,
tandis qu’au sein des environnements terrestres, les particules sont aérosolisées par le vent.

Les champignons sont les seuls micro-organismes connus actuellement comme possé-
dant deux types d’émission de dissémination des spores dans l'air. Cette libération est
régie par les conditions environnementales. Le temps de résidence des micro-organismes
au sein de 'atmosphere est dépendant de plusieurs parametres qui sont les conditions mé-
téorologiques (vent, température, dessiccation...) ainsi que les propriétés physiques des

particules.

Apres avoir traité les différents types d’émission et de transport des bioaérosols dans
I’atmosphere, intéressons-nous maintenant a la composition microbienne de ces bioaéro-

sols.
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2.1 Introduction

2.1 Introduction

Au cours de ce chapitre, nous aborderons la composition microbienne présente dans
I’atmosphere ainsi que les mécanismes de survie mis en place par les micro-organismes pour
rester viables dans cet environnement non favorable a leur développement. Il sera ensuite

question des impacts sanitaires qui peuvent étre associés aux bioaérosols sur 'homme.

2.2 Composition microbienne

2.2.1 La structure des populations microbiennes dans ’air

L’analyse de la diversité microbienne dans l'air a commencé des 1966 par Fulton et
al., (Fulton and Mitchell, 1966; Fulton, 1966a,c,b; Timmons et al., 1966). Le tableau 2.1
présente les principaux genres bactériens et fongiques qui ont été identifiés par 'utilisation
de méthodes culturales. De nombreuses études ont identifié les genres bactériens : Cory-
nebacterium, Micrococcus, Bacillus, Pseudomonas ainsi que les genres fongiques suivants :

Alternaria, Aspergillus, Cladosporium et Penicillium.

TABLEAU 2.1: Genres microbiens identifiés par culture dans des échantillons d’air

Domaine Phylum / Genres Références
Bactéries
Actinobacteria
Arthrobacter Shaffer et Lighthart, 1997
Aureobacterium Shaffer et Lighthart, 1997
Brevibacterium Tong et al., 1993
Cellulomonas Shaffer et Lighthart, 1997
Clavibacter Shaffer et Lighthart, 1997
Corynebacterium Fulton, 1966 ; Shaffer et Lighthart, 1997 ; Tong et al., 1993
Curtobacterium Shaffer et Lighthart, 1997
Microbacterium Shaffer et Lighthart, 1997
Micrococcus Fulton, 1966 ; Imshenetsky et al., 1978 ; Mancinelli et Shulls, 1978
Shaffer et Lighthart, 1997, Tong et al., 1993
Mycobacterium Imshenetsky et al., 1978
Rhodococcus Shaffer et Lighthart, 1997
Streptococcus Mancinelli et Shulls, 1978
Streptomyces Radon et al., 2002
Firmicutes
Bacillus Fulton, 1966 ; Fuzzi et al., 1997 ; Mancinelli et Shulls, 1978
Sabariego et al., 2000 ; Shaffer et Lighthart, 1997 ; Tong et al., 1993
Aerococcus Mancinelli et Shulls, 1978
Clostridium Mancinelli et Shulls, 1978
Lactobacillus Mancinelli et Shulls, 1978
Leuconostoc Mancinelli et Shulls, 1978
Listeria Tong et al., 1993
Pediococcus Mancinelli et Shulls, 1978
Peptococcus Mancinelli et Shulls, 1978
Peptostreptococcus Mancinelli et Shulls, 1978
Sarcina Mancinelli et Shulls, 1978
Sporobacillus Mancinelli et Shulls, 1978
Sporosarcina Mancinelli et Shulls, 1978
Staphylococcus Mancinelli et Shulls, 1978 ; Tong et al., 1993

a—Proteobacteria
Ochrobactrum

Paracoccus

B—Proteobacteria
Alcaligenes
Neisseria

~—Proteobacteria
Acinetobacter

Shaffer et Lighthart, 1997
Mancinelli et Shulls, 1978

Shaffer et Lighthart, 1997
Mancinelli et Shulls, 1978

Fuzzi et al., 1997 ; Shaffer et Lighthart, 1997
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Domaine Phylum / Genres Références
Enterobacter Shaffer et Lighthart, 1997
Klebsiella Shaffer et Lighthart, 1997
Pseudomonas Fuzzi et al., 1997 ; Mancinelli et Shulls, 1978
Shaffer et Lighthart, 1997
Xanthomonas Mancinelli et Shulls, 1978 ; Shaffer et Lighthart, 1997

Champignons

Ascomycota
Alternaria Angulo-Romero et al., 1999 ; Burch et Levetin et al., 2002 ; Fulton, 1966
Katial et al., 1997 ; Radon et al., 2002 ; Sabariego et al., 2000
Aspergillus Fulton, 1966 ; Fuzzi et al., 1997 ; Imshenetsky et al., 1978
Jones et Cookson et al., 1983 ; Radon et al., 2002
Aureobasidium Juozaitis et al., 1998
Botrytis Radon et al., 2002
Candida Fuzzi et al., 1997 ; Juozaitis et al., 1998
Cladosporium Burch et Levetin et al., 2002 ; Katial et al., 1997;
Radon et al., 2002 ; Sabariego et al., 2000
Epicoccum Burch et Levetin et al., 2002 ; Katial et al., 1997
Eurotium Radon et al., 2002
Fusarium Fulton, 1966
Geotrichum Ariya et al., 2002 ; Fuzzi et al., 1997
Penicillium Fulton, 1966 ; Fuzzi et al., 1997 ; Juozaitis et al., 1998 ; Radon et al., 2002
Phoma Fulton, 1966 ; Juozaitis et al., 1998
Basidiomycota
Ustilago Fulton, 1966 ; Sabariego et al., 2000
Strameonopiles
Pythium Fuzzi et al., 1997 ; Juozaitis et al., 1998

Depuis, les techniques moléculaires ont fait leur apparition mais la diversité micro-
bienne de l'air est peu étudiée. Le tableau 2.2 répertorie la diversité bactérienne de I'air
extérieur et intérieur effectuée sur dix environnements révélée par les inventaires molé-
culaires (Bowers et al., 2009; Brodie et al., 2007; DeSantis et al., 2007; Despres et al.,
2007; Fahlgren et al., 2010; Fierer et al., 2008; Maron et al., 2005; Nehme et al.; 2008;
Polymenakou et al., 2008; Radosevich et al., 2002; Tringe et al., 2008).

On constate que d’apres le tableau 2.2, dans l'air, la diversité bactérienne est re-
présentée par un faible nombre de phyla (Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria et
Bacteroidetes). Le phylum Proteobacteria domine dans les différents inventaires effectués.
Dans un environnement intérieur, il représente 90% du nombre total des séquences. Au
sein des Proteobacteria, les phyla a-Proteobacteria et v-Proteobacteria sont les plus re-
présentés. Le phylum Firmicutes domine dans I’étude réalisée par Amato et al. dans les
nuages (Amato et al., 2006). Il ne s’agit pas d’inventaire, car les micro-organismes ont été
cultivés puis ensuite certains ont été identifiés par séquencage de ’ADNr 16S. Seulement
deux phyla ont été identifiés, les Firmicutes et les Proteobacteria. Pour cette étude, des
prélevements ont été réalisés en hiver et en été. Les résultats obtenus montrent que les
Firmicutes dominent en hiver alors qu’en été les phyla Firmicutes et ~v-Proteobacteria ont
la méme abondance. Cette différence peut provenir du fait que les bactéries affiliées aux
~v-Proteobacteria soient moins sensibles aux rayons UV que les autres micro-organismes
(Agogue et al., 2005). La seconde hypothese est la suivante : la végétation en hiver est au
repos. En été les micro-organismes phytopathogenes sont présents car la végétation est

active.

En plus de I'inventaire moléculaire effectué par Brodie et al., ils ont utilisé une puce a

ADN. Cette puce a été employée sur des échantillons d’air issus de villes. En comparant les
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résultats obtenus pour deux villes, il en ressort que certains phyla (Acidobacteria, Cyano-
bacteria, Firmicutes, Proteobacteria («, (3, 0, € et y) et Verrumicrobia), sont communs aux
deux et sont présents pendant toute la période de '’échantillonnage (17 semaines) (Brodie
et al., 2007). Pour le phylum Actinobacteria, ce sont les especes affiliées a la classe des
Actinomycetales qui sont présentes lors des 17 semaines de prélevement, tandis que pour

le phylum des Firmicutes, les classes identifiées sont les Bacilli et les Clostridia.
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Chapitre 2 : La microbiologie des aérosols

Le tableau 2.3 recense les inventaires fongiques d’air réalisés dans différents environ-
nements (Bowers et al., 2009; Frohlich-Nowoisky et al., 2009; Pitkaranta and Auvinen,
2008). Au sein de ces différents inventaires, on constate que les phyla Ascomycota et Basi-
diomycota dominent. Ces deux phyla semblent faire partie du bruit de fond de I’air pour
les champignons. La concentration fongique présente dans I'air varie au cours de I'année
car différents types de spores sont émises en fonction des saisons. O’Gorman et al. ont
mesuré la concentration de quatre especes de champignons (Cladosporium, Penicillium,
Aspergillus dont (Aspergillus fumigatus) et Alternaria) au cours de I'année. Ces quatre
especes ont des pics de concentration répartis sur 'année (Cladosporium en juin, Peni-
cillium en aolit et en novembre, Aspergillus présente trois pics de forte concentration en
mars, en aoit et en novembre tandis que I'espece Alternaria est concentrée tout au long
de Pannée, inférieure & 10 UFC m~3) (OGorman and Fuller, 2008).

La concentration fongique dans ’air est en moyenne de 930 UFC m~3, réalisée sur 1700
échantillons d’air. Les champignons les plus retrouvés sont Cladosporium, Penicillium et
Aspergillus, il sont retrouvés dans 92, 77 et 49 % des échantillons. Ils ont été détectés
toute I'année. Les concentrations médianes sont de 200 UFC m~2 pour Cladosporium, de
50 UFC m~2 pour Penicillium et de 20 UFC m™3 pour Aspergillus (Shelton et al., 2002).
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Chapitre 2 : La microbiologie des aérosols

Gilbert et al. ont répertorié les principaux micro-organismes (bactéries et champi-
gnons) dans des bioaérosols émis par différentes activités agricoles et industrielles (tableau
2.4) (Gilbert and Duchaine, 2009).

Il en ressort que les Actinobacteria sont plus présents dans les bioaérosols issus d’ac-
tivités agricoles, tandis que pour les Firmicutes ainsi que les y—Proteobacteria ils sont
présents dans les bioaérosols des deux types d’activités mentionnées.

Concernant les champignons, le phylum Ascomycota domine au sein de ces activités.
Les genres Aspergillus, Cladosporium et Penicillium ont été identifiés au sein de chacun

des bioaérosols présentés dans ce tableau.

TABLEAU 2.4 — Les principaux micro-organismes identifiés dans des bioaérosols issus d’ac-
tivités agricoles ou industrielles (Gilbert and Duchaine, 2009)

. /. .
Environnement Bactéries Champignons
Activités agricoles
Porcherie Actinobacteria Actinomycetes Ascomycota Cladosporium, Penicillium,
Firmicutes Clostridia Bacteroidetes Cephalosporium, Aspergillus,
Lactobacillales-Streptococcales, Alternaria, Paecilomyces,
~—Proteobacteria Pantoea, Morazella Fusarium, Acremonium
Acinetobacter, Pseudomonas Trichoderma, Scopulariopsis
Bovins Actinobacteria Corynebacterium Ascomycota Alternaria, Aspergillus,
engraissement Firmicutes Bacillus, Helococcus Bipolaris, Chrysosporium,
~—Proteobacteria Yersinia Cladosporium, Penicillium
Laiterie Actinobacteria Saccharopolyspora rectivirgula Ascomycota Aspergillus glaucus, A. fumigatus,
Fusarium, Cladosporium
Basidiomycota Wallemia
Poulaillers Firmicutes Staphylococcus Ascomycota Aspergillus, Penicillium,
~—Proteobacteria Salmonella Cladosporium
Moissons Actinobacteria Saccharopolyspora rectivirgula Ascomycota Penicillium, Alternaria
Corynebacterium, Streptomyces Cladosporium
Firmicutes Bacillus, Staphylococcus Aspergillus candidus,
~—Proteobacteria Pantoea, Arthrobacter Aspergillus flavus,
Pseudomonas Aspergillus fumigatus
Ensilage mais Firmicutes Bacillus Ascomycota Aspergillus fumigatus,
B—Proteobacteria Alcaligenes Penicillium
~—Proteobacteria Pseudomonas, Klebsiella,
Citrobacter
e ep s . .
Activités industrielles
Traitement des Firmicutes Thermoactinomyces Ascomycota Alternaria, Cladosporium,
eaux usées ~—Proteobacteria Acinetobacter, Pseudomonas Penicillium, Geotrichum
Stenotrophomonas
Recyclage du Firmicutes Staphylococcus, Bacillus Ascomycota Penicillium, Aspergillus,
papier Enterococcus Cladosporium, Trichoderma
~—Proteobacteria Pseudomonas, Aerococcus Paecilomyces
Scieries Actinobacteria Corynebacteria, Ascomycota Alternaria, Penicillium
Saccharopolyspora rectivirgula Eupenicillium, Trichoderma
Firmicutes Bacillus, Thermoactinomyces Aspergillus fumigatus,
B—Proteobacteria Alcaligenes, Ezophiala, Paecilomyces
~—Proteobacteria Rahnella, Pantoea Cladosporium
Enterobacter
Usines de Actinobacteria Brevibacterium, Corynbacterium Ascomycota Alternaria , Aspergillus fumigatus,
textile Firmicutes Bacillus Penicillium
~—Proteobacteria Enterobacter Fusarium, Candida
Arthrobacter, Pantoea Mucoromycotina Mucor
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2.2 Composition microbienne

2.2.2 L’état physiologique des micro-organismes

Les micro-organismes peuvent étre présents sous différents états physiologiques dans

I’atmosphere.

2.2.2.1 La sporulation

Les spores sont une des formes de résistances des micro-organismes (bactéries Gram
positif et champignons). Elles sont synthétisées lors de conditions environnementales défa-
vorables. Elles sont résistantes a la température, la dessiccation mais aussi a des composés
chimiques. Les spores peuvent germer lorsque les conditions redeviennent favorables. La
germination nécessite une activation qui peut étre induite par la lumiere, la chaleur, le
pH. ..

Les spores du fait de leur petite taille et de leurs résistances peuvent étre des vecteurs
de dissémination des micro-organismes dans I'air sur de longues distances (Kellogg and
Griffin, 2006).

2.2.2.2 La viabilité

Jusqu’aux années 80, la mise en évidence d’une bactérie viable reposait sur sa capacité
a se multiplier et a former des colonies ou non sur des milieux de culture (Roszack and
Colwell, 1987). Mais la découverte de bactéries viables mais non cultivables (VBNC) a
été faite dans les années 1980, remettant en cause cette notion de viabilité. En effet ces
bactéries ne sont pas capables de croitre sur des milieux de cultures en condition de
laboratoire.

La viabilité cellulaire est aujourd’hui montrée en employant différentes approches re-

censées par la figure 2.1 (Keer and Birch, 2003).

FIGURE 2.1 — Les différentes voies de détection des bactéries viables (Keer and Birch,
2003)

La technique la plus employée parmi celles présentées dans la figure 2.1 est celle du
comptage des bactéries viables (DVC) (“Direct Viable Count”) (Kogure et al., 1978).
Elle consiste a incuber les bactéries dans un milieu contenant un inhibiteur de la division
cellulaire (par exemple la ciproflaxine). Les cellules actives sont allongées permettant de

les distinguer des cellules inactives sous observation microscopique (figure 2.2).
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Chapitre 2 : La microbiologie des aérosols

Avant traitement Apreés traitement (16h)

FIGURE 2.2 — Dénombrement des bactéries viables par la méthode DVC (technique couplée
au FISH pour la détection d’FEscherichia coli) La fleche indique une cellule qui s’est
allongée (viable) (Wu et al., 2009)

Le passage dans cet état peut étre induit par différents facteurs environnementaux
(température, privation de nutriments, la concentration en oxygene...) (Oliver, 2005).
Les stress qui sont connus pour induire le passage a I’état VBNC, sont rencontrés par
les bactéries au sein de la matrice air. Cependant, ’état VBNC n’a pas été étudié spé-
cifiquement dans les bioaérosols. Les différences entre le dénombrement par culture et
par microscopie confirment néanmoins que dans l'air, une large proportion de bactéries
sont viables mais non cultivables (Peccia and Hernandez, 2006). Néanmoins ces bactéries
ainsi que d’autres micro-organismes peuvent s’étre adaptés aux conditions régnantes dans

I’atmosphere et étre actifs.

2.2.2.3 L’activité des micro-organismes

Au sein des différentes couches de I'atmosphere, la température de 'air diminue en
fonction de laltitude (cf. figure 2.7), la température est négative a partir de 2km et des-
cend jusqu’a -50°C a 10 km (fin de la troposphere). Une classification des micro-organismes

selon la température a été développée (tableau 2.5).

74



2.2 Composition microbienne

TABLEAU 2.5 — Classification des micro-organismes en fonction de la température

Classe Température de développement
en °C

Minimum Optimum Maximum

Psychrophiles —10 10 20
Psychrotrophes —10 25 35
Mésophiles 15 37 45
Thermophiles 45 68 80
Hyperthermophiles 70 95 110

Au regard des conditions régnant dans l’air, les micro-organismes psychrophiles et
psychrotrophes paraissent les mieux adaptés a cet environnement. Les psychrophiles, qui
ne peuvent se développer au dela de 20°C, ont été identifiés en Antarctique, dans les
glaciers, les océans (Feller and Gerday, 2003; Morita, 1975).

Pour ces micro-organismes, le métabolisme cellulaire (les enzymes) et la structure
membranaire doivent s’adapter aux faibles températures. Les enzymes psychrophiles sont
plus actives que les mésophiles a une température de 15°C (Feller and Gerday, 2003;
Georlette et al., 2004). Il est intéressant de voir que les enzymes psychrophiles réagissent
plus rapidement en sachant que la température moyenne annuelle de I’air au niveau de

I’eau est aux alentours de 15°C.

Une fagon de savoir si les micro-organismes sont viables dans I’atmosphere, consiste a
doser I’adénosine triphosphate (ATP). La concentration théorique en ATP dans une cellule
bactérienne est de 3 x 10~% pmol tandis que la concentration dans une spore fongique est
de 3 x 107° pmol (Amato et al., 2007). Amato et al. ont relevé une concentration en
ATP de 0,40 pmolmL~! d’eau de nuage. Ceci nous indique qu’au sein des nuages, il y
a présence de micro-organismes actifs. Sattler et al. ont dénombré la présence de micro-
organismes actifs dans les nuages par dosage de la thymidine. La concentration bactérienne
viable y est de l'ordre de 1 x 10® bactéries mL~! (Sattler et al., 2001). La littérature
concernant la mesure de la concentration d’ATP dans les bioaérosols est peu abondante,
mais actuellement des systémes de détection sont congus pour mesurer directement I’ATP
dans les bioaérosols (Lee et al., 2008; Seshadri et al., 2009).

Nous 'avons vu la température dans I’atmosphere est basse, ce qui permet de suppo-
ser que cette niche écologique est favorable aux micro-organismes psychrophiles. Effecti-

vement dans l'air, des genres psychrophiles ont été identifiés mais ils ont également été
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Chapitre 2 : La microbiologie des aérosols

trouvés dans des environnements froids (glaciers, Antarctique, sol) : Micrococcus, Aero-
coccus, Planococcus, Chryseobacterium, Pedobacter, Paracoccus, Acinetobacter (Liu et al.,
2000; Mannisto and Haggblom, 2006; Margesin et al., 2003; Polymenakou et al., 2008;
Sheridan and Brenchley, 2000; Yamahira et al., 2008).

2.3 Dynamique temporelle et spatiale des bioaérosols

La concentration microbienne dans l'air peut varier au cours du temps. Dans cette
partie, la variation saisonniere et a une échelle inférieure la variation nycthémérale vont

étre observées.

2.3.1 Variation temporelle
2.3.1.1 Variation saisonniére

La saison est un parametre important dans ’émission des micro-organismes dans l'air.
Généralement, c’est en hiver que ’on observe un minima aussi bien pour les bactéries que
pour les champignons et le maximum a lieu durant le printemps pour les bactéries tandis
que pour les champignons, le maximum est observé en automne (figure 2.3) (Jones and
Harrison, 2004; Lighthart, 1997). Les variations observées ont été étudiées uniquement

sur la fraction cultivable.
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méthode de collecte a été réalisée par impaction (collecteur Andersen) et le dénombrement
par culture (Lighthart, 1997)

Concernant les champignons, 1’étude de Herrero et al. porte sur la variation des cer-
taines spores de champignon dans I'air de Madrid, Espagne. L’émission de spores a lieu

toute 'année avec une augmentation au printemps et également en octobre (figure 2.4)
(Herrero et al., 2006).
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FIGURE 2.4 — Variations saisonnieres de la concentration de spores aérosolisées de diffé-
rents champignons (Herrero et al., 2006)

Deux émissions des spores sont observées :

— Les spores sont émises toute 'année ( Cladosporium, Aspergillaceae, Pleospora) (Li
and Kendrick, 1994) Pour les spores Aspergillaceae, 1’émission serait bimodale (forte

émission au printemps et en hiver).

— Les spores sont émises ponctuellement :
— pendant une saison (printemps-été : Ustilago ; printemps-automne : Coprinus)

— pendant un mois (émission au mois d’octobre pour Agaricales)

Katial et al. ont étudié les variations saisonnieres de certains champignons ( Cladospo-
rium, Alternaria et Epicoccum) sur une période de 8 ans (Katial et al., 1997). Les résultats
obtenus sont similaires a ceux de Herrero et al.. Li et al. ont montré que durant la période

estivale les especes Ganoderma, Leptospharia, Coprinus et Polythrincium dominaient (Li
and Kendrick, 1994).

La variation des micro-organismes dans l’air durant I’année provient majoritairement

des sources et des parametres météorologiques.
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2.3.1.2 Variation nycthémérale

La variation nycthémérale est ’alternance jour/nuit. Il apparait que d’apres plusieurs
études (Gregory, 1973 ; Lighthart and Kirilenko, 1998 ; Tong and Lighthart, 1999 ; Linder-
man et Upper 1985 ; Lighthart et Shaffer 1995) référencées dans (Burrows et al., 2009a,b),
la concentration des micro-organismes fluctue avec cette alternance. La plus forte concen-
tration est observée le jour comme l'indique la figure 2.5. Plusieurs échantillons d’air ont
été collectés a différentes heures de la journée et analysés par une technique moléculaire
(ARISA “Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis”) (Maron et al., 2006). Une

fluctuation de la concentration bactérienne présente dans l'air est recensée.

(b) (c)
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FIGURE 2.5 — Variation de la concentration bactérienne au cours d’une journée (Lighthart,
1997)

Cing phases y sont décrites :
— (a) Concentration minimale durant la nuit

b) Pic de concentration a ’aube (6h-8h) peut étre dii au réchauffement du sol

—

— (c) Second pic de concentration observé vers 14h-16h

— (d) Diminution de la concentration du fait de I'apparition du vent
-

e) Diminution pour atteindre le niveau nocturne

Pour les champignons, le tracé journalier est similaire (émission durant la journée).

Les champignons émettent rapidement leurs spores, en seulement deux heures, un facteur
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d’augmentation de 10 est observé (Burch et al., 2002). L’étude de Stepalska et al. porte
sur la périodicité des concentrations des spores de champignons de Alternaria, Botrytis,
Cladosporium, Didymella et Ganoderma (Stepalska and Wolek, 2009). Il en résulte quelles
que soient les conditions météorologiques, les spores de Cladosporium sont émises des
la fin de la matinée avec un pic d’émission en début d’aprés-midi. L’émission continue
toute 'aprés-midi. Concernant les spores de Botrytis 1’émission a lieu en trois vagues :
la premiere en fin de matinée, la seconde en fin d’aprés-midi et la derniére au cours de
la nuit. Les spores d’Alternaria sont émises en début d’apreés-midi. Enfin les spores de
Ganoderma et de Didymella sont émises en fin de nuit.

Les especes Cladosporium, et Alternaria prédominent durant les jours secs dans la
plupart des endroits en particulier en été. A I'inverse les especes émettant les ascospores
ou les basidiospores ont un mécanisme actif de relargage des spores (décrit précédemment),
qui prédomine la nuit et aprés la pluie. Leur nombre atteint 1 x 10° spores m~—2 quand
le temps est favorable. Habituellement les concentrations sont de 'ordre de 10 a 1 x 103
spores m > (Deloraine et al., 2002). La concentration en spores dans une zone de référence
(zone non soumise aux bioaérosols émis par une plate-forme de compostage) est inférieure
a 1 x 103 spores.m™> pour Bunger et al. (Bunger et al., 2000a,b). Les especes affiliées
au phylum Ascomycota émettent plus de spores quand I'humidité est élevée et quand
la température est basse, ce qui suggere une émission nocturne (Burge, 1986; Li and
Kendrick, 1994).

2.3.2 Variation spatiale

Le tableau 2.6 répertorie la concentration des micro-organismes (bactéries et/ou cham-
pignons) mesurée dans u échantillon d’air ayant soit une origine urbaine, soit rurale, soit
marine. [.’abondance des micro-organismes semblerait étre similaire entre 'air urbain et
rural (Harrison et al., 2005). L’air marin est le plus faiblement concentré des trois envi-

ronnements.
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TABLEAU 2.6 — Concentration des micro-organismes présents dans l'air de différents en-

vironnements
Environnements Bactéries Champignons Références
totales! cultivables
cellules m~3 UFC m—3 UFC m—3
Urbain 3,2 x 103 - 1,7 x 10* Harrison et al. (2005)
Rural 4,2 x 103 — 1,6 x 10* Harrison et al. (2005)
Marin 2,8 x 103 — 1,4 x 104 Harrison et al. (2005)
Urbain 7-24x10% Lau et al. (2006)
Rural 50 — 1,5 x 103> Lau et al. (2006)
Urbain 80 — 2,8 x 103 6 — 560 Di Giorgio et al. (1996)
Marin 0 - 510 0 — 266 Di Giorgio et al. (1996)
Urbain 540 — 690 Shaffer et Lighthart (1997)
Marin 90 — 120 Shaffer et Lighthart (1997)
Rural 410 - 660 Shaffer et Lighthart (1997)
Rural 100 - 710 Shaffer et Lighthart (1997)

I Le dénombrement des bactéries totales a été obtenu par microscopie

2.3.3 Variation des concentrations microbiennes au sein de la

colonne d’air

La premiere étude des bioaérosols dans la colonne d’air date de 1978, elle a été effectuée

par Imshenetsky et al.. Ils ont mis en évidence par culture des micro-organismes collectés

a 77km d’altitude! (Imshenetsky et al., 1978). Depuis d’autres auteurs ont collecté des

micro-organismes dans lair a différentes altitudes puis les ont analysés par des méthodes
culturales (Wainwright et al., 2003; Fulton and Mitchell, 1966; Fulton, 1966a,c,b; Timmons

et al., 1966). Il en résulte une décroissance de la concentration avec l'augmentation de

'altitude. Plus récemment, la concentration des micro-organismes totaux (en supposant

que 1% des micro-organismes présents dans les échantillons se développent) en fonction

de T'altitude a été estimée et est représentée par la figure 2.6 (Yang et al., 2010).

1. correspondant & la mésosphére (couche de l'atmospheére, au dessus de la stratospheére, comprise

entre 50 et 80 km d’altitude)
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FIGURE 2.6 — Estimation de la densité microbienne en fonction de I'altitude d’apres Yang
et al., 2010. L’équation de la droite de régression est d = 4000/h? d représente la densité
microbienne et h la hauteur

En plus de ces variations, les parametres météorologiques sont a prendre en compte.
En effet ils ont une influence sur la survie des micro-organismes aérosolisés, leur dispersion

(physique et biologique).

2.4 Les mécanismes de survie des micro-organismes

Les micro-organismes présents dans l'air sont soumis a de nombreux facteurs (tem-
pérature, humidité. ..). Ces différents facteurs peuvent induire des stress chez les micro-
organismes et pour survivre, ils doivent s’adapter a ces nouvelles conditions, en entrainant
des réponses physiologiques. Dans cette partie, les différents facteurs environnementaux
générant des stress relatifs a la survie dans l’air sont présentés ainsi que les réponses

microbiennes a ces stress.

2.4.1 Les facteurs météorologiques
2.4.1.1 La température

C’est un des facteurs principaux pour la survie des micro-organismes aérosolisés. En
effet la température agit directement sur le métabolisme microbien (vitesse de réaction
des enzymes, fluidité des membranes...). La figure 2.7 indique la température régnant
dans la troposphere. On observe que le gradient de température est important car on

passe de 20°C au niveau de la mer a -51°C en limite de troposphere.
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Température et pression dans la troposphére

Température en °C

-60 -40 -20 0 20
| | | | ]
10 B X
AN
B X
AN
8 — B

g o+ .
c
) \ \
° X &
ke
p=}
E= 4 \x \8
< \ N
X ]
\ \
X e
\ \
X a2
\ \
2 - X [
\ \
X ]
N \
X e
N \
X =
N\ \
0 - X 2
[ I I I I I 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Pression en hPa

FIGURE 2.7 — Variation de la température (M) et de la pression dans la troposphere (x)

La température est corrélée avec de nombreux facteurs climatiques qui peuvent af-
fecter les micro-organismes présents dans 'atmosphere (par exemple corrélation négative
avec 'humidité (Li and Kendrick, 1994). De nombreux auteurs ont constaté que la tem-
pérature était corrélée positivement avec la concentration bactérienne, c’est a dire que la
concentration bactérienne augmente avec la température (Bovallius et al., 1978; Harrison
et al., 2005; Jones and Harrison, 2004; Lighthart et al., 2004). Cette relation est également
vraie pour les champignons (Adhikari et al., 2006; Burch et al., 2002; Katial et al., 1997).

Les micro-organismes aérosolisés sont soumis aux basses températures présentes dans
I'atmosphere (figure 2.7). Ce stress est 'un des facteurs les plus limitant de la présence
de micro-organismes viables. La réponse cellulaire a ce stress thermique est la production
de protéines du froid (“cold-shock”) (Graumann and Marahiel, 1998). Ces protéines sont
présentes chez de nombreuses bactéries et champignons. Elles permettent de maintenir

I’activité cellulaire aux basses températures.

Un changement de la composition membranaire s’opere également aux basses tempé-
ratures afin d’augmenter la viscosité dans les membranes. Ceci s’effectue notamment par
I'augmentation de liposaccharides et par la réduction des chaines des acides gras (Chin-
talapati et al., 2004; Laybourn-Parry, 2002). Une autre réponse face aux froids est la
présence de pigments, principalement les caroténoides ainsi que leurs dérivés. Ces pig-
ments sont présents dans la membrane, et la stabilisent. Plus la température est basse,

plus la concentration des pigments augmente (Fong et al., 2001).
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Les micro-organismes possedent des cryoprotecteurs (Cleland et al., 2004). La gly-
cine bétaine (synthétisée a partir de la choline) est un osmorégulateur et également un
cryoprotecteur. L’activation de la glycine bétaine s’effectue a une température comprise
entre 10 et 15°C et entraine une modification de la composition en acide gras au sein de
la membrane permettant de maintenir une fluidité (Ozcan et al., 2007). Marthi et al. se
sont intéressés a l'effet que la bétaine peut avoir sur les bactéries aérosolisées provenant
d’une station d’épuration des eaux usées et d'une exploitation agricole. Ils ont montré
que l'ajout de bétaine dans le milieu de culture permettait un meilleur développement

des colonies des micro-organismes aérosolisés (Marthi and Lighthart, 1990).

2.4.1.2 L’humidité relative

L’humidité relative correspond au rapport entre la quantité de vapeur d’eau présente
dans un échantillon d’air sur la quantité maximale qu’il peut contenir & une température

et une pression données.

L’humidité joue un role dans la survie des micro-organismes présents dans l'air. La
modification du taux d’humidité dans I’air peut provoquer des modifications de conforma-
tion de la membrane et des protéines des micro-organismes et ainsi diminuer sa viabilité
(Israel and Lighthart, 1993). La protection mise en ceuvre consiste & accumuler dans les
cellules des osmorégulateurs comme la bétaine, la proline, le tréhalose. .. (Kempf and Bre-
mer, 1998). Ces osmorégulateurs sont présents chez les bactéries et les champignons mais

aussi les invertébrés et les végétaux.

En 2001, Peccia et al., ont montré a ’aide de la microscopie et des méthodes cultu-
rales que les bactéries absorbent 1’eau présente dans ’atmospheére et que ceci permet une

protection face aux ultra-violets (Peccia and Hernandez, 2006).

Les bactéries produisant des exopolysaccharides se protegent dun stress hydrique. En
effet les exopolysaccharides peuvent retenir 1'eau, si les conditions sont défavorables ils

peuvent former un gel autour de la cellule (Chataigné, 2007).

Le vent asseche les masses d’air entralnant un stress hydrique pour les micro-organismes,
dont les mécanismes de réponse ont été présentés.

Pour les bactéries, selon certaines études, le taux d’humidité a un effet positif sur leur
aérosolisation, (Burch et al., 2002; Katial et al., 1997; Lighthart et al., 2004), alors que
d’autres (Mouli et al., 2005), ne trouvent pas de corrélation entre le taux d’humidité et
I’aérosolisation bactérienne.

Walter et al. ont aérosolisé deux especes Pseudomonas syringae et Erwinia herbicola
sous conditions contrdlées en température et en humidité relative (Walter et al., 1990).
Ils ont mis en évidence 'influence des conditions température/humidité relative lors de
I’aérosolisation de ces micro-organismes. La survie de Pseudomonas syringae aérosolisé
a une température de 12°C avec 80% d’humidité est 35 a 65 fois supérieure qu’a une

température de 27°C pour une humidité de 40%.
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2.4.2 Les radiations

Les radiations électromagnétiques correspondent aux rayons X, aux rayons 7 et aux
rayons ultra-violets. Ces derniers génerent des lésions au sein du matériel génétique des
micro-organismes (figure 2.8) (Mohr, 1997). Le rayonnement UV au niveau de la mer varie

entre 80 et 200 W m~2 selon la présence ou I’absence d’une couverture nuageuse.

Protéines

Effet direct enzymes

ADN—— Dommages —

Mort
cellulaire

Radiations

Formations

Molécules ——™°"
radicaux

Effet indirect

Membrane

F1GURE 2.8 — Effets des radiations sur les micro-organismes

Le rayonnement solaire induit une perte de la cultivabilité et de viabilité (passage des
micro-organismes en VBNC) des micro-organismes (Tong and Lighthart, 1997). Dans leur
étude sur la survie dans les océans, Aguogé et al. ont montré que la résistance au rayon-
nement solaire dépend de I'espece bactérienne (Agogue et al., 2005). Les especes les plus
résistantes, Pseudomonas et Alteromonas, sont affiliées au groupe des - Proteobacteria.
Certains micro-organismes se sont adaptés face aux rayonnements en augmentant la
concentration de pigments (jaune, rouge, orange) durant la journée. Les radiations en-
trainent une diminution de la survie des bactéries totales (pigmentées et non pigmentées),
par contre les bactéries pigmentées se développent (Tong and Lighthart, 1997). Pour ces
auteurs, ils semblent qu’il y ait une relation inverse entre la survie des bactéries totales
et les bactéries pigmentées.

Le genre Deinococcus est particulier car c’est le seul micro-organisme capable de ré-
sister aux rayons 7. L’espece Deinococcus radiodurans est multi résistante : dessiccation,

rayonnements UV, rayonnements v et péroxyde d’hydrogene (Venkateswaran et al., 2000).

2.4.3 Les nutriments présents dans ’atmospheére

Dans I’étude de Vaitilingom et al., ils ont recueilli des bactéries présentent dans ’air
(nuages) et les ont cultivées avec un milieu de culture contenant les concentrations des
nutriments mesurées dans I’air. Les nutriments présents dans I’atmosphere, et plus précisé-
ment dans les nuages (eau atmosphérique) sont référencés dans le tableau 2.7 (Vaitilingom
et al., 2010). Actuellement, c’est la seule étude qui montrent que certains micro-organismes
prélevés dans l'air se développent en utilisant comme substrat les nutriments identifiés

dans l’air.
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TABLEAU 2.7 — Les principaux composés organiques retrouvés dans les nuages (Puy de
Doéme 2001-2008) (Vaitilingom et al., 2010)

Composés  Concentration dans les nuages en uM

minimale maximale
Acétate 0,31 48
Formate 0,25 70
Succinate 0,02 4
Oxalate 0,10 7
Nitrate 0,80 766
Sulfate 1,94 370
Ammonium 6,28 1,8 x 103

Certains de ces composés présents dans les nuages interviendrait dans les différents
cycles métaboliques et donc pourrait servent de substrat aux micro-organismes. L’acétate,
le succinate ainsi que le fumarate sont des voies d’entrées pour le cycle de Krebs mais
également dans d’autres voies de synthese.

Sattler et al. indiquaient la présence de micro-organismes viables dans les nuages utili-
sant comme nutriments en plus des composés précédemment cités des alcools (dodecanol,
tetradecanol, hexdecanol, octadecanol ainsi que des alcools a longues chaines (C12-C18))
(Sattler et al., 2001).

Nous I'avons vu, les micro-organismes présents dans 'air subissent de nombreux stress,
limitant leur développement, néanmoins, certains sont capables de résister et se maintenir
dans cet environnement. Parmi ces micro-organismes, certains peuvent avoir des effets

potentiels sur la santé des hommes.

2.5 Les impacts sanitaires associés aux bioaérosols

Au sein du bioaérosol des micro-organismes pathogeénes ainsi que leurs métabolites
secondaires peuvent avoir un effet sur la santé humaine. Les mécanismes d’action employés
sont de deux ordres :

— un mécanisme infectieux

— un mécanisme allergique et ou inflammatoire

Il faut savoir que chaque jour une personne respire environ 14m?® d’air. La respira-
tion ainsi que l'ingestion sont les principales voies d’entrée des agents infectieux dans
I'organisme. Les hommes émettent en permanence des bioaérosols lors d'une discussion,

d’une toux, d'une desquamation. Lors d'un éternuement entre 4 x 10* et 2 x 10% particules
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sont émises dont 80% ont une taille comprise entre 10 et 100 pm (Duguid, 1946) (figure
2.9). Méme lorsque les hommes sont immobiles, chaque minute, 1 x 10° particules d’un
diameétre supérieur a 0,3 pm sont émises. Lors d'un déplacement & 3kmh~!, la quantité

d’émission des particules est de 5 x 10° (Renoux and Boulaud, 1998).

1000000
0 100000
3
= Eternuement
)
e 10000
Q@
-
O
% 1000
o Toux
[}
©
n 100
o
0
S Parler
o
= 10

1 L L) Ll T
0.1 1 10 100 1000 10000

Taille des particules en (um)

FIGURE 2.9 — Concentrations en particules aérosolisées par I'homme (Cloutier, 2007)

2.5.1 La réaction infectieuse
2.5.1.1 La transmission

L’air constitue une voie de transmission des micro-organismes avec l'eau, les aliments,
les animaux. ... La transmission peut s’effectuer via l'intermédiaire de poussieres ou de

gouttelettes d’eau.

2.5.1.2 L’inhalation

La taille de la particule joue également un role. En effet selon la taille, la particule
inhalée pénetrera plus ou moins profondément au sein de I’arbre respiratoire. En France,
le code du travail (articles R.4222-3 et R.4222-10) définit la taille des particules pouvant
pénétrer dans les différentes régions de ’arbre respiratoire. Seules les particules inférieures
a 100 pm sont prises en compte comme risque d’inhalation pour les travailleurs. Les dif-
férentes classes sont :

— Particules ayant un diametre compris entre 5 et 30 pm, la pénétration s’arréte au

niveau de la région naso-pharyngée.
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— Particules ayant un diametre compris entre 1 et 5pm, la dépose s’effectuera au
niveau de la région trachéo-bronchique.

— Pour les particules ayant un diametre inférieur a 1pm, la pénétration ira jusqu’au
compartiment alvéolaire.

La figure 2.10 représente les différents compartiments de l'arbre respiratoire et la

pénétration de différentes tailles de particules.

Région naso-pharyngée

Larynx
Trachée
Région trachéobronchique —
Bronche
Bronchiole
Région alvéolaire
Alvéole

FIGURE 2.10 — Arbre respiratoire de 'homme. Le dépot des particules selon la taille est
représentée : en jaune 5-30 pm, en orange 1-5pm et en mauve < a 1 pm
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Le tableau 2.8 répertorie les symptomes que peuvent engendrer certains micro-organismes

ou leurs métabolites secondaires lorsqu’ils sont inhalés.

TABLEAU 2.8 — Les effets sanitaires potentiels des principaux micro-organismes aérosolisés
ou de leurs métabolites

Types de micro-organismes et Exposition Réaction
métabolites secondaires

Actinomycetes inhalation  allergique : rhinite, BAAE!

Aspergillus fumigatus inhalation infectieuse (aspergillose)
allergique

Endotoxines inhalation  inflammation(seuil 10 ng m=3)

ODTS? (seuil 200 ng m=3)
asthme (seuil 100 ng m=3)

Mycotoxines inhalation  cancérigene
potentiellement cancérigene

1—3)-B-D-glucanes inhalation mal connue
g
sensibilité respiratoire

! Bronchoalvéolite allergique extrinséque
2 Syndrome toxique des poussiéres organiques

2.5.1.3 La dose infectante

L’inoculum inhalé est généralement faiblement concentré pour provoquer des maladies
sans passer par une phase de multiplication. Afin que I'infection se déclare, il faut que
le nombre de micro-organismes dépasse un seuil. Ce seuil est variable d’une personne a

I’autre, selon si elle est immuno-déprimée, malade ou saine.

2.5.2 La réaction allergique et ou inflammatoire

L’allergie est définie comme : “la capacité d’un individu a réagir de maniere différente
lors d'un second contact avec un antigene. La notion d’hypersensibilité spécifique fait
référence a une réaction immunitaire exacerbée ou inappropriée”. Des facteurs génétiques
(prédisposition), ainsi qu’une exposition a des allergeénes peuvent entrainer une réaction
allergique.

La réaction inflammatoire est un type de mécanisme général de défense de I'organisme

(vasodilatation des vaisseaux sanguins, apport et activation de protéines et libération de

89



Chapitre 2 : La microbiologie des aérosols

médiateurs).
Les réactions allergiques ou inflammatoires different d’un individu a I'autre selon qu’il
est prédisposé ou non. De nombreux micro-organismes ainsi que leurs métabolites peuvent

entrainer une hypersensibilité.

2.5.2.1 La broncho-pneumopathie obstructive

Il s’agit de bronchite chronique ou d’emphyséme. Ce syndrome a en particulier été

décrit chez les ouvriers des silos a grains et dans les élevages de porcs et de volailles.

2.5.2.2 Le syndrome toxique de la poussiére organique

Ce type de pathologie regroupe tous les cas de mycotoxicoses pulmonaires allant du
poumon du fermier, aux fievres d’inhalation, et les fievres des travailleurs du textile (RE-
CORD, 2008). Le syndrome toxique de la poussiere organique, ODTS (“Organic Dust
toxic Syndrom”), est observé aprés une forte exposition a de fines poussieres (diametre
< 5um). La présence d’endotoxines, d’ Aspergillus fumigatus et de Penicillium serait res-
ponsable de cette pathologie. Les ODTS s’observent principalement chez les travailleurs
nouvellement embauchés (RECORD, 2008).

2.5.2.3 La pneumonie d’hypersensibilité

Ce type d’allergie est également connue sous le nom d’alvéolite allergique extrinseque.
Elle est liée a I'inhalation d’actinomycetes thermophiles et de champignons comme Asper-
gillus, Penicillum ... (De Lucca, 2007). Les formes de pneumopathies d’hypersensibilité
évoluent plus ou moins brutalement vers une insuffisance respiratoire. Les troubles dis-
paraissent en général si 'exposition cesse. A chaque nouvelle exposition, les symptomes
peuvent réapparaitre et évoluer vers une atteinte pulmonaire irréversible. La forme chro-
nique surviendrait surtout chez les sujets continuellement exposés a de petites doses de
fagon réguliere (RECORD, 2008).

2.5.2.4 I’asthme professionnel

Il est défini comme des asthmes induits de fagon spécifique par I'exposition répétée
a des agents présents dans le milieu professionnel. Le contact avec des bioaérosols peut
engendrer de ’asthme pour les travailleurs. Cette maladie touchant les bronches entraine
une gene respiratoire. Plus de 400 agents différents ont été rapportés comme cause possible
de I'asthme professionnel et de nouvelles étiologies ne cessent d’apparaitre. Les moisissures
et les champignons sont les principaux agents microbiologiques incriminés (RECORD,

2008).
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2.5.3 Les toxines
2.5.3.1 Les mycotoxines

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires des champignons composés d’ami-
noacides et de terpenes. Ce sont des composés stables a la chaleur. Les champignons
produisant le plus de mycotoxines sont les Aspergillus, Trichotecium, Penicillium, Fusa-
rium ... (Perdrix et al., 1997). Il faut noter qu’a l'intérieur d’'une méme espéce, toutes
les souches ne sont pas toxinogenes.

Il existe plus de 600 mycotoxines connues mais toutes n’ont pas la méme toxicité. Les
principales mycotoxines sont :

— Les aflatoxines sont produites principalement par Aspergillus flavus et Aspergillus
parasiticus, elles ont une large distribution et un haut pouvoir contaminant par voie
orale.

— Les trichotécenes regroupent plusieurs dizaines de mycotoxines différentes produites
par de nombreuses especes fongiques dont les Fusarium (les principales sont la toxine
T2, le désoxynivalénol et le nivalénol) (De Lucca, 2007). On les trouve principale-
ment dans les cultures : le mais, le blé et I'orge.

— Les ochratoxines sont produites principalement par Aspergillus (Aspergillus ochra-
ceus. . .) et Penicillium (Penicillium viridicatum. . .), la plus toxique est 'ochratoxine
A, trouvée dans le mais, l'orge, le blé, le café. .. (Perdrix et al., 1997).

— les fumonisines sont produites par Fusarium oxysporum, Fusarium verticillioides.
Elles sont cytotoxiques pour les cellules des mammiferes (De Lucca, 2007) et sont
présentes dans le mais.

L’aflatoxine B1 est classée dans la catégorie effet cancérigene certain pour 'homme,

tandis que I'ochratoxine A, I'aflatoxine M1, la griséofulvine, la fumonisine B1 et 'acide

penicillique sont classées dans la catégorie potentiellement cancérigene.

2.5.3.2 Les glucanes

Ce sont des polysaccharides issus des parois cellulaires des plantes (avoine), des cham-
pignons et de certaines bactéries (Actinomyces, Streptomyces). Les glucanes ayant des

effets immunobiologiques puissants sont les (1—3)-3-D-glucanes.

2.5.3.3 Les endotoxines

Elles sont présentes dans la paroi des bactéries Gram négatif. La destruction ou la
multiplication des bactéries liberent les endotoxines qui deviennent actives (Miller, 1994).
Elles n’ont pas d’action spécifique et ont un pouvoir antigénique faible. Les effets varient
selon la concentration inhalée, bénéfique a faible dose (stimule la prolifération des cellules
du systéme immunitaire, principalement les lymphocytes B (Gery et al., 1972) et néfaste

a plus forte concentration (Delaunay, 1997; Perdrix et al., 1997). Les endotoxines sont
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formées d'un complexe de liposaccharide (LPS) responsable de la plupart des effets, il
agit par des mécanismes inflammatoires mais aussi toxiques et immunologiques. La partie
lipidique (lipide A) des endotoxines est la cause de la majorité des propriétés toxiques
(Rylander and Jacobs, 1994). Les endotoxines ont été identifiées dans les poussieres orga-

niques présentes dans les usines de compostage.

2.5.4 Les études épidémiologiques
2.5.4.1 Etudes épidémiologiques dans les industries

Le tableau 2.9 issu d’'une synthese de Poulsen (Poulsen et al., 1995), rassemble les prin-
cipales études épidémiologiques réalisées dans les industries. Les principaux symptomes
respiratoires observés dans les différents milieux industriels sont principalement dus aux

endotoxines.
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2.5.4.2 Etudes épidémiologiques dans les procédés de dépollution en milieu

professionnel

Le tableau 2.10 présente les différentes pathologies retrouvées dans la filiere de traite-

ment des déchets.

TABLEAU 2.10 — Récapitulatif des différentes études

professionnel

épidémiologiques au sein du milieu

Sources Population

Symptomes

Agents impliqués

Auteurs

Plate-forme de compostage
Mélange OM! et boues de STEP 13

Mélange boues de STEP et DV 107
Compost 8
Compost 22

Compost individuel 1 paysagiste

Centre de tri papier 20

Centre de tri déchets 44

Fievre, céphalées
irritation occulaire
diarrhées

Irritation occulaire
Irritation nasale
Infections des oreilles
Infections cutanées
Asthme

Bronchite chronique
Toux

Irritation des yeux
Irritation du nez
Problémes respiratoires
Problémes cutanés
Bronchite

Sinusite

oDTSs?

BAAE?

Bronchite chronique
Toux

Irritation des yeux
Irritation du nez
Rhinorée?

Irritation de la gorge
Problémes respiratoires
Irritation occulaire
Irritation de la gorge
Irritation du nez
Problémes respiratoires
Toux

Bronchite chronique

Suspicion
Endotoxines

Bactérie Gram négatif
Aspergillus

Bactérie Gram négatif
Endotoxines

Micro-organismes

Champignons
Actinomycétes

Aspergillus

Micro-organismes

Micro-organismes
Endotoxines

Lundholm and
Rylander, 1980

Clark et al., 1984

Sigsgaard et al. 1994

Bunger et al., 2000

Weber et al., 1993

Sigsgaard et al. 1994

Sigsgaard et al. 1994

1 Ordures ménageres

2 Syndrome toxique des poussiéres organiques

3 Bronchoalvéolite allergique extrinseque
Ecoulement nasal

Une étude parue en 2009 recense toutes les études épidémiologiques réalisées sur les

procédés de dépollution (centre de stockage des déchets ultimes, incinérateurs, collecte
des ordures ménageres et du compostage) (Porta et al., 2009).

Sur la période 1983-2008, quarante-neuf études sont effectuées dont trente-deux concernent
les risques sanitaires des riverains et seulement dix-sept concernent les travailleurs. Sa-
chant qu’'une grande majorité des études est en relation avec les incinérateurs et les centres
de stockage des déchets ultimes.

Concernant les plates-formes de compostage, seulement deux études sont rapportées
pour les travailleurs (Bunger et al., 2000a,b, 2007). Elles ont été réalisées en Allemagne,
en 2000 Bunger et al. ont montré que les travailleurs sur les plates-formes de compostage
présentaient plus de maladies cutanées et pulmonaires que la population témoin.

La seconde étude qu’ils ont effectuée en 2007 sur quarante et une plates-formes de
compostage consistait en une étude sur l'exposition a long terme des travailleurs face
aux poussieres. L’évaluation a consisté en un questionnaire standardisé, un examen cli-

nique et des mesures spirométriques. Il en ressort que sur six des quarante et un sites de
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compostage, une prévalence d’irritation des muqueuses oculaires et des voies respiratoires
supérieures est observée chez les travailleurs par rapport au groupe témoin. Des cas de
conjonctivite sont fréquemment diagnostiqués chez les travailleurs. Les auteurs concluent
sur le fait que I'exposition aux poussieres organiques sur les plates-formes de compos-
tage est associée a des effets respiratoires aigus et chroniques, incluant des irritations des

muqueuses, des bronchites chroniques et un déclin accéléré du volume expiratoire.

2.5.4.3 Etudes épidémiologiques aupres des riverains

Actuellement, il existe peu d’études, seulement cing, sur le risque des riverains des sites
de compostage, pour trois d’entre elles (Browne et al., 2001; Cobb et al., 1995), les résultats
sont non significatifs. C’est a dire qu’il n’y a pas de différence qui a été mise en évidence
entre les riverains d’une plate-forme de compostage et le groupe témoin. Les deux dernieres
Douves et al. (2000) et Herr et al. (2003) ont montré qu’il y avait une augmentation des
inflammations respiratoires (bronchites, essoufflements), des tremblements, de douleur
aux yeux (Douwes et al., 2003; Douwes and Wouters, 2000; Herr et al., 2003).

Herr et al. ont comparé une zone résidentielle témoin avec une zone proche d’un site
de compostage, qu’il a divisé en trois zones (150 — 200 m; 200 — 400 m; 400 — 500 m). 11
en ressort que pour la zone 150 — 200 m, il y a une augmentation des éternuements et une
fatigue des yeux (Herr et al., 2003). Dans tous les cas il est tres difficile d’établir un lien

de causalité entre les émissions d’un site de compostage et les effets sur les riverains.

Dans ce chapitre consacré a la composition microbienne dans ’atmosphere, il en ressort
que cette composition varie en permanence au cours de la journée mais également selon les
masses d’air analysées (urbaines, rurales, cotieéres). Pour les champignons, I’émission de
spores vers ’atmospheére est variable au cours de I'année selon les especes. Cette émission
est régie par les parametres environnementaux telles que la température et I’humidité. Ce

phénomene de saisonnalité n’est pas observé chez les bactéries.

Au sein du bioaérosol présent dans I’atmosphere, toutes les études montrent une forte
dominance du phylum Proteobacteria (o, [ et 7).
Maintenant que nous connaissons la diversité microbienne de I'air dans différents en-

vironnements, observons la diversité des bioaérosols émis lors du traitement des déchets.
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3.1 Introduction

3.1 Introduction

Les procédés biologiques de dépollution sont basés sur 1'utilisation du potentiel micro-
bien de transformation de la matiere organique. La diversité microbienne va étre différente
d’un procédé a l'autre. Au sein d’'un méme procédé, selon 1’évolution du traitement, la
dynamique de la communauté microbienne va étre modifiée. Comme la diversité change
au cours du traitement, le bioaérosol émis change également. Les bioaérosols émis sur les
procédés de dépollution sont de natures différentes d’un procédé a 'autre et évoluent au
cours du traitement De maniere générale, la concentration de particules aérosolisées est
dépendante a la fois de la nature des déchets, des méthodes de travail et des conditions

météorologiques.

3.2 Les centres de stockage

3.2.1 Principe de fonctionnement

Il y a quelques années, la mise en décharge était considérée comme un moyen bon
marché pour se débarrasser des ordures et avait une image négative. Depuis la filiere
a subi des modifications notamment d’un point de vue réglementaire. Le stockage des
déchets est la derniere étape de la filiere de traitement car il reste un résidu émis, nommé
déchet ultime, qui doit étre stocké.

En France, il existe trois types de centre de stockage des déchets ultimes (CSDU) :

— CSDU 1 : soumis a la réglementation des installations classées pour la protection
de l'environnement (ICPE), accueillant les déchets industriels dangereux tel que le
refus d’incinération des ordures ménageres (REFIOM)

— CSDU 2 : accueillant les déchets ménagers et assimilés.

— CSDU 3 : accueillant les déchets dits inertes (matériaux de construction, gravats. . .).

La figure 3.1 présente les différentes caractéristiques d'un centre de stockage.
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3.2.2 Concentration et communauté microbienne des bioaéro-

sols

Au sein d’'un centre de stockage, les zones d’émissions des bioaérosols sont observées
lors du déversement des déchets dans les casiers et également lors du travail du chargeur.
Le biogaz est également une source d’émission mais la réglementation implique que le
biogaz soit collecté (cf. paragraphe 3.7 réglementation francaise associée aux émissions
atmosphériques).

Concernant la diversité microbienne aérosolisée d’un centre de stockage de déchets
ultimes, peu d’études ont été réalisées (Rahkonen et al., 1987; Rahkonen et al., 1990;
Reinthaler et al., 1999 ; Réseau Santé Déchets, 2000) présentes dans (Delaunay, 1997;
Huang et al., 2002) et les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 3.1. Pour ces
cing études, la méthode de collecte des bioaérosols employée est celle de I'impaction. Le

dénombrement des micro-organismes a été réalisée par culture.

100



3.2 Les centres de stockage

6661 10 42 Io[RUIUIOY

¢‘c 1 Aowr
0661 “Iv 72 USUONURY (g : Xew ‘() : ur

sngvbrunf -y

WNILDST,]
WNIUOUILI
wWnLodsopv))
dabru
smavbrwnf ‘v
“ds snppong
“ds 142701QoL23UN]

‘ds spuowopnasg

0T X €T : powt

0T X G 1 XRW (¢ : Ui

;0T X € & xew

002 - Ut

0T X 19 : cpowr
F0T X €F ¢ xeU (L9 : UMW

0T X T & xeuw

00y - ura

92IN08
B[ € SUOISSTUI

ZNO
98e3D0Is op oIjua)) T

I9Ised un Jans

98e3[D09s 9P SAIUR)) g

wnorus g
wnLodsopy)
sn)biadsy
senbooordyusy (10ATY) L0T X 6T © xeW IDISBD UN INS
1861 Iv 70 ULUONYRY $910AWOUTIOY (10A1Y) (0T X 8¢ : Lowt (10A1Y) 00G : [Aowr  ©FesO0Ys Op SPIPUR)) G
(g Su) SoYIUapI e—W DAN e~ DAN
SOOUDIJOY SoUIX0j0pUH SouISTe310-0IDTA] xnej0) suousidurey)) So[B)0} SoLIYORY SOMAIOY

SOWITY[N SFOYDIP Sop 98EID0IS 9P SIJUD dp Jueusrold s[osoIe

-0Iq S9of suep m@gwﬁﬂdwumYO&owE SOp SUOIjRIUIDUO)) T°¢ NVHATIV],

101



Chapitre 3 : Bioaérosols émis lors des procédés de dépollution

oUWOM®E 939 sINodfeA sop duuafowr , 1930 ‘sdurojurid ‘IOATY SINdTRA SOp dUUIAOU

9

3 ¢ ¢ ‘ 3 ‘
ouwoine 939 ‘sdwojurid SIMoeA Sop SUUGAOUL , : SJOUDY(] PIURS NBISYY 4, - OURIPIW ¢ : SOIYTRUIUI SOINPI() , - dUULAOW |

DILDINAUT)
WNILDST,T
§902fiw0]199D J
DILDULIY
wWnLodsopv)) <01 X 89 : dowr ,000g
wnpoud 0T X L9 : Aow 6661
200g ‘'1v 70 Suenpy sn)pbiadsy ¢0T X G @ Kowr Q66T
DILDINALT)
WNILDST,T
§90fiut0]1990 g
DILDULIY
wniLodsop)) +0T X 7T + £Low ,000¢
wn oA g pOT X T+ oW 6661
¢00g v 12 Suenyy sn)pbaodsyy pOT X T ¢ Ao (8661
wnip s g
snavbrunf ;0T X 7 @ (0T X g * zedolq
Jiedou urery) 70T X ¢ % 007 * 9109A[®

000¢ ‘»dSY T'T:Xew ¢I°) : Ul Josod urers ¢0T X G'¢ ® 00g * uordeoga

<01 X GG : dowr ,000g
0T X 9g © £ow (G661
¢0T X ¥ : fowr Q66T

0T X ¥'g + dowr ,000g
(0T X g © fowr (6661
<01 X ¢ @ Aowr Q66T

0T X LTe ¢0T X G‘1 : zeSolq
0T X 8T ® ;0T X g : 9[09A[®
¢0T X L @ g : uonpdador

sue ¢ Ins 1AINS
9INJOULIS) P

SINO0O U9 I9ISE))

SuUR ¢ INS IAINS

QUILIOJ IOTS'))

9109[[00 P
sjutod ¢

WO
98ex009s 9P SAINUR)) ¢

g 3u SYIIULPT e~ DAN
SOOURININ SOUIX0JOPUH SOWISTURSI0-0IDTA] xnejo} suoudrdurer))

e~ DAN
S7€)0} SOLIYORY

SOYAIOY

102



3.2 Les centres de stockage

La concentration bactérienne, mesurée par ces cinq études, présente dans les bioaéro-
sols émis par les différents centres de stockage est de I'ordre de 1 x 103 UFC m™3, tandis
que pour les champignons elle est de 1 x 10* UFC m~3. Les genres fongiques identifiés
dans les différentes études sont Aspergillus et Penicillium.

Huang et al. ont collecté des bioaérosols sur une période de trois ans dans deux dé-
charges dont une était fermée (présence d’une couverture de terre sur les casiers) et 'autre
était en cours de fermeture (préparation en vue de recouvrir le casier). Peu de différence de
concentration microbienne entre les deux casiers est observée (1 x 10® pour les bactéries,
pour les champignons différence d’une unité logarithmique). La concentration microbienne
fluctue peu au cours des trois années pour les deux types de casiers (Huang et al., 2002).

Ce qu’il ressort de ce tableau, c’est qu’il y a peu d’études qui se sont intéressées aux
bioaérosols générés dans les centres de stockage. La concentration bactérienne et fongique
est supérieure a 1 x 10° UFC m™2 et les genres fongiques Aspergillus et Penicillium ont
été identifiés.

L’étude réalisée par le RSD (Réseau Santé Déchets) présentée dans le tableau 3.1
montre une prédominance de bactéries Gram négatif (Pasteurella pneumotropica, Ochro-
bactrum anthropi, Stenothromonas maltophila) dans le biogaz alors qu’au niveau d’une
alvéole en exploitation c¢’est une dominance des bactéries Gram positif qui sont aéroso-
lisées. Pour les champignons, les concentrations les plus fortes sont retrouvées dans le
biogaz et lors de I'exploitation d’une alvéole avec une dominance d’Aspergillus fumigatus
et de Penicillium. Lors d’'un déchargement de camion dans l’alvéole, la concentration en
bactéries a atteint 1 x 10° UFC m~3.

Dans le biogaz, la concentration en bactéries totales est comprise entre 2 x 10® et
1,2 x 10* UFC m~2. La concentration en bactéries Gram négatif atteint 1 x 103 UFC
m~3.

Le fait de brasser les lixiviats dans la lagune est également une source d’aérosolisation
des micro-organismes, notamment les bactéries Gram négatif qui sont retrouvées a une
concentration de l'ordre de 1,5 x 103 — 8,4 x 103 UFC m~3.

Huang et al. ont observé que les genres dominant présents dans le bioaérosols émis
par les deux types de casier sont Aspergillus, Penicilliums et Cladosporium. Les genres
Cladosporium et Alternaria sont plus présents dans le bioaérosol émis par le casier fermé
que par celui du casier en cours de fermeture, différence d’une unité logarithmique. Une
hypotheése qui peut 'expliquer : les casiers fermés sont recouverts de terre puis végétalisés

(arbres, herbes). Ces deux genres fongiques sont présents sur les végétaux (pathogenes).

3.2.3 Dispersion des bioaérosols

Les auteurs, ayant réalisés I’étude pour le RSD en 2000, se sont intéressés a I’exposition
des riverains face aux bioaérosols émis par les centres de stockage. Lorsqu’il n’y a pas
d’activité sur le site, la concentration bactérienne en aval, sous les vents dominants, a une

distance comprise entre 100 et 400 m est de l'ordre de 200 UFC m~2 et la concentration
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des champignons est comprise entre 500 et 1,3 x 103 UFC m~3.

Les concentrations bactériennes en aval sont supérieures a celles mesurées en amont

du centre qui est de 37 UFC m~3. Lors d’un déchargement d’un camion dans le centre, la

concentration fongique & 100 m en aval est de 9 x 10> UFC m—3.

Au cours de cette étude seuls les micro-organismes viables et cultivables ont été dénom-

brés, ce qui sous estime la concentration présente dans les bioaérosols émis des centres

de stockage. Le tableau 3.2 synthétise les données obtenues pour les micro-organismes

aérosolisés et se dispersant dans I’environnement des centres de stockage.

TABLEAU 3.2 — Concentrations bactériennes et fongiques aux alentours des centres de

stockage

Distance Bactéries totales Distance Champignons Références
UFC m™3 UFC m™3

En amont du site 37 RSD, 2000

En aval du site 100 m 500 — 1,3 x 103

100 — 400 m < 200 85 m 722 Aspergillus fumigatus

En aval du site

déchargement 100m 9 x 103

camion-benne

450 m 35 - 2,7x 103 450m 500 — 4,1 x 103 Reinthaler et al.,1999
med! : 280 med : 1,4 x 103

I médiane
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3.3 Les stations d’épuration

3.3.1 Principe de fonctionnement

Il existe plusieurs types de stations d’épuration des eaux usées : stations a boues
activées, biofiltres, stations physico-chimiques.... En France, les stations d’épurations
utilisant le procédé des boues activées sont les principales et ce sont également celles
pour lesquelles les émissions de bioaérosols sont les plus étudiées. C’est pourquoi dans
cette section seulement ce procédé sera présenté. Une station d’épuration des eaux usées
par traitement des boues activées est constituée de différents niveaux de traitement (pré-

traitement, primaire, secondaire (biologique) et tertiaire) comme l'indique la figure 3.2.

TRAITEMENT BIOLOGIQUE

Traitement
des refus
Dégrillage R ) ) )
Décanteur primaire Bassin d'aération Clarificateur
—d
Relevement Dessabla
|? % Dehuilage e
] | A T 3 M C ed
\\
\\\\\‘ ] "_T
- ™ Rejet
= -
Arrivée M vers le milieu
des v Recirculation naturel
effluents Reprise ¢ Production d"air
et lavage <— Boues secondaires
des sables

Boues

Pompage
; des boues en excés
Boues

secondaires

primaires

Séparateur
des graisses

Traitement
des boues

FIGURE 3.2 — Schéma d’une station d’épuration des eaux usées employant le traitement
par les boues activées (Aussel et al., 2004)

3.3.2 Le bioaérosol émis en fonction des étapes du traitement

L’aérosolisation des micro-organismes a lieu en différents points de la station lors du
procédé de traitement (figure 3.3). Mais elle peut également s’effectuer lors d’opérations
de maintenance (nettoyage...). Le mécanisme d’aérosolisation dans les différents bassins
est similaire a celui des environnements aquatiques, c¢’est a dire a la formation de bulles
(cf. chapitre 1 mécanisme d’aérosolisation). Dans les bassins d’aération, l'air est insufflé

par le fond créant ainsi un chapelet de bulles.
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TRAITEMENT BIOLOGIQUE

raitement
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Séparateur primaires secondaires
des graisses

Traitement
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FIGURE 3.3 — Les différents lieux d’aérosolisation des micro-organismes au sein d’une
station d’épuration

Dans diverses études la concentration des micro-organismes dans l'air lors des dif-
férentes phases du procédé d’épuration a été mesurée. Il en ressort que les phases de
traitement ou les concentrations dans l'air sont les plus importantes sont : (figure 3.4)

— lors de la phase de pré-traitement

— lors de la phase du traitement biologique

— lors de la phase de dénitrification (quand ceci est réalisé)

— lors de la phase d’épaississement des boues

La collecte des micro-organismes dans les bioaérosols émis par les six stations d’épu-
ration a été réalisée par impaction et le dénombrement des bactéries mésophiles a été
effectué par culture (Sanchez-Monedero et al., 2008). La figure 3.4 présente les concentra-
tions des bactéries mésophiles dans I’air environnant les différentes étapes du procédé de
traitement (pré-traitement, décantation, traitement biologique ...) pour les six stations
d’épuration. Les valeurs obtenues sur les différentes étapes de la filiere de traitement sont
comparées avec le bruit de fond de 'air mesuré en amont des différents sites (distance en
amont du site entre 25 et 100m). On observe que certaines étapes induisent une augmen-
tation de la concentration bactérienne dans l'air sur la plupart les stations d’épuration.
C’est le cas du pré-traitement et du traitement biologique (5 stations sur 6). Par contre
la phase d’épaississement des boues est significativement différente du bruit de fond de

I’air pour deux stations sur les cinq effectuant cette opération de traitement.
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F1GURE 3.4 — Concentration dans 'air des bactéries mésophiles lors du traitement des
eaux usées sur 6 stations d’épuration (STEP) (Sanchez-Monedero et al., 2008). Les lettres

a, b et ¢ indiquent qu’il n’y a pas de différence significative d’apres le test de Duncan p
< 0,05
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D’autres auteurs ont également comparé les niveaux de micro-organismes dans 'air en
fonction des différentes étapes du procédé. La plus forte concentration de micro-organismes
aérosolisés est située dans la phase de pré-traitement (Heinonen-Tanski et al., 2009; Karra,
and Katsivela, 2007; Marchand et al., 1995; Sanchez-Monedero et al., 2008; Schlosser and
Loret, 2005).

Certains auteurs (Heinonen-Tanski et al., 2009; Karra and Katsivela, 2007; Sanchez-
Monedero et al., 2008) ont observé une décroissance de la concentration du bioaérosol au
fur et a mesure de 'avancement du traitement des eaux usées. Lors de I'épaississement
des boues les concentrations augmentent.

Concernant les bassins aérés, différents résultats sont observés, pour certaines stations
d’épuration la concentration de 1’émission de micro-organismes est similaire a celle du
pré-traitement tandis que pour d’autres cette concentration diminue (Heinonen-Tanski
et al., 2009; Sanchez-Monedero et al., 2008).

La quantité de bioaérosol émis par les stations d’épuration est variable du fait des
différences entre les stations qui sont (Karra and Katsivela, 2007; Korzeniewska et al.,
2009; Sanchez-Monedero et al., 2008) : le dimensionnement de la station (capacité de
traitement), la composition des eaux usées entrantes (urbaines, semi urbaines, industrielles
...), le procédé de dépollution employé et la méthode d’aération employée. Dans les bassins
d’aération, Sanchez-Moneredo et al. (2008) ont étudié les différents procédés utilisés et
ont montré que I’action mécanique (avec un rotor) émettait plus de bioaérosol que le fait

d’effectuer un bullage.

Marchand et al. ont recherché par les méthodes culturales la concentration des cham-
pignons dont Aspergillus fumigatus, des bactéries dont les bactéries Gram négatif et les
endotoxines tout le long du procédé de traitement des effluents papetiers (tableau 3.3)
(Marchand et al., 1995). Il en ressort que la concentration moyenne des champignons y
est stable (1 x 10> UFC m™2). Pour les bactéries, les concentrations sont de I'ordre de
1 x 10% UFC m~3 sur les différentes phases de traitement sauf lors de la phase de refroi-
dissement, augmentation d’une unité logarithmique. La phase de refroidissement permet
d’abaisser la température de I'eau aux alentours de 30°C, ceci permet le développement
des bactéries totales ainsi que des bactéries Gram négatif. Lors de la déshydratation des

boues, la concentration d’Aspergillus fumigatus augmente de deux unités logarithmiques.
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Chapitre 3 : Bioaérosols émis lors des procédés de dépollution

3.3.3 La dispersion des bioaérosols de stations d’épuration

Les bioaérosols émis par les différentes étapes du procédé de traitement peuvent se
disperser aux alentours de la station d’épuration. Brandi et al. (2000) se sont intéressés a
I’émission microbienne d’un bassin de traitement des eaux usées en cours de démarrage.
Une mesure de la concentration en amont (2m) de la source a été effectuée avant toute
activité sur le site. En aval de la source d’émission, deux points de collecte ont été réalisés
(2 et 20m) (Brandi et al., 2000). Un suivi temporel de la concentration microbienne (de
1 a 25 jours) a été fait pour les différents points de collecte correspondant a une montée
en charge du procédé de traitement. Les différents parametres analysés sont les bactéries
totales, les champignons totaux, les coliformes, les entérocoques, Escherichia coli et le

genre Staphylococcus.

Avant toute activité sur le site, les valeurs de concentration pour les bactéries totales
et pour les champignons sont similaires a celle du bruit de fond de lair (< 80 UFC m™
pour les bactéries et aux alentours de 250 UFC m~— pour les champignons). Les autres
parametres ne sont pas détectés. Lorsque le procédé est démarré, une augmentation des
différents parametres est observée dans les bioaérosols générés. Les concentrations des bac-
téries totales, des champignons totaux, des coliformes et des entérocoques sont les mémes
pour les deux points en aval de la source d’émission. Au bout de 25 jours, la concentration
bactérienne est de 500 UFC m~2 & 20m en aval et est de 1 x 10? pour les champignons.
Le bruit de fond de 'air pour les bactéries et les champignons est respectivement de < 80
UFC m~3 et de 300 UFC m~3. La concentration des entérocoques, au bout des 25 jours,
a 2 et 20 metres en aval est identique (30 UFC m™2) tandis que pour Escherichia coli elle
est & 2m de 50 UFC m™3 puis diminue & 15 UFC m™3 & 20m. Le genre Staphylococcus
est absent en amont et est retrouvé & 2m en aval & une concentration de 50 UFC m~3
puis diminue de moitié au second point aval.

Fracchia et al. (2006) ont également observé la dispersion du bioaérosols sur deux sta-
tions d’épuration (Fracchia et al., 2006a). Un point en amont (& 100 m) et un point en aval
entre 50 et 100 m ont été réalisés pour chacun des sites. En comparant les concentrations
obtenues pour chacun des points, il ressort que seulement pendant la période hivernale,
la concentration des actinomycetes mésophiles en aval est deux a trois fois supérieure a
celle de I’amont selon le site. Pour le second site, la concentration des bactéries cultivées a
37°C en aval est cinq fois supérieure a celle de ’'amont. Contrairement a Brandi et al. qui
trouvaient une concentration des coliformes ainsi que d’Escherichia coli en aval supérieure
a celle de I'amont, Fracchia et al., n’en détectent peu (= 6 UFC m~3) ou pas (aussi bien
en amont qu’en aval). Les bactéries Gram négatif ne sont pas détectées en aval du site
mais par contre elles le sont sur le site lors des étapes de dégrillage et de décantation.

La concentration microbienne des bioaérosols émis par les stations d’épuration et dé-
tectée en aval est faible ce qui suggere que les micro-organismes sont rapidement dilués
avec la distance (au niveau biofiltre, la concentration des bactéries cultivées a 22°C est

de 4 x 103> UFC m~3 et en aval (> 50m, la concentration a diminué de deux unités loga-
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rithmiques).

Nous 'avons vu l'aérosolisation est présente sur les stations d’épurations d’eaux usées.
Pour limiter I’émission vers I’atmosphere, en France, la tendance est a la couverture des
installations. Un des intéréts, (employé pour limiter les odeurs) la couverture permet de
diminuer les risques d’exposition aux bioaérosols émis pour les riverains. Tandis que pour
les travailleurs, les micro-organismes aérosolisés seront plus concentrés sur les installations

d’ou la nécessité d’étudier ces bioaérosols et leurs effets sur la santé.

3.4 La digestion anaérobie

3.4.1 Principe de fonctionnement

La digestion anaérobie ou méthanisation consiste en la dégradation de la matiere
organique en anaérobiose. C’est un processus naturel, il a été retrouvé dans les sédiments,
les marais, les rizieres, ainsi que dans le tractus digestif des animaux tels que les termites,
les ruminants. Le biogaz, produit terminal de la digestion, est composé majoritairement
de méthane (2/3) et de dioxyde de carbone (1/3). La méthanisation est utilisée pour
traiter des rejets organiques, comme les eaux usées, des boues de stations d’épurations,
des déchets industriels, des ordures ménageres ... Il existe différents types de procédés
qui sont adaptés pour les différents types de déchets.

Le processus de méthanisation se déroule en quatre étapes (hydrolyse, acidogenése,
acétogenese et méthanogenese), effectuées par différentes catégories de micro-organismes.

Chaque composé dégradé au cours du processus sert de substrat a ’étape suivante (figure
3.5).
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FIGURE 3.5 — Les différentes étapes de la digestion anaérobie

3.4.2 La composition des bioaérosols formés dans les méthani-

seurs

Les principales études qui se sont intéressées a la recherche de micro-organismes pré-
sents dans le biogaz issu de digesteur anaérobie ont été réalisées par Moletta et al. et
Vinneras et al. (Moletta, 2005; Moletta et al., 2007; Vinneras et al., 2006).

Vinneras et al. ont analysé la diversité microbienne par une approche culturale. La
concentration bactérienne est comprise entre 1 x 107 et 1 x 1072 UFC m~2 tandis que
la concentration fongique est comprise entre 1 x 1074 et 1 x 1072 UFC m 3. Deux genres
fongiques ont été identifiés, il s’agit de Mucor et Fusarium. Les genres bactériens identifiés
sont :

— affiliés au phylum Actinobacteria : Micrococcus, Corynebacterium et Leucobacter

— affiliés au phylum Firmicutes : Clostridium, Bacillus et Streptococcus

— affiliés au phylum g—Proteobacteria : Burkholderia et Alcaligenes

112



3.4 La digestion anaérobie

— affiliés au phylum ~vy—Proteobacteria : Aeromonas, Klebsiella, Enterococcus, Pseudo-

monas, Citrobacter et FEscherichia

La seconde étude portant sur la diversité microbienne du biogaz a été effectuée avec
I'utilisation d’outils moléculaires. 180 phylotypes ont été identifiés dans le biogaz émis de
plusieurs digesteurs (Moletta et al., 2007).

La concentration au sein d’un digesteur anaérobie est estimée & 1 x 10*® procaryotes.m=3.
Tandis que la concentration dénombrée par microscopie au sein du biogaz est de I'ordre
de 6 x 10° et 2 x 107 procaryotes m—3 (Moletta et al., 2007).

Le tableau 3.4 présente les différents phyla identifiés dans le biogaz issu de digesteurs
par rapport aux phyla identifiés au sein du procédé de digestion anaérobie. La valeur
obtenue pour les digesteurs anaérobies est une moyenne de 14 digesteurs représentant

plus de 800 phylotypes (Moletta et al., 2007).

TABLEAU 3.4 — Diversité bactérienne dans le biogaz et dans les digesteurs anaérobies
(fréquence des phylotypes) (Moletta et al., 2007)

Phyla bactériens Digesteur Biogaz
anaérobie (en %) (en %)

Firmicutes 39 30
Actinobacteria 4 17
Bacteroidetes 14 12
a—Proteobacteria 2 12
B—Proteobacteria 2 7
d—Proteobacteria 11
~v—Proteobacteria 1
e—Proteobacteria
Synergistes
Chlamydiae—Planctomyces
Chlorofiexi

Spirochaeta

Fibrobacteres

Nitrospira

Thermotogae

WS5

Acidobacteria
Cyanobacteria
Deinococcus—Thermus
Fusobacteria
Gemmentimonadetes

TM7

WS1

WS6

— == =N

e i S S NN (VRN |

— = = R R e e
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D’apres le tableau 3.4, dix-huit phyla bactériens ont été identifiés au sein du bioaérosol
contre quinze phyla pour le digesteur. Les phyla Firmicutes et Bacteroidetes dominent
au sein des deux environnements. Au niveau du bioaérosol, deux autres phyla, celui des
Actinobacteria et les a—Proteobacteria, dominent tandis qu’au sein du digesteur, le phylum

0—Proteobacteria est également bien représenté.

Certains phyla bactériens (a—Proteobacteria, —Proteobacteria et y—Proteobacteria)
sont plus représentés dans le biogaz que dans le digesteur, ce qui suggere une aérosolisation
préférentielle contrairement & certains phyla (Synergistes et d—Proteobacteria) qui sont

plus faiblement représentés.

La diversité bactérienne présente dans les biogaz au niveau des phyla est plus proche
de lair extérieur que de celle des digesteurs anaérobies. En effet seulement 14% des phy-

lotypes identifiés dans le biogaz ont été retrouvés dans des digesteurs anaérobies.

D’apres 1’étude, trois groupes de micro-organismes peuvent étre différenciés, en fonc-

tion de leur capacité a s’aérosoliser. Ces trois groupes observés sont :

— le premier dit “micro-organisme préférentiellement aérosolisé” constitué principale-
ment des Proteobacteria (c, 3, ).

— le second dit “micro-organisme non-préférentiellement aérosolisé” composé des ar-
chées ainsi que des Synergistes.

— et le dernier dit passif qui serait dii au fait que les micro-organismes sont aérosolisés

de part les parametres physiques employés (agitation, débit du procédé .. .).

3.5 L’épandage

3.5.1 Généralités

L’épandage du compost, du lisier, du fumier mais également des boues de stations
d’épuration peuvent s’effectuer sur des terres agricoles, permettant un apport en nutri-
ment pour le sol et les cultures. En 2004, 60% des boues de stations d’épuration pro-
duites en France ont été épandues sur les terres agricoles (source Ministére de 1’écologie

http ://stats.environnement.developpement-durable.gouv.fr).

Aux Etats-Unis en 2002, 6 x 10° millions de tonnes de boues (en poids sec) ont été
produites dont plus de 50% ont été épandues (Brooks et al., 2005b).

Le fait d’épandre dans les champs génére des aérosols (figure 3.6) qui vont ensuite se
disperser. Afin de limiter la génération d’aérosols lors de 1’épandage, 'emploi de buses a

basses pression ainsi que des “enfouisseurs” (injecte le lisier dans le sol) sont employés.
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FI1GURE 3.6 — Epandage sur les terres agricoles et formation d’un bioaérosol

3.5.2 Dispersion du bioaérosol émis lors de I’épandage de boues

de stations d’épuration

Quelques études ont été menées sur I’épandage des boues urbaines (Brooks et al.,
2007, 2005b; Tanner et al., 2008, 2005). Au sein des boues, des micro-organismes pa-
thogenes comme Salmonella, des virus (nonovirus, hepatitis A...) peuvent s’aérosoliser
durant 1'épandage (Brooks et al., 2005b).

Des essais d’épandages d'une culture de Fscherichia coli ainsi que d'un virus ont
été réalisés. A 20m de la source d’émission, la concentration n’est plus détectable. Ceci a
permis aux auteurs de développer un modele de dispersion des virus. Concernant le risque
d’infection di a ’aérosolisation des virus, il est minime pour des distances supérieures a

30m (Brooks et al., 2005a).
D’autres études (Brooks et al., 2005b; Tanner et al., 2008) ont permis de dénombrer les

coliformes totaux dont FEscherichia coli, les bactéries hétérotrophes, les coliphages émis
lors de I'épandage de boues de stations d’épurations. Le bruit de fond de l'air du site
d’étude a été estimé a 1 x 10? UFC m~2 pour les bactéries hétérotrophes. Les différentes
boues de stations ont été épandues, il en ressort que la concentration des bactéries hété-
rotrophes est comprise entre 1 x 10* et 1 x 10° UFC m~3. Leurs concentrations mesurées
des 20 m étaient similaires a celle du bruit de fond de l'air. Les coliformes totaux ainsi
que Clostridium perfringens sont détectés jusqu’a 15m en aval de la source d’émission et
FEscherichia coli est détecté jusqu'a 5m en aval. Les virus ne sont pas détectés (Brooks
et al., 2005b). Tanner et al. (2005) ont montré que les andains de boues d’épuration étaient
une source d’émission négligeable. Brooks et al. (2005) proposent la limite minimale de
30,5m entre la population et la zone d’épandage des boues de stations d’épuration. Au

dela de cette limite, le risque infectieux est négligeable.
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Les boues étant pateuses serait une hypothese qui expliquerait le fait que les bioaérosols
émis lors de I’épandage se dispersent peu.

Certaines de ces études de dispersion des bioaérosols ont été réalisées dans des régions
désertiques, induisant un faible taux d’humidité de 'ordre de 20%. Le taux d’humidité
joue un role sur la viabilité, il a été montré que pour certaines bactéries Gram négatif,
une perte rapide de cultivabilité apres ’aérosolisation a un taux d’humidité compris entre
20 et 25% et & une température de 20°C (Heidelberg et al., 1997). Donc le fait de ne pas

détecter les micro-organismes ne signifie pas pour autant qu’ils soient absents.

3.5.3 Caractérisation du bioaérosol émis lors de I’épandage de

boues de station d’épuration

Brooks et al. ont étudié la diversité microbienne des aérosols émis lors de I’épandage
des boues. Les aérosols sont collectés a une distance de 5m en aval de la source d’émission
(Brooks et al., 2007). Lors de cette étude, cing inventaires bactériens ont été réalisés (le
sol, la boue, 'air ambiant, lors de I’épandage des boues et lors du passage de I’épandeur
sans relargage des boues) (tableau 3.5). Au sein de la boue, la diversité bactérienne est
répartie en quatre phyla dont le majoritaire est le phylum ~—Proteobacteria. Les inven-
taires effectués lors de I’épandage des boues et lors du non épandage sont similaires. Ces
deux inventaires different de celui du bruit de fond de I'air. En comparant les différents
inventaires entre eux, les auteurs concluent qu’aucune séquence provenant de I’épandage
des boues ne peuvent étre attribuée aux boues, mais que la plupart des séquences ont une
origine terrigene (Brooks et al., 2007).

Il est difficile de tirer un conclusion sur 'origine des séquences car les différents inven-

taires constitués sont de faibles tailles.
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3.6 Le compostage

3.6.1 Définition

Il existe plusieurs définitions du compostage, selon Francou (Francou, 2003), il s’agit :
“d™un processus controlé de dégradation des constituants organiques d’origine végétale et
animale, par une succession de communautés microbiennes évoluant en condition aéro-
bie, entrainant une montée en température et conduisant a 1’élaboration d’une matiere
organique humifiée et stabilisée. Le produit obtenu est appelé compost”.

Quant au compost, sa définition est la suivante : “matiere humique stable, assainie,
riche en matiere organique et non nauséabonde, qui résulte du compostage des biodéchets”
(Hours, 2003). Cette définition correspond a un procédé industriel mais le compostage
“naturel” existe dont sa définition plus générale serait : “dégradation biologique de la
matiere organique en condition aérobie”.

Le processus correspond a une oxydation de la matiere organique avec la formation
d’eau, de dioxyde de carbone et de dégagement important de chaleur. Dans la nature,
il correspond au processus d’humification présent dans les sols. La chaleur métabolique
générée par l'activité respiratoire microbienne est conservée dans la matrice, conduisant
a une élévation de la température.

Les objectifs du compostage industriel sont :

— de stabiliser les déchets afin de réduire les pollutions ou nuisances qui peuvent
étre associées a son évolution biologique, dues a la présence de matieres organiques
biodégradables.

— de permettre de réduire le gisement par diminution de la masse de déchet.

— de valoriser le produit fini comme un amendement ou engrais pour les sols agricoles.

3.6.2 Les plates-formes de compostage

Les principaux déchets compostables sont les déchets verts, 51% (tontes, haies, feuilles
mortes) des municipalités ou des entreprises, les ordures ménageres (grises (31%) ou la
fraction fermentescible (4%)), les boues de stations d’épuration des eaux usées urbaines
ou industrielles (7%). Les autres types de déchets représentent 7%, il s’agit principalement
de déchets agricoles et des résidus des industries agroalimentaires (ADEME, 2002).

Le volume des déchets organiques produit en France en 2008 est estimé a 47 x 106t
de matiere brute. La part compostable représente 11% et est en augmentation chaque
année de méme que le nombre de plates-formes de compostage (figure 3.7). En 2008, 520
plates-formes de compostage ont été recensées. La quantité de compost produit est proche
de 2 millions de tonnes de matiere brute depuis 2004 (ADEME, 2008).
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FIGURE 3.7 — Evolution du nombre de plates-formes de compostage en France depuis 2004,
de la quantité de déchets entrants (M) et du compost produit (x) exprimé en tonnes de
matiere brute

3.6.2.1 Les différentes étapes du procédé

Le procédé de compostage est constitué de plusieurs phases (figure 3.8). Le compostage
peut étre divisé en quatre phases en fonction de la température qui sont la phase mésophile,
la phase thermophile, la phase de refroidissement et enfin la phase de maturation (Fogarty
and Tuovinen, 1991).

L’¢élévation de la température entraine une diminution des micro-organismes méso-
philes et a l'inverse une augmentation des micro-organismes thermophiles. La majeure
partie de la formation de la biomasse microbienne ainsi que des réactions de dégradation
de la matiere organique ont lieu lors de la phase thermophile, lorsque la température
est comprise entre 45-65°C. Quand les matieres facilement dégradables sont limitantes,
I’activité microbienne diminue, refroidissant le compost. Ce refroidissement permet une
recolonisation par des micro-organismes mésophiles (Fogarty and Tuovinen, 1991; Sharma

et al., 1997). Pendant la maturation, les composés les plus complexes sont dégradés.
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FIGURE 3.8 — Les différentes étapes du procédé de compostage

3.6.2.1.1 Réception des déchets

Il s’agit de la premiere phase. Les déchets entrent sur le site. Un premier controle
permet de vérifier la qualité des entrants. Ils sont entreposés en tas en attente soit d'un
broyage (déchets verts) soit d’un criblage (ordures ménageres). La nature des déchets
entrants varie selon la période de I'année et la provenance. Les déchets verts sont broyés
afin d’obtenir une granulométrie plus fine et également une réduction du volume de 2/3.
Lors du compostage des boues de stations, des déchets verts sont incorporés (structurant)
de fagon a obtenir une structure solide.

Concernant les ordures ménageres, les déchets passent dans un bioréacteur stabilisa-
teur avant la mise en andains. Ce bioréacteur fait une cinquantaine de metres de long
pour un diametre de quatre metres, tournant en permanence ce qui permet aux déchets
d’avancer. Le temps de séjour des déchets dans le bioréacteur stabilisateur est de trois a
quatre jours. Les déchets sont brassés, humidifiés pour permettre I'accélération de 'ex-
traction de la fraction fermentescible. Les déchets inertes (plastiques, verres, métaux) sont
éliminés le long du processus par un tri magnétique, suivi de deux criblages. A l'intérieur
du bioréacteur, une fermentation aérobie est assurée par les micro-organismes présents
dans les déchets. Au bout des trois jours, la fraction fermentescible obtenue est mise en

andain pour subir ’étape suivante qui est la fermentation.
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3.6.2.1.2 Fermentation
La phase de fermentation ! est I’étape prépondérante du procédé de compostage car elle
correspond a I’étape principale de décomposition de la matiere organique. Apres mélange,

les déchets sont disposés en andains. Ainsi débute la phase de fermentation.

Avant la phase thermophile, il y a une premiere étape de dégradation des composés
facilement dégradables (sucres, amidon. ..) par les micro-organismes mésophiles, il s’agit
de la phase mésophile. Cette phase est principalement caractérisée par une augmentation
de la température, ainsi qu’une variation du pH (acidification pH =~ 4) (Fogarty and
Tuovinen, 1991; Schloss et al., 2003).

La température au sein de I'andain atteint généralement les 70°C. Cette augmenta-
tion de la température est due a l'activité des micro-organismes. La température optimale
de la phase de fermentation semble se situer aux alentours de 60°C (De Bertoldi, 1993;
McKinley et al., 1985; Strom, 1985). Durant cette phase, les micro-organismes thermo-
philes prennent le relais des micro-organismes mésophiles et terminent de dégrader les
composés facilement dégradables pour ensuite s’attaquer a des composés plus difficile-
ment dégradables (celluloses, lignine. . .).

Pour rester dans les conditions de bon déroulement du procédé, il est nécessaire de
fournir de I'oxygene et un taux d’humidité voisin de 50%. L’apport d’humidité s’effectue
par arrosage des andains (certaines plates-formes utilisent les eaux de ruissellement) tandis
que l'apport d’oxygene peut se faire principalement de trois fagons :

— la premiere consiste a retourner les andains périodiquement de maniere mécanique.

Le retournement est principalement effectué avec soit un chargeur soit un enjambeur
mais il existe d’autres mécanismes (fraises, tourneur a vrille, convoyeur)

— la seconde, dite aération forcée, est de placer des tuyaux d’air sous les andains pour

insuffler ou aspirer de I'air.

— la troisieme, dite aération passive, consiste a insérer ou pas des tuyaux sous les

andains favorisant le passage de lair.

Il existe également des plates-formes de compostage fermées. C’est a dire que le com-
postage est réalisé dans des réacteurs, des silos ou des tunnels. L’aération est obligatoire-
ment forcée. L’avantage de ce procédé, plus rapide, grace aux controles des parametres,

mais en contrepartie il est plus coliteux.

L’avantage de retourner les andains par rapport a l'aération forcée est qu’il assure
un brassage des composés. Ainsi chacune des particules peut se retrouver sur les parties
extérieures puis au centre de I’andain.

Cependant selon Mustin (Mustin, 1987), entre deux retournements, le volume en anaé-

robiose est estimé a 50%, ce qui constitue un facteur limitant de ce mode d’aération. Cet

1. Il s’agit d’un terme employé en procédé et non en microbiologie. En microbiologie la fermentation
est le catabolisme anaérobie au cours duquel un composé organique sert a la fois de donneur et d’accepteur
d’électrons.
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auteur a montré qu’un gradient en oxygene en fonction de la profondeur dans I'andain se
mettait en place cinq heures apres un retournement. La concentration en oxygene est de
20 — 21% jusqu’a 20 cm de profondeur. A 40 cm de profondeur, la concentration a diminué
de moitié (10%). Arrivé a 80 cm de profondeur, la zone anoxique est atteinte. D’autres
études (Beck-Friis et al., 2000; He et al., 2000) confirment la présence de zones anaérobies

durant la fermentation.

La phase de fermentation, en plus de la dégradation de la matiere organique, permet
également une “hygiénisation” du compost. Lors d'un procédé de compostage bien suivi, il
est important que ’andain reste un certain nombre de jours définis a une certaine tempé-
rature. Pour garder cette température, un retournement peut étre réalisé afin de relancer
I’activité microbienne et ainsi maintenir plus longtemps le compost a des températures
élevées. Un minimum de 55-60°C pendant deux a trois jours consécutifs est recommandé
pour obtenir un compost “hygiénisé” (Sharma et al., 1997). En France, la réglementation
relative aux plates-formes de compostage produisant plus de 10t par jour impose selon le
type d’aération (ICPE arrété du 22 avril 2008) :

— aération effectuée par retournement : 3 semaines de fermentation minimum avec 3

retournements espacés d’au moins trois jours et une température de 55°C pendant
72 heures
— aération forcée : 2 semaines de fermentation minimum avec 1 retournement et une

température de 55°C pendant 72 heures

3.6.2.1.3 Phase de refroidissement

Cet étape correspond a une transition entre la phase de fermentation et la phase de ma-
turation. Elle est caractérisée par une baisse de la température, induisant une modification
de la diversité microbienne présente dans l’andain. Cette diminution de la température

est due au ralentissement de l'activité microbienne.

3.6.2.1.4 Maturation

Apres I'étape de refroidissement, la phase de maturation qui correspond a une stabi-
lisation de la matiere organique (humification) du compost on parle alors de maturité.
La diversité microbienne s’intensifie ce qui permet de garder le compost “hygiénisé” en
empéchant l'installation de micro-organismes pathogenes. En effet, comme il y a peu de
substrat disponible, ceci entraine une compétition entre les micro-organismes. Les sub-
strats disponibles sont principalement la cellulose et la lignine. Les micro-organismes les
plus efficaces a dégrader ces composés sont les champignons, plus principalement ceux

affiliés au Basidiomycota (Tuomela et al., 2000).

3.6.2.1.5 Criblage
L’étape de criblage intervient apres la phase de maturation et permet d’obtenir du

compost “fini”. Plusieurs types de diametres sont utilisés selon la qualité du compost et
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l'utilisation voulue (espaces verts, grandes cultures, particuliers...). Le refus de criblage
est recyclé et repart en téte du procédé.
Une étape de criblage peut également étre effectuée a la fin de la phase de fermentation,

ainsi le compost criblé va en maturation et le refus repart en téte du procédé.

3.6.2.1.6 Valorisation
Au stade de maturation, le compost peut étre valorisé. Il existe différentes voies qui
sont représentées par la figure 3.9. La principale voie de la valorisation du compost est
I'utilisation pour les grandes cultures. Le compost sert comme engrais ou amendement
organique pour la culture du blé.
3%

Maraichages,

4 % Particuliers viticulture

25 %
Espaces verts
Paysagistes

68 %
Grandes
cultures

\

FIGURE 3.9 — Les différentes voies de valorisation du compost en France, en 2008 (source
ADEME)
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Le compostage n’est pas uniquement réservé aux industriels, les particuliers peuvent
également réaliser leur propre compost. Ceci permet de réduire le volume de déchets
d’ordures ménageres (360 kg par an et par habitant) et produire de ’amendement pour le
jardin. Le principe est le méme que pour les sites industriels mais a une échelle réduite.

L’aération s’effectue lors du brassage du compost qui se fait a différents intervalles,
plus régulierement en phase de fermentation puis une a deux fois par mois. Concernant les
micro-organismes émis vers 'atmosphere, a '’heure actuelle aucune étude n’a été réalisée

sur le compostage individuel (rapport ecoval 2009).

3.6.2.2 Diversité microbienne au sein du compost

La diversité microbienne du compost est dynamique et évolue en fonction des dif-
férentes phases du procédé (figure 3.10), en fonction des parametres physico-chimiques

(température, oxygene, humidité, pH), des composés présents et de la matiére organique
(rapport carbone sur azote).
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FIGURE 3.10 — Différentes phases du compostage en fonction de la température, (Mustin,

1987). La température est mentionnée par le trait plein tandis que le pH est indiqué en
pointillé
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La diversité microbienne au sein de I'environnement de compost est importante (24

phyla identifiés) et est représentée sur la figure 3.11. 6 phyla domminent : Firmicutes,

Actinobacteria, Bacteroidetes et les Proteobacteria (v, 5 et ).

Cette représentation est une vision globale des micro-organismes présents dans le com-

post sur ’ensemble du procédé. Comme nous 1'avons vu précédemment, il y a différentes

phases de compostage impliquant une dynamique des populations microbiennes au cours

du procédé.

Firmicutes
Actinobacteria
Bacteroidetes
y-Proteobacteria
B-Proteobacteria
a-Proteobacteria
8-Proteobacteria
¢-Proteobacteria
Acidobacteria
Chiloroflexi
Deinococcus-Thermus
Verrumicomicrobia
Planctomycetes
Gemmatimonadetes
Cyanobacteria
T™7
OP10
Tenericutes
Bacteria Incertae Sedis
Thermotogae
Synergistes
Spirochaetes
Nitrospira
Fusobacteria
Non déterminé

Répartition des phyla bactériens
dans I’environnement compost

________--'-DEII_I:I|||_

O -
[

Fréquence en %

50

FIGURE 3.11 — Répartition des phyla bactériens dans I’environnement compost (séquences

obtenues & partir de rdp10 (http ://rdp.cme.msu.edu/))
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Des les premieres étapes, la nature des déchets compostés influe sur la diversité mi-
crobienne : déchets verts (différents selon la saison), les ordures ménageres, les boues de
station d’épuration, les déchets industriels. .. (tableau 3.6) (Deportes et al., 1995; Schlos-
ser, 2007).
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Au sein des déchets, la communauté bactérienne mésophile est estimée entre 1 x 107 et
1 x 10’ UFC g~! de substrat (Ryckeboer et al., 2003b; Tiquia, 2002). Les actinomycetes
mésophiles sont présents entre 1 x 10% et 1 x 10° UFC g~! de substrat (Tiquia, 2002).
Le genre Bacillus prédomine dans les différents types de déchets (Ishii and Takii, 2003;
Ryckeboer et al., 2003b; Schloss et al., 2003). Certains auteurs ont également observé la
présence de bactéries lactiques (Pediococcus, Lactococcus et Weissella) dans des déchets
alimentaires mélangés avec des déchets verts (Ishii and Takii, 2003; Peters et al., 2000;
Schloss et al., 2003). Des genres associés a la famille des Enterobacteriaceae (Enterobacter,
Escherichia Klebsiella et Serratia) ont été détectés dans les déchets alimentaires (Schloss
et al., 2003; Silva et al., 2009).

La diversité microbienne présente dans le type de déchets semble avoir une influence
sur la diversité des communautés en fin de compostage (Ishii and Takii, 2003; Tiquia,
2002).

Les archées, peu étudiées dans le compost, ont été détectées. Les principaux genres
identifiés sont Methanothermobacter, Methanosarcina, Methanoculleus, Methanobacterium
et Rice cluster I, IIT et IV (Thummes and Jackel, 2007a,b). Les virus sont peu étudiés
dans les environnements compost, une hypothese serait qu’ils soient en concentration trop
faible pour pouvoir les détecter.

L’inventaire effectué par Ryckeboer et al. en 2003 au cours du procédé de compostage,
a permis de recenser 155 especes de procaryotes, 33 actinomycetes issus de 66 genres
différents et de 408 especes fongiques affiliés & 166 genres (Ryckeboer et al., 2003a).

De facon schématique, la succession des populations microbiennes est la suivante : dé-
veloppement des bactéries puis lors de la phase thermophile, une dominance des bactéries
thermophiles (actinomycetes, Bacillus, Thermus ...) (figure 3.12). Quand la température
redescend aux environs de 50°C, les champignons se développement, notamment Asper-
gillus et Penicillium. Lors de la phase de maturation, les actinomycetes, les champignons
sont majoritairement présents car ils sont capables de dégrader des composés comme la
cellulose et la lignine (Szekely et al., 2008; Tuomela et al., 2000).
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FIGURE 3.12 — Abondance relative des bactéries, champignons et actinomycetes au cours
du procédé de compostage (Ryckeboer et al., 2003a)

Lors de la phase mésophile, la concentration des bactéries dans les déchets se situent
entre 1 x 10 et 1 x 103 UFC g~ ! de substrat et celle des actinomycetes est comprise entre
1 x 108 et 1 x 102 UFC g~'de substrat (Ryckeboer et al;, 2003). Lors de cette phase le
genre Bacillus domine ainsi que les genres Micrococcus, Planococcus et Staphylococcus
(Hassen et al., 2001; Ishii and Takii, 2003; Schloss et al., 2003). L’apparition des bactéries
lactiques provoque a la chute de pH observée (figure 3.10) (Alfreider et al., 2002; Schloss
et al., 2003). Ces bactéries sont les principales dégradatrices des composés tels que le
sucre, 'amidon . ... La remontée de pH est due a la dégradation des composés formés par

les bactéries lactiques et les levures (Choi and Park, 2002).

Les bactéries identifiées dans la phase thermophile sont majoritairement affiliés aux
phyla Firmicutes et Actinobacteria (Blanc et al., 1999, 1997; Dees and Ghiorse, 2001;
Herrmann and Shann, 1997; Ryckeboer et al., 2003b; Strom, 1985). La concentration bac-
térienne dans cette phase est comprise entre 1 x 10% et 1 x 102 UFC g=! de substrat
tandis que la concentration des actinomycetes varie entre 1 x 107 et 1 x 10° UFC g~!
de substrat (Ryckeboer et al., 2003). Pour les champignons, le phylum Ascomycota est
dominant et représenté par les genres Aspergillus, Candida, Cladosporium et Penicillium
(Anastasi et al., 2005; Cahyani et al., 2004; Peters et al., 2000; Riachi, 1998; Ryckeboer
et al., 2003b; Strom, 1985). Lors de cette phase thermophile, des bactéries mésophiles
ont été détectées ce qui indiquent qu’elles sont thermotolérantes. Il s’agit de bactéries
affiliées au phylum vy—Proteobacteria : Acinetobacter, Citrobacter, Escherichia, Klebsiella,
Pseudomonas et Serratia (Droffner et al., 1995; Peters et al., 2000). La présence de bac-
téries mésophiles peut étre due a I'hétérogénéité de la température au sein de I'andain,
de la thermotolérance de certains micro-organismes et aussi aux spores. Elles peuvent

également provenir d’un dépdt aérien.
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Les bactéries thermophiles réalisent la plus grande partie du processus de dégradation
de la matiére organique durant cette phase (Beffa et al., 1998; Herrmann and Shann,
1997; Klamer and Baath, 1998; Strom, 1985). La concentration du genre Bacillus dans
différents composts varie entre 1 x 107 et 1 x 10! UFC g~ de substrat (Beffa et al., 1998;
Herrmann and Shann, 1997; Ishii et al., 2000; Peters et al., 2000; Ryckeboer et al., 2003b;
Strom, 1985). L’espece Geobacillus stearothermophilus a été également identifiée lorsque
la température était comprise entre 65 et 69°C (Beffa et al., 1998; Strom, 1985).

Lors de la phase de refroidissement, la concentration bactérienne est de l'ordre de
1 x 1031 x 10" UFC g~! de substrat (Ryckeboer et al., 2003b). La diminution de la tem-
pérature entraine une augmentation de la microflore principalement les micro-organismes
thermosensibles (Herrmann and Shann, 1997; Ryckeboer et al., 2003b; Steger et al., 2007).
Les champignons (Aspergillus, Mucor, Verticillium. . .) apparaissent alors qu'’ils étaient peu
ou pas présents dans la phase thermophile (Ryckeboer et al., 2003a). Concernant les bac-
téries, les Bacteroidetes et les 5—Proteobacteria ont été identifiés (Alfreider et al., 2002;
Ishii and Takii, 2003; Ryckeboer et al., 2003a). L’abondance de micro-organismes ayant
des activités amylolytiques, cellulolytiques et lignolytiques a été observée au cours de cette
phase de refroidissement (De Bertoldi, 1993; Ryckeboer et al., 2003b).

Au cours de la phase de maturation, la concentration bactérienne est estimée entre
1 x 103 et 1 x 108 UFC g~ de substrat et celle des champignons entre 1 x 10* et 1 x 10°
UFC g~! de substrat (Beffa et al., 1998).

La forte présence du phylum Bacteroidetes indiquée sur la figure 3.11 est liée a leur
dominance lors de la phase de maturation (Danon et al., 2008; Takaku et al., 2006;
Vaz-Moreira et al., 2007). L’étude de Szekely et al. réalisée également sur la phase de
maturation, montre que le phylum dominant est y—Proteobacteria (Szekely et al., 2008).
Cette différence observée est due a la nature du compost étudié. Takaku et al. ont analysé
un compost élaboré de déchets alimentaires et de riz. Tandis que Szekely et al. ont analysé

un compost ayant une origine “agricole”(mélange de paille et de fumiers).

Certaines études se sont attachées a décrire la succession des différents phyla bacté-
riens au cours d'un procédé de compostage (composition des déchets entrants puis suivi
temporel) (figure 3.13) (Amir et al., 2008; Ishii et al., 2000; Ishii and Takii, 2003; Klamer
and Baath, 1998; Szekely et al., 2008; Takaku et al., 2006).

Klamer et al. ainsi que Amir et al., en utilisant la méthode de détection des acides
phospholipides (PLFA) montrent une forte augmentation des bactéries Gram positif lors
de la phase thermophile puis une diminution rapide quand arrive la phase de refroidis-
sement. Ils montrent également que les bactéries Gram négatif diminuent au cours du
procédé et que les champignons apparaissent au cours de la phase de refroidissement —

maturation.
Iskii et al., par I'utilisation d’outils moléculaires (DGGE) ont observé la présence de
bactéries lactiques ainsi que Staphylococcus, Pediococcus et Bacillus dans la phase méso-

phile, puis lors de la phase thermophile des genres Bacillus et Corynebacterium, affilié
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au phylum Actinobacteria. Lors de la phase de maturation, la présence des phyla Fir-
micutes et Bacteroidetes est observée. Szekely et al., ont seulement observé la diversité
microbienne (par T-RFLP) lors de la phase de maturation et montrent qu’elle est dominée
par les y—Proteobacteria. Takaku et al., ont analysé la dynamique des populations micro-
biennes tout au long du procédé (figure 3.13). Il en ressort que du temps 0 jusqu’au 9° jour,
période correspondant a la phase de fermentation, le phylum Firmicutes domine, puis au
14¢ jour (phase de refroidissement) deux phyla dominent (Firmicutes et Bacteroidetes). A
partir du 18¢ jour et jusqu’a la fin (phase de maturation), le phylum Bacteroidetes domine

(représente jusqu’a 80% des séquences) tandis que le phylum Firmicutes disparait.
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FIGURE 3.13 — Dynamique des différents phyla bactériens au cours du compostage (Ta-
kaku et al., 2006)

La succession fongique a été observée par Cahyani et al. et ils ont montré que le phylum
Ascomycota était présent a chaque étape du procédé tandis que le phylum Basidiomycota

apparaissait lors de la phase de maturation (Cahyani et al., 2004).

132



3.6 Le compostage

3.6.2.3 Caractérisation des bioaérosols de compostage

3.6.2.3.1 Les différents types d’émissions des bioaérosols

Sur les plates-formes de compostage, il existe deux types d’émissions de bioaérosols qui
sont :

— Les émissions hors manipulation des andains, il s’agit d’émission “passive” ou “na-

turelle”

— Les émissions liées a la manipulation des déchets (broyage, brassage, retournement,

criblage)

Les émissions “passives” des andains sont négligeables par rapport aux émissions lors
de la manipulation. Une étude s’est intéressée a ces deux types d’émissions, la concen-
tration d’Aspergillus fumigatus mesurée lors d’une émission “passive” est comprise entre
1,9 x 10* et 2,8 x 10* UFC m~2 tandis que lors du retournement, la concentration & 10 m
est de 'ordre de 1 x 107 UFC m™2 (Taha et al., 2006). Les auteurs concluent en disant
que les émissions de bioaérosols lors des activités sont supérieures de plus de 2—-3 unités

logarithmiques par rapport aux émissions “passives”.

3.6.2.3.2 Les principales activités génératrices des bioaérosols

Les principales activités générant des bioaérosols sur les plates-formes de compostage
sont liées aux activités mécaniques effectuées tout au long du procédé de compostage
(Deloraine et al., 2002) :

— dans la zone de réception des déchets

— dans la zone de fermentation

— dans la zone de retournement et d’affinage du compost

— dans la zone de broyage et de criblage

Les principaux parametres mesurés sont les bactéries totales, les champignons totaux,
les bactéries et les champignons thermophiles ainsi que des groupes microbiens comme les
bactéries Gram négatif, les actinomycetes ou une espece (Aspergillus fumigatus) (Albrecht
et al., 2007; Clark et al., 1983; Grisoli et al., 2009; Hryhorczuk et al., 2001; Kampfer et al.,
2002; Millner et al., 1980; Nikaeen et al., 2009; Sanchez-Monedero and Stentiford, 2003).
La recherche et le dénombrement sont réalisés par 'utilisation de méthodes culturales.

La figure 3.14 représente les concentrations des différentes activités réalisées sur une
plate-forme de compostage ouverte traitant des déchets verts. Le bruit de fond de l'air a
également été mesuré (Sanchez-Monedero and Stentiford, 2003).

Les trois principales activités sont : le broyage, le retournement et le criblage. Elles
génerent des bioaérosols et sont tous supérieurs au bruit de fond de I'air. L’émission la
plus forte pour Aspergillus fumigatus a lieu lors du retournement suivi par la phase de
broyage tandis que pour les bactéries mésophiles, la plus forte émission est observée lors
du broyage des végétaux.

Lors d’une absence d’activité sur le site, la concentration sur le site est similaire a celle
du bruit de fond de lair.
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F1GURE 3.14 — Concentrations des bactéries mésophiles et d’Aspergillus fumigatus lors
des différentes activités de compostage (Sanchez-Monedero and Stentiford, 2003)

Les concentrations microbiennes mesurées au sein des bioaérosols générés lors du re-
tournement sur les sites de compostage sont indiquées dans le tableau 3.7. Les différentes
études sont classées selon la nature des déchets (déchets verts, ordures ménageres, boues
de station d’épuration). Il est difficile de comparer les résultats obtenus entre les diffé-
rentes études, car les différences présentes peuvent étre dues aux caractéristiques des sites
(type de procédé, type de déchets et quantité traitée ...) mais également aux méthodes
employées pour collecter les bioaérosols et pour les analyser (méthodes culturales).

Néanmoins, la concentration bactérienne au sein de ces différents bioaérosols de com-
postage émis est comprise entre 1 x 103 et 1 x 10" UFC m~2 et pour les champignons, elle
varie entre 100 et 1 x 107 UFC m~3. En comparant les différentes émissions de bioaérosols
lors du compostage de déchets verts, le site ouvert émet plus que les sites fermés (diffé-
rence d'une unité logarithmique) (Sanchez-Monedero and Stentiford, 2003). Ces auteurs
ont également observé que les concentrations varient en fonction du type de déchets, (les
déchets verts émettent plus que les boues de stations d’épurations) mais également selon

le procédé employé.
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Les différentes activités (retournement, criblage et broyage) sont génératrices de bioaé-
rosols. Maintenant comparons ces émissions avec celles mesurées dans des environnements
non soumis aux activités de compostage. L’étude de Hryhorczuck et al. a consisté a dé-
nombrer les bactéries ainsi que les champignons sur les plates-formes de compostage et
dans l'environnement (tableau 3.8) (Hryhorczuk et al., 2001).

On constate qu’en analysant une cinquantaine d’échantillons, la concentration moyenne
des micro-organismes sur les plates-formes de compostage est plus élevée que celle de lair,
principalement observée pour les actinomycetes ainsi que les genres fongiques Aspergillus—
Penicillium, sauf pour les spores de Cladosporium. Les auteurs se sont également intéres-
sés a I’émission sur site lors d’'une absence d’activité, et d’une activité retournement. La
concentration bactérienne et fongique cultivables augmentent d’une unité logarithmique

avec activité.
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En 2008, Fischer et al. ont mesuré la concentration microbienne en amont et lors du
retournement des andains d’ordures ménageres sur deux plates-formes de compostage et
ceci par des techniques culturales (Fischer et al., 2008). Les concentrations sont présentées
dans le tableau 3.9.

TABLEAU 3.9 — Concentration microbienne en amont et lors de ’activité de retournement
sur deux plates-formes de compostage (Fischer et al., 2008)

Concentration en UFC m™3

Plates-formes Point de Champignons  Bactéries Actinomycetes
traitant collecte a 25°C  a45°C  a 36°C a 50°C
oM!

Résidus industriels
tunnels fermés

1¢r prélevement, Amont 5 x 103 10 100 10
55 m de la
source
Retournement 1 x 10* 1 x10* 1 x 10° 1 x 10°
2¢ prélevement Amont 1x10? 10 100 50
120 m de la
source
Retournement 1 x 105 1x10° 1 x 10° 1 x 103
OM Amont 1x 103 10 100 100
Résidus industriels 130 m de la
2¢ prélevement source
site ouvert Retournement :
- Avant 5x 102 5x10% 1 x104 5 x 103
- Pendant 1x10% 5x10° 1 x10° 5 x 10°
- Apres nd? 5x10% 1 x10? 5 x 103

2

! Ordures ménageres ; 2 non déterminé

Il en ressort que la concentration bactérienne lors du retournement est supérieure a
celle de 'amont de plus de 3 a 4 unités logarithmiques. La concentration bactérienne
pour les deux sites lors du retournement est de l'ordre de 1 x 10 UFC m~3. Pour les
champignons cultivés a 25°C, la différence de concentration entre le retournement et
I’amont est de 1 a 2 unités logarithmiques. Par contre elle est de 2 a 4 unités logarithmiques
pour ceux cultivés a 45°C. Les champignons thermophiles sont dénombrés sur les milieux

de culture incubés a 45°C.
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Les mesures effectuées sur le second site, avant, pendant et apres le retournement
montrent une augmentation des différents parametres étudiés lors du retournement (concen-
tration comprise entre 1 x 10° et 1 x 10° UFC m~3). Apres le retournement, la concen-
tration est similaire a celle détectée avant lactivité (de l'ordre de 1 x 10* UFC m™?) .
Ces concentrations étaient supérieures a celles du point amont (différence de 2 unités
logarithmiques pour les bactéries, les actinomycetes et les champignons cultivés a 45°C

et une différence d’une unité logarithmique pour les champignons cultivés a 25°C).

3.6.2.3.3 La diversité microbienne des bioaérosols
Jusqu’en 2009, la diversité microbienne des bioaérosols de compostage n’a pas été étu-
diée dans son ensemble, les études se focalisaient sur la quantification par des techniques
culturales de groupes donnés (cf : tableau 3.7) :
— pour les bactéries : les bactéries totales, les bactéries Gram négatif, les bactéries
Gram positif, les bactéries mésophiles et les actinomycetes
— pour les champignons : les champignons totaux, les champignons thermophiles et
Aspergillus fumigatus
Néanmoins en 2005, Tolvanen et al. ont étudié la diversité fongique dans le bioaérosols
émis lors de la réception des déchets ménagers ainsi que lors du retournement (Tolvanen
et al., 2005). L’identification des genres fongiques a été réalisée par 'emploi de techniques

culturales ainsi que par microscopie (tableau 3.10).

TABLEAU 3.10 — Fréquence en pourcentage des genres fongiques identifiés dans les bioaé-
rosols émis dans la zone de réception et lors du retournement (Tolvanen et al., 2005)

Genres fongiques Zone de réception Zone de
identifiés des déchets retournement
Penicillium 61 54
Aspergillus 19 28
Cladosporium 0,8 6
Geotrichum 0,8 -
Rhizopus 0,5 -
Paecilomyces - 0,5
Mucor 0,4 -
Scopulariopsis 0,4 -

Dans les deux zones, les genres Penicillium et Aspergillus dominent. Aspergillus est
plus représenté dans la zone de retournement que dans celle de réception des déchets.
Des espeéces qui n’avaient pas été identifiées dans la premiere zone sont détectées lors du
retournement, c’est le cas pour le genre Paecilomyces et a 'inverse des especes qui ont

été détectées dans la zone de réception ne le sont plus lors du retournement ( Geotrichum,
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Rhizopus, Scopulariopsis et Mucor).

Bru-Adan et al. ont utilisé des outils moléculaires pour décrire la diversité microbienne
des bioaérosols de compostage (Bru-Adan et al., 2009). Les auteurs ont caractérisé la
diversité microbienne d’un compost de déchets verts en cours de criblage alors qu’il était

en phase de maturation. La répartition des phyla bactériens et fongiques est présentée
dans le tableau 3.11.

TABLEAU 3.11 — Répartition en pourcentage des phyla bactériens et fongiques au sein
d’un bioaérosol de compostage collecté lors du criblage d'un compost de déchets verts en
stade maturation (Bru-Adan et al., 2009)

Répartion des phyla microbiens dans un
bioaérosol de compostage (en %)*

Phyla bactériens n=171 séquences
Firmicutes 46
Actinobacteria 28
a—Proteobacteria 10
[B—Proteobacteria 4
~v—Proteobacteria 3
Bacteroidetes 6
Cyanobacteria 2
Chlorofiexi 2

Phyla fongiques n="78 séquences
Ascomycota 17
Basidiomycota 29
Oomycetes 11
Zygomycetes 8

nd? )

1 du nombre total de séquences bactériennes ou fongiques
2 non déterminé
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Les 171 séquences analysées se répartissent en 85 phylotypes bactériens inclus dans 8
phyla tandis que les séquences fongiques sont incluses dans 39 phylotypes et 4 phyla. Deux
phyla bactériens dominent dans le bioaérosol de compostage étudié, il s’agit du phylum
Firmicutes et Actinobacteria, concernant les champignons, le phylum Basidiomycota est
le plus représenté. Les principaux genres identifiés au sein du bioaérosol émis sont :

— pour les bactéries : Thermobifida (15% des séquences totales bactériennes) affiliée
au phylum Actinobacteria , le genre Thermoactinomyces (14%) affiliée au phylum
Firmicutes.

— pour les champignons : le genre le plus représenté est Clitocybe (10% des séquences
fongiques) affilé au phylum Basidiomycota. Le genre Aspergillus issu des Ascomycota
représente 9% des séquences de l'inventaire. L’espece Aspergillus fumigatus repré-
sente 6% des séquences fongiques.

Le genre majoritaire au sein des eucaryotes est le genre Phytophtora, il représente 12%.
Ce genre est affilié aux Oomycetes issus des Stramenopiles.

Les genres bactériens et fongiques majoritaires dans cet inventaire ont déja été identi-
fiés dans le compost (Anastasi et al., 2005; Blanc et al., 1999, 1997; Cahyani et al., 2004;
Dees and Ghiorse, 2001; Herrmann and Shann, 1997; Partanen et al., 2010; Ryckeboer
et al., 2003b; Strom, 1985; Swan et al., 2003; Yamada et al., 2008).

La concentration bactérienne a été dénombrée par culture, les résultats se situent
entre 1 x 10 et 3 x 10* UFC m~2 tandis que pour les champignons la concentration est
comprise entre 100 et 5 x 10> UFC m™3. Le ratio de cultivabilité se calcule en effectuant
le rapport entre la valeur obtenue par dénombrement par la culture sur la valeur obtenue
par microscopie. Il est de l'ordre de 1 a 2%. Ceci signifie que seulement 1% des micro-
organismes présents dans 1’aérosol étudié est cultivable. Cette valeur est en accord avec les

ratios obtenus par Peccia et al. dans d’autres environnements air (Peccia and Hernandez,

2006).

3.6.2.3.4 La dispersion des bioaérosols

Les bioaérosols générés par les différentes activités liées au procédé de compostage se
dispersent aux alentours de la plate-forme (figure 3.15 issue de (Fischer et al., 2008)). La
concentration bactérienne en amont des deux sites est similaire, 100 UFC m™2, tandis
que la concentration fongique cultivée a 25°C est plus variable (1 x 10% pour le site 2 et
5 x 10> UFC m~3 pour le site 4). Il en est de méme pour celle des actinomycetes (10 —
100 UFC m™3), a l'inverse la concentration des champignons cultivés a 45°C en amont
des plates-formes est faible 10 UFC m™3 pour les deux sites. Ceci permet de dire qu’il y
a peu de champignons thermophiles dans I’environnement des sites de compostage.

En aval de la source d’émission, a partir de 200 — 300 m une forte décroissance est
observée, diminution de la concentration au sein des bioaérosols de 2 a 3 unités logarith-
miques pour le site 2 et seulement 1-2 unités logarithmiques pour le site 4. Pour le site
4, la concentration microbienne présente dans le bioaérosol revient a celle du bruit de

fond de I’air a partir de 600 m de la source d’émission. Pour le site 2, la concentration des
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champignons cultivés a 25°C revient a celle du bruit de fond de I'air dés 200 m. La concen-
tration des bactéries et des actinomycetes émis par l'activité de retournement est similaire
a celle de 'environnement a une distance de 800 m. La concentration des champignons
cultivés a 45°C est toujours équivalente a celle de I’environnement apres une distance
de 1,5 x 103 m. Les différents parameétres pouvant avoir une incidence sur la dispersion
sont : le vent, la température, I’hygrométrie et les caractéristiques de la plate-forme de

compostage de méme que le procédé employé.

Site 2 Site 4
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le+08 « Champignons 45°C le+08 « Champignons 45°C
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F1GURE 3.15 — Concentration des micro-organismes dans les bioaérosols générés lors d'une
activité de retournement sur deux plates-formes de compostage traitant des ordures mé-
nageres (Fischer et al., 2008). Les distances sont mesurées a partir de la source d’émission
(point 0), les valeurs négatives représentent le point amont. Ce point amont sert de ré-
férence, car il n’est pas soumis a l'influence de la plate-forme de compostage. Les lignes
représentent le bruit de fond de l'air (noté BF') déterminées en fonction de la concentration
mesurée en amont de la source d’émission pour chacun des parametres
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La dispersion des bioaérosols a été également déterminée par 1'utilisation de modeles
mathématiques de dispersion. Les modeles les plus employés sont de type Gaussien. Dif-
férentes variables interviennent dans le modéle comme : la concentration a la source, le
volume d’émission, la vitesse du vent, la superficie de I’andain, les conditions météorolo-
giques .. ..

Il existe peu d’études sur la modélisation de la dispersion des bioaérosols de com-
postage. Le premier modele de dispersion date de 1980, Millner et al., ont modélisé la
dispersion d’Aspergillus fumigatus provenant d’une plate-forme de compostage de boues
de stations d’épuration (Millner et al., 1980). En 2001, Wheeler et al., ont étudié la dis-
persion des bioaérosols provenant de trois plates-formes de compostage en Angleterre
(Wheeler et al., 2001). Les données collectées ont été modélisées par le modele “SCREEN
3”7 (US-EPA) qui est un modele de type Gaussien. Le modele sur-estime la concentration
en aval par rapport aux données observées. L’hypothese pour expliquer cette différence est
que le modele ne prend pas en compte la distribution des tailles des particules dispersées.

Taha et al., ont également utilisé le modele “SCREEN 3” pour connaitre la dispersion
d’ Aspergillus fumigatus provenant de sites de compostage de déchets verts . Avec le modele,
leur concentration présente dans le bioaérosol de compostage est similaire a celle du bruit
de fond de 'air pour une distance inférieure a 250 m (Taha et al., 2005, 2006, 2007).

Un autre biais des modeles de dispersion nécessite la connaissance du volume d’émis-
sion de la source (Swan et al., 2003). 11 est difficile de modéliser la dispersion d’un andain
lorsque le site est ouvert car il y a toujours de l'activité, les andains ne sont pas tous
au méme stade de fermentation ou de maturation, la nature des déchets évolue au cours
de 'année (notamment pour les déchets verts). Ces différents parametres influent sur la
composition microbienne présente dans le compost et également sur I'estimation du flux
émis.

Le tableau 3.12 répertorie les études indiquant a quelle distance de la source d’émission

la concentration microbienne du bioaérosol est similaire a celle du bruit de fond de l'air.
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Chapitre 3 : Bioaérosols émis lors des procédés de dépollution

Au dela de 200-250m, les bioaérosols émis par les plates-formes de compostage ne
sont pas différentiables du bruit de fond de l'air (Sanchez-Monedero et al., 2005; Swan
et al., 2003; Taha et al., 2005, 2006, 2007).

3.7 Réglementation francaise associée aux émissions

atmosphériques des procédés de dépollution

Toute exploitation industrielle susceptible de créer des risques ou de provoquer des
pollutions ou des nuisances, notamment pour la sécurité et la santé des riverains est
une installation classée. Les activités relevant de la législation des installations classées
sont énumérées dans une nomenclature qui les soumet a un régime de déclaration ou
d’autorisation en fonction de I'importance des risques ou des inconvénients qui peuvent
étre engendrés (Source : http ://installationsclassees.ecologie.gouv.fr) :

— Déclaration : pour les activités les moins polluantes et les moins dangereuses. Une

simple déclaration en préfecture est nécessaire

— Autorisation : pour les installations présentant les risques ou pollutions les plus

importants. L’exploitant doit faire une demande d’autorisation avant toute mise en
service, démontrant ’acceptabilité du risque. Le préfet peut autoriser ou refuser le
fonctionnement.

— Enregistrement : il s’agit d’un nouveau régime mis en place en 2009. Intermédiaire

entre les régimes actuels d’autorisation et de déclaration, le régime d’enregistrement
a pour objectif de réduire de moitié les délais de délivrance des autorisations et de
simplifier les dossiers a fournir par les industriels. Ce régime permet une meilleure
protection de l’environnement (prévention des pollutions ou de risques les plus im-

portants). L’enregistrement est réservé a certaines activités dont le compostage.

Les installations classées pour la protection de I’environnement soumises a autorisation
doivent effectuer une étude d’impact et de danger.

L’étude d’impact contient une analyse de I’état initial du site et de son environnement,
une analyse des effets directs et indirects, temporaires et permanents de I'installation sur
I'environnement et la santé (la faune et la flore, les milieux naturels, sur la commodité du
voisinage (bruits, vibrations, odeurs, émissions lumineuses) . ..). Une analyse de l'origine,
de la nature et de la gravité des inconvénients susceptibles de résulter de I'exploitation
de l'installation considérée est effectuée. Cette étude doit indiquer les mesures envisagées
par U'exploitant pour supprimer et/ou limiter et si possible compenser les inconvénients

de l'installation ainsi que les conditions de remise en état du site.

L’étude d’'impact doit permettre pour chacun des grands types de nuisances (pollution
de l'eau, pollution de l'air, bruit, déchets...) de connaitre la situation existante avant la

mise en service de l'installation, ses caractéristiques et ses effets bruts sur I’environnement
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pour chacune de ces nuisances, les mesures prises pour atténuer les effets, et la situation

prévisible apres mise en service.

L’étude de danger justifie que le projet permet d’atteindre, dans des conditions éco-
nomiquement acceptables, un niveau de risque aussi bas que possible, compte tenu des
connaissances et des pratiques et de la vulnérabilité de I’environnement de I'installation.
Cette étude regroupe des informations qui permettent d’identifier les sources de risque,
les scénarios d’accident envisageables et leurs effets sur les personnes et 'environnement

(Source : http ://installationsclassees.ecologie.gouv.fr).

3.7.1 Les centres de stockage des déchets ultimes

Les centres de stockage des déchets ultimes sont soumis a ’arrété du 9 septembre 1997
ainsi qu’a la directive 1999/31/CE. Ils peuvent étre également classés en ICPE, loi du 19
Juillet 1976 (Code de I’Environnement) et décret du 21 septembre 1977. Les installations
doivent étre éloignées d’au moins 200 m de toutes zones habitées. Selon la définition de la
directive européenne 1999/31/CE du 26 avril 1999, le biogaz est défini ainsi “tous les gaz
produits par les déchets mis en décharge”. La réglementation actuelle impose la collecte
du biogaz ainsi qu'un suivi des émissions de gaz, de pression et de composition de ce
dernier. Le suivi du biogaz est semestriel. Un suivi du centre de stockage, apres fermeture

est obligatoire pendant une durée minimale de 30 ans.

3.7.2 Les plates-formes de compostage

Les plates-formes de compostage sont classées en trois catégories selon la production de
compost journaliére (tableau 3.13). Selon la catégorie dans laquelle se situe la plate-forme
elle doit répondre aux différents criteres énoncés. Les distances d’implantation fixées par
la réglementation visent a limiter les impacts sur la ressource en eau ainsi que les émissions
atmosphériques (odeurs, émissions chimiques), sauf que les bioaérosols émis ne sont pas
pris en compte.

La notion de traitement d’effluents gazeux apparait seulement dans la réglementation
sur les ICPE (Installations Classées pour la Protection de I’Environnement) soumises a
autorisation qui est la plus restrictive. De méme toujours dans cette catégorie d’'ICPE, le

procédé de compostage est réglementé.
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TABLEAU 3.13 — Les différentes contraintes selon la taille des plates-formes de compostage

Quantités de

compost < 1 tonne > 1 tonne mais < 10 tonnes > 10 tonnes
produites
par jour
Réglementation  Reéglement sanitaire départementale ICPE ICPE
Déclaration Autorisation

Article 1581 arrété du 7 janvier 20022 arrété du 22 avril 20083

si volume des dépé6ts >50 m3

déclaration en mairie
Ordures Compostage soumis
ménageres obligatoirement a autorisation
Distance Aucune implantation dans le
implantation périmetre de protection

>10m
des fossés

>35m

puits, forages, sources,
aqueduc, des rivages,

des berges

installation d’eau potable

>200m

zones destinées & ’habitation,
zones de loisirs

zones recevant du public

zones de baignades et aquacoles

>8m
entre les aires de travail
et limite de propriété

>35m

puits, forages, sources,
aqueduc, des rivages,

des berges

installation d’eau potable

>100 m

zones destinées a 1’habitation,
zones de loisirs

zones recevant du public

>200m
zones de baignades

>500 m
zones de conchylicoles
piscicultures

rapproché d’un captage
d’eau consommation humaine

>8m
entre les aires de travail
et limite de propriété

>35m

puits, forages, sources,
aqueduc, des rivages,

des berges

installation d’eau potable

>100m

installation composant des effluents
d’élevage présente dans

les exploitations agricoles

>200m

— plates-formes ouvertes

avec traitement des

effluents gazeux

— plates-formes ouvertes ou fermées
composant des matieres

d’origine animale

— zones de baignades

— Zones destinées

a ’habitation

>500 m
zones de conchylicoles
piscicultures

Procédé de
compostage

—aération effectuée par retournement
3 semaines de fermentation minimum
Au moins 3 retournements

3 jours minimum entre chacun

55°C au moins pendant 72 heures

—aération effectuée par aération forcée
2 semaines de fermentation minimum
Au moins 1 retournement

55°C au moins pendant 72 heures

1 relatif aux dépots de matiéres fermentescibles destinées & la fertilisation des sols
2 relatif aux prescriptions générales applicables aux installations classées soumises & déclaration sous la rubrique n°2170 :
“engrais et supports de cultures (fabrication des) & partir de matiéres organiques” et mettant en ceuvre un procédé

de transformation biologique aérobie (compostage) des matieres organiques.
3 fixant les régles techniques auxquelles doivent satisfaire les installations de compostage ou de stabilisation biologique
aérobie soumises & autorisation en application du titre I°* du livre V du code de ’environnement
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Récemment, la réglementation ICPE relative au compostage a été modifiée : ancien-
nement classée dans la rubrique 2170 fixant les tonnages a plus d’une tonne et inférieure
a 10 tonnes pour les ICPE soumises a déclaration et pour les ICPE soumises a autorisa-
tion pour un tonnage supérieur ou égal a 10 tonnes par jour. Le décret 2009-1341 du 29
octobre 2009 crée une nouvelle nomenclature ICPE (2780) spécifique aux installations de
traitement aérobie des déchets non dangereux ou matiére végétale brute (compostage).

La nouvelle classification des ICPE est :

1. Compostage de matiere brute, effluents d’élevage, matieres stercoraires :
— supérieure ou égale a 30 tonnes par jour : autorisation
— supérieure ou égale a 3 tonnes par jour et inférieure a 30 tonnes par jour : décla-

ration

2. Compostage de la fraction fermentescible des ordures ménageres, des déchets des
industries agro-alimentaires, des boues de stations d’épuration
— supérieure ou égale a 20 tonnes par jour : autorisation
— supérieure ou égale a 2 tonnes par jour et inférieure a 20 tonnes par jour : décla-

ration

Le rayon d’affichage, indiquant la présence d’une installation de compostage est de
3km. Actuellement 45 plates-formes de compostage en France (35 soumises a autorisa-
tion et 10 & déclarations) sont régies par la rubrique 2780 des ICPE (Source : http ://ins-
tallationsclassees.ecologie.gouv.fr). Néanmoins, les prescriptions techniques citées dans le
tableau 3.13 restent applicables.

L’arrété du 7 janvier 2002 fixe des valeurs maximales d’odeurs (mesurées par olfacto-
metre) en fonction de ’éloignement de l'installation par rapport aux “immeubles habités
ou occupés par des tiers, aux stades, terrains de camping et établissements recevant du
public 7. Le niveau d'une odeur, exprimé en unité d’odeur par metre cube (UO m™3),
est défini comme étant le facteur de dilution qu’il faut appliquer a un effluent pour qu’il
ne soit plus ressenti comme odorant par 50% des personnes constituant un échantillon
de population. Le débit d’odeur est défini comme étant le produit du débit d’air rejeté

exprimé en m3h~! par le facteur de dilution au seuil de perception (tableau 3.14).

TABLEAU 3.14 — Valeurs maximales d’odeurs en fonction de I’éloignement de 'installation
(arrété du 7 janvier 2002)

Eloignement des tiers (m) Niveau d’odeur sur site (UO m™3)

100 250
200 600
300 2 x 103
400 3 x 10?
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Dans cette section, la réglementation francaise a été abordée, il faut savoir qu’il existe

une réglementation pour les plates-formes de compostage en Angleterre. La zone d’in-

fluence des bioaérosols émis par les activités générées sur les plates-formes de compostage

est de 250 m (Swan et al., 2003).

3.7.3 Les valeurs guides pour les bioaérosols

Il n’existe pas de valeurs guides concernant les micro-organismes dans I’atmosphere de

travail. Les seules données disponibles sont des propositions faites par les auteurs, tableau

3.15 (Swan et al., 2003).

TABLEAU 3.15 — Valeurs guides proposées dans I’environnement de travail

Valeurs guides

Références

Micro-organismes totaux 1 x 10* =1 x 105> UFC m™®

Bactéries 1x10°-1x10* UFC m™3

Bactéries Gram négatif 1 x 10° -1 x 10* UFC m™3

Actinomycetes 1x10*-1x10® UFCm™3
Actinomycetes 2 x 10* UFC m™3
thermophiles

Champignons 1x10% - 10° UFC m~3
Endotoxines 10 — 100 ngm—>

Dutkiewicz et al., 1997
Lacey et al., 1997
Markos et al., 1992

Dutkiewicz et al., 1997
Heida et al.,1995
Poulsen et al., 1995

Rylander et al., 1980-1983
Sigsgaard, 1990

Dutkiewicz et al., 1989
Lacey et al., 1997
Rylander et al., 1994
Markos et al., 1992

Dutkiewicz et al., 1997
Malmberg et al.,1991

Dutkiewicz et al., 1989
Dutkiewicz et al., 1997
Heida et al., 1995

Rylander et al., 1994

Hours et al., 2003
ICOH!

! congrés international de la santé du travail

152



3.7 Réglementation frangaise associée aux émissions atmosphériques des procédés de
dépollution

Par contre, des seuils réglementaires existent en France pour les poussieres en milieu
professionnel :

— Pour les poussiéres totales la valeur est de 10 mgm =3

— Pour les poussieres d'un diameétre inférieur & 5 pm le seuil est de 5 mgm 3.

Les valeurs guides proposées par 1’Organisme Mondiale de la Santé et du Conseil
Supérieur d’Hygiene Publique de France pour les poussiéres sont

— ne pas dépasser 120 pgm—2 d’exposition sur 24 heures

— ne pas dépasser sur 'année 70 pgm™3,

En conclusion de ce chapitre relatif aux bioaérosols émis sur les procédés de dépollu-
tion, il ressort que :

La diversité microbienne des bioaérosols est mal connue

— La dispersion des bioaérosols aux alentours du site de traitement est peu évaluée

— Il n’y a pas de seuil lié¢ aux bioaérosols émis dans la filiere de dépollution. Les
installations soumises aux différents régimes ICPE prennent en compte tous types
de risques mais pour certains, il faut reconnaitre qu’ils sont mal appréhendés.

— Il n’y a également pas de seuil d’exposition pour les travailleurs face aux bioaérosols,
mais la réglementation du travail peut prévoir le port de protection individuelle

(comme par exemple : lunettes, masques).
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4.1 Méthode de collecte

4.1 Meéthode de collecte

La collecte des bioaérosols consiste en une séparation des particules du fluide porteur,
lair, via différents mécanismes physiques (Renoux and Boulaud, 1998) :

— mouvement brownien et la sédimentation
Le mouvement brownien est une résultante de chocs entre les particules, son inten-
sité s’accroit avec la température. Ce mouvement est applicable pour les particules
inférieures a 1 pm. La sédimentation est un équilibre entre 1’action de la pesanteur
terrestre et la résistance du milieu (viscosité). Elle peut étre déterminée par la loi
de Stockes.

— diffusion turbulente et force d’inertie
Le déplacement d’une masse d’air peut étre caractérisé soit par un régime laminaire
soit par un régime turbulent. Cette distinction est quantifiée par le nombre de
Reynolds (Re) (si Re < 2000 régime laminaire, si > 3000 régime turbulent).
Concernant les bioaérosols, un nombre de Reynolds de la particule (Re,) a été défini,
il permet de connaitre selon la taille, dans quel régime, se trouvent les particules
(Re, > 1 régime turbulent). Leur inertie est observée lorsque le flux d’air change de
direction, elle peut permettre I'impaction des particules.

— forces électriques
Les particules possedent des charges électriques. Elles peuvent ainsi entrainer une
déposition plus rapide.

— thermophorése et photophorese
La thermophorese est le phénomeéne selon lequel les aérosols sont repoussés par
les températures chaudes. Ils se déplacent vers les températures décroissantes. La
photophorese implique un rayon lumineux pouvant soit attirer les particules soit les
repousser.

Il existe plusieurs techniques de collecte des bioaérosols qui sont détaillées ici

4.1.1 L’impaction

L’impaction permet de séparer les particules de I'air selon les propriétés d’inertie de

ces dernieres.

4.1.1.1 L’impaction sur milieu solide

Le principe de I'impaction sur milieu solide consiste a aspirer 'air et a le projeter
directement sur un milieu nutritif gélosé.

Il existe différents types d’impacteurs, certains sont mono-étage tandis que d’autres
sont multi-étages. Pour les impacteurs multi-étages ’air passe a travers une série d’étages
permettant une sélection des particules, les plus grosses sont impactées sur les premiers
étages tandis que les plus petites sont entrainées par le flux d’air et iront s’impacter

dans les étages inférieures (figure 4.1) (Renoux and Boulaud, 1998). L’impaction dépend
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de l'inertie des particules collectées (régie selon la taille, la viscosité et la vitesse) mais
également par les propriétés physiques de 'impacteur lui-méme (forme, dimensionnement,
débit échantillonnage et vitesse du flux) (Nevalainen et al., 1992). L’'impacteur multi-

étages nous renseigne sur la distribution granulométrique de I’aérosol collecté.

Orifice
d’accélération

Trajectoire
d’'une
particule

Surface de collection

FI1GURE 4.1 — Principe de 'impaction sur milieu solide

L’impacteur Andersen est multi-étages (six a huit étages). Les différents étages miment
le tratus respiratoire de I’homme permettant ainsi de connaitre ou peuvent se disséminer
les bioaérosols collectés (figure 4.2) (Andersen, 1958).
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Entrée d’air
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FIGURE 4.2 — Collecteur multi-étages Andersen, (Andersen, 1958)

La taille des particules collectées par les différents étages sont référencées dans le
tableau 4.1. L’inconvénient de cette technique peut étre la superposition de plusieurs

colonies induisant des erreurs de dénombrement (Chen et al., 1998).
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TABLEAU 4.1 — Les six étages de I'impacteur Andersen avec la correspondance avec le
tractus respiratoire humain (http ://www.pacwill.ca/en/ProductsServices/6stage.htm)

Etage Taille des particules  Partie du tractus

en pm respiratoire humain
1 >a7 nez
2 o7 pharynx
3 3-b trachée
4 2-3 bronches
5 1-2 bronchioles
6 <al alvéoles

Il existe d’autres impacteurs sur milieu solide mono-étage comme le Casella MK-II, le
Mattson-Garvin, le New Brunswick, le SAS (“Surface Air System”), le MAS-100.

4.1.1.2 L’impaction sur support adhésif

Les impacteurs sur support adhésif permettent de capturer les spores et le pollen en

1 (correspond

continu dans l'air sur une semaine. L’air est aspiré a un débit de 10 L min~
a la respiration humaine) a travers une fente (collecteurs Spore Traps, Burkard). Ce dis-
positif est équipé d’'une girouette afin d’orienter I’entrée du capteur toujours face au vent.
Les particules sont impactées sur une surface adhésive qui tourne & 2mmh~!. L’identifi-
cation des champignons se fait au moyen d’une lecture microscopique directe des bandes
adhésives (apres découpe par tranche d’une journée). Il est possible d’observer 1’évolution
de I’émission de spores sur une période d’une semaine (Jaroz, 2004). L’identification est
limitée a quelques genres de champignons dont les spores sont morphologiquement re-
connaissables (Alternaria, Dreschlera, Cladosporium, Ustilago, Epicoccum. ..). Par contre
pour les genres Penicillium et Aspergillus, leurs spores présentent une morphologie iden-
tique ainsi qu’'une de taille similaire. Ce type de collecteur est utilisé pour la détection
des spores (Alternaria, Cladosporium et du pollen allergisant (ambroisie, bouleau, grami-
nées ...) par le réseau national de surveillance aérobiologique (RNSA). La limite de ces

appareils de collecte est qu'ils sont volumineux et lourds (supérieur a 10 kg).

4.1.1.3 L’impaction en milieu liquide

Il s’agit du méme principe que précédemment sauf que ’air collecté est aspiré au travers
d’un capillaire puis propulsé dans une solution de collecte qui est soit de ’eau stérile soit
une solution physiologique. Pour les collecteurs AGI4 ou AGI30 (“All Glass Impinger”),
I’air est aspiré horizontalement par un capillaire qui se courbe pour étre perpendiculaire

par rapport au fond de collecteur. La courbure représente le systéme nasal de I’homme
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(CSTB, 2006).

Tandis que le Biosampler, similaire aux collecteurs AGI, sauf que les particules sont
impactées tangentiellement a la surface de la solution de collecte. L’intérét de cette impac-
tion est de réduire le bullage (ré-aérosolisation) et aussi de limiter I’évaporation (CSTB,
2006).

Il existe également un impacteur multi-étages en milieu liquide, le MLI (“Multistage
Liquid Impinger”). Il est composé de trois étages permettant le fractionnement de I’aé-

rosol correspondant chez I'homme aux voies supérieures, aux bronches et aux alvéoles

pulmonaires (CSTB, 2006).

4.1.1.4 L’impaction centrifuge

La collecte des particules se fait via la formation d’un vortex. Le principe est basé sur
I'inertie des particules, en effet les particules ayant une inertie suffisante peuvent sortir
du flux et s’'impacter sur les parois ou sur une surface de collecte. L’échantillonneur RCS
(“Reuter Centrifugal Sampler”) de Biotest est un cyclone. L’air est collecté horizontale-
ment et passe dans un cone ou le vortex est créé. Les particules ont un trajet hélicoidal
descendant le long du cone. La paroi est recouverte d'une bande gélosée sur laquelle les
particules s'impactent (figure 4.3). La bande est récupérée puis mise a incuber (CSTB,
2006). Les cyclones ont été améliorés et la collecte peut également s’effectuer dans une

solution de collecte (exemple de collecteur le Coriolis).
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Sortie
d’air

Entrée
d’air

Particules
collectées

FIGURE 4.3 — Principe de I'impacteur centrifuge (Maier et al., 2009)

4.1.2 La filtration

Un flux d’air passe au travers d’un filtre retenant les micro-organismes et les parti-
cules a une taille donnée. L’efficacité de captage est fonction de la vitesse d’aspiration et
également du diametre des pores du filtre. La collecte des aérosols est due a une action
simultanée de différents mécanismes qui sont l'impaction inertielle, I'interception et la
diffusion (Duquenne and Greff-Mirguet, 2005).

La collecte peut s’effectuer a deux niveaux sur un filtre : a la surface ou a l'intérieur
du filtre. Différents filtres sont employés, des filtres capillaires comme le polycarbonate ou
des filtres poreux comme le filtre en fibre de verre.

Chacun de ces types de filtres ont leurs propriétés qui sont (CSTB, 2006) :

— Les filtres en fibres de verre

les particules sont interceptées au sein du maillage de fibres. Ils sont principalement
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utilisés pour les analyses de poussieres et d’allergenes (endotoxines).

— Les filtres membranaires (cellulose ou polymere synthétique)
Les particules sont recueillies soit a la surface soit a I'intérieur du filtre. La taille des
pores mentionnée est un diametre moyen car ces filtres sont constitués d’un maillage
de fibres. Ces filtres sont utilisés avec le MDS8 Sartorius.

— Les filtres en polycarbonate
La collecte sur ce type de filtre est réalisée uniquement a la surface. Ils ont 'avantage
de permettre d’effectuer une détection directe (Palmgren et al., 1986). La taille
des pores présent sur le filtre sont tous la méme taille contrairement aux filtres

membranaires.

L’analyse peut se faire soit directement sur le filtre, soit en utilisant des techniques
culturales (Duquenne and Greff-Mirguet, 2005). Les filtres ont un effet sur la viabilité des
micro-organismes collectés d’out I'importance du choix du filtre (Palmgren et al., 1986).

Ils peuvent étre contenus dans des cassettes, notamment les filtres membranaires et
les filtres en polycarbonate. Deux types de cassettes existent, les ouvertes permettant une

répartition homogene et les fermées qui posseédent une ouverture de 4 mm (CSTB, 2006).

4.1.3 La sédimentation

Cette technique repose sur la propriété de sédimentation des particules. Des boites de
Pétri ouvertes contenant un milieu de culture sont disposées dans la zone d’étude (figure
4.4). L’inconvénient de cette méthode, elle ne permet pas de déterminer le nombre de
colonies associées a un volume d’air. Les grosses particules sédimentent plus rapidement
(Sahu et al., 2005).

FIGURE 4.4 — Collecteur sédimentaire, (Sahu et al., 2005)
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4.1.4 Précipitation électrostatique

L’échantillonnage des micro-organismes dans l'air peut s’effectuer par précipitation
électrostatique. Les micro-organismes possedent une charge électrique. Cette technique
permet la collecte des aérosols sur un disque rotatif de charge opposée a celle des aérosols
microbiens (Mainelis, 1999; Mainelis et al., 2005). Cette technique est peu documentée et

peu utilisée.

En conclusion, les méthodes de prélevement des aérosols vont différer selon le type
d’analyses qui seront effectuées soit par des outils moléculaires soit par des méthodes
culturales.

L’utilisation d’impacteur sur milieu gélosé est tres souvent employé avec des méthodes
culturales. Par contre, la filtration, la collecte cyclonique sont préférentiellement couplées

avec une analyse moléculaire.

4.1.5 La collecte des virus

Les virus ont en général une taille inférieure a 200 nm. Ces particules sont fortement
soumises aux mouvements Brownien. Les techniques de collecte sont principalement 1’im-
paction soit en milieu liquide, soit en milieu solide. Les impacteurs cycloniques ont une
efficacité de collecte de 50% pour des particules de tailles inférieures a 0,77 pm a un débit
de 50 Lmin~! (Verreault et al., 2008). Les collecteurs cycloniques sous-estiment la concen-
tration virale dans 'air, les virus subissent des stress et des dommages structuraux lors
de la collecte (Verreault et al., 2008). La détection des virus s’effectue principalement par
'infection des cellules bactériennes. Le dénombrement est exprimé en PFU (unité formant

plage de lyse).

4.1.6 L’efficacité des collecteurs

L’efficacité d’échantillonnage est la probabilité qu'une particule de I'aérosol présente
dans lair soit collectée. De maniere générale I'efficacité est dépendante de 'efficacité phy-
sique (I'appareil utilisé, les propriétés des bioaérosols, le régime d’écoulement de lair. . .)
et de l'efficacité biologique qui est la viabilité des micro-organismes collectés. En effet, ils
sont soumis aux stress (dessiccation, vitesse élevée .. .).

Les théories en physique des aérosols sont établies a partir des particules sphériques
tandis que dans l'air, elles présentent différentes formes et diameétres :

— Le diametre aérodynamique

C’est le diametre d'une sphere ayant la méme vitesse de chute que la particule et

une masse égale & 1 gcem™3. 1l est noté d,
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— Le diametre du volume équivalent

C’est le diametre de la sphere possédant la méme masse que la particule, noté d,,

L’efficacité de collecte est exprimée en fonction du diametre aérodynamique des par-
ticules. Le diametre de coupure dsg du biocollecteur est défini comme étant le diametre
d’aérodynamique de la particule pour lequel 50% des particules sont collectées. Afin d’ob-
tenir un prélevement efficace, il faut choisir un collecteur dont le diametre de coupure est
inférieur a la taille des micro-organismes visés. Le tableau 4.2 recense différents diametres
de coupure pour quelques biocollecteurs (CSTB, 2006).

L’efficacité de captage est dépendante du dimensionnement de l'orifice d’entrée du
biocollecteur, mais également de 1’écoulement. La condition d’isocinétisme, c’est a dire
dans des conditions idéales, est remplie quand la vitesse du flux d’air ambiant est égale a
celle présente au niveau de l'orifice de captage du biocollecteur. Ceci est définie selon le
rapport (R) de la vitesse du fluide en amont de Uorifice sur la vitesse dans orifice (figure
4.5).

R<1

Superisocinétisme

R=1 . .
isocinétisme { G

R>1
subisocinétisme

FIGURE 4.5 — Représentation de l'influence de 1’écoulement d’air sur le processus de
captage des bioaérosols (Renoux and Boulaud, 1998)

— Si R = 1 on est en condition d’isocinétisme

— Si R < 1 I’échantillonnage est sous-estimé car le flux est perturbé par un rétrécisse-
ment (condition superisocinétisme)

— Si R > 11’échantillonnage est sur-estimé car le flux est perturbé par un élargissement

(condition subisocinétisme)

165



Chapitre 4 : Techniques de collecte et d’analyse des bioaérosols

TABLEAU 4.2 — Diameétre de coupure de différents biocollecteurs (CSTB, 2006)

Biocollecteurs Diametre de coupure dsx
en pm
Théorique Mesuré
Impacteur solide
Andersen 6 étages
Etage 1 6,24 7
Etage 2 4,21 4.7
Etage 3 2,86 3,3
Etage 4 1,84 2,1
Etage 5 0,94 1,1
Etage 6 0,58 0,65
Andersen 2 étages
Etage 1 6,28 8
Etage 2 0,83 0,95
Andersen 1 étage! 0,58 0,65
MAS-100 1,72 nd?
SAS 1,97 2
Burkard spore 3,7 nd
Impacteur liquide
AGI-30 0,3
Bio-sampler nd < 0,3
MLI nd
Etage 1 nd 6
Etage 2 nd 3,3
Etage 3 nd 0,5
Impacteur centrifuge
RCS standard 7,5 3,8
RCS plus nd 0,82
Coriolis nd 0,5

L équivalent a I’étage 6; 2 non déterminé
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Lors d'un prélévement effectué avec un vent & 5ms~!, le nombre de particules supé-
rieures a 10 pm peut étre sur-estimé de 50% pour les impacteurs (Willeke et al., 1998).
Tandis qu’avec un collecteur Andersen, positionné perpendiculairement au vent, moins de
5% des particules de 10 pm sont collectées. Concernant les systémes de filtrations, lors-
qu’ils sont positionnés dans le sens de ’écoulement de l'air, un sur-échantillonnage est
observé (Cox and Wathes, 1995).

Un autre parametre a prendre en compte pour lefficacité est le phénomene de ré-
aérosolisation, concernant principalement les impacteurs en milieu liquide. Ce phénomene
est lié a l'agitation de la solution de collecte lorsque les aérosols collectés tombent dans
cette solution (formation de gouttelettes) (Grinshpun et al., 2007; Lin et al., 2000). Pour
les impacteurs multi-étages, 'efficacité peut étre modifiée car les particules peuvent re-
bondir au lieu de s’impacter.

Pour les impacteurs en milieu solide, le temps de collecte et le débit d’air entrant
sont faibles, de I'ordre de 30 L min~! pour éviter d’entrainer une déshydration des milieux
gélosés, de méme qu’une saturation des géloses.

Le fait de collecter par impaction en milieu liquide, permet de s’affranchir de la déshy-
dration. Les débits sont plus importants peuvent atteindre 1000 L min~!. Pour un temps
donné, les impacteurs cycloniques avec un débit de 300 L min~!, collecte 10 fois plus d’air
quun impacteur solide (Andersen) ayant un débit de 30 Lmin~'. Les temps de collecte
ne dépassent pas les trente minutes car la solution de collecte s’évapore (Grinshpun et al.,
2007; Lin et al., 1997; White et al., 1975). Pour pallier a ’évaporation certains biocollec-
teurs (cyclones) disposent d’'un réservoir et ainsi peuvent injecter la solution de collecte
durant le prélevement augmentant le temps de collecte.

Le temps de collecte pour les techniques de filtrations est dépendant du colmatage des
filtres. La filtration est privilégiée pour la collecte des spores fongiques et des endospores
qui sont des formes de résistances a la dessiccation. La filtration est conseillée pour des
environnements chargés en aérosols sur des temps courts pour pouvoir étudier la fraction
viable (Palmgren et al., 1986).

Donc le choix d’un biocollecteur est variable selon que 'on étudie les bioaérosols par
voie culturale ou par voie moléculaire. Treés souvent les impacteurs en milieu gélosé sont
employés avec des méthodes culturales. Par contre, la filtration et la collecte en milieu
liquide sont préférentiellement couplées avec une analyse moléculaire du fait des volumes

de collecte plus important.
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4.2 La caractérisation des bioaérosols

Cette section présente les différentes techniques disponibles afin d’étudier les bioaéro-
sols et ceci pour :

— identifier les micro-organismes présents

— quantifier un groupe de micro-organismes ou des composés biologiques

Le tableau 4.3 répertorie les principales techniques employées pour analyser les bioaé-
rosols. Les différentes techniques présentées sont référencées selon les quatre voies métho-
dologiques qui sont : la voie chimique, la voie culturale, la voie microscopique et la voie

moléculaire.
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4.2.1 Les méthodes chimiques
4.2.1.1 Détection des micro-organismes

Il est possible de détecter les micro-organismes par la voie chimique, elle repose sur
le dosage de composés qui peuvent étre plus ou moins spécifiques a certains micro-

organismes. Les différents composés présentés ci-dessous sont stables dans le temps.

4.2.1.1.1 L’adénosine triphosphate

La méthode de dosage de 1’Adénosine triphosphate (ATP) est enzymatique et repose
sur les propriétés de bioluminescence de la luciférine. L’émission de photons est provoquée
par I'oxydation de 'ATP par la luciférase. La réaction consomme une molécule d’ATP
par photon émis, ce qui rend cette méthode quantitative et sensible.

Une concentration théorique en ATP pour les bactéries est de 3 x 107¢ pmol et de

3 x 107° pmol par spore pour les champignons (Amato et al., 2007).

4.2.1.1.2 L’acide muramique

L’acide muramique entre dans la composition du peptidoglycane, composant de la
paroi des bactéries. La quantité d’acide muramique dans la cellule est variable selon le
type de paroi (bactérie Gram négatif : 12 pgmg=!, bactérie Gram positif : 44 pgmg=1)
(Moriarty, 1977). Ce marqueur permet de doser les bactéries (Gram positif et négatif)
par chromatographie en phase liquide a haute performance HPLC (“High Performance

Liquid Chromatography”) ou par chromatographie gazeuse (Gora et al., 2009).

4.2.1.1.3 L’ergostérol

C’est un lipide appartenant aux stéroides. Il est présent au sein de la membrane plasmi-
dique des champignons, des spores fongiques ainsi que dans les levures. Le role supposé de
Iergostérol est une fluidité de la membrane. Il est utilisé comme marqueur de la biomasse
fongique.

La limite de quantification est de 0,4ngm=2 soit une valeur théorique de 150 spores
par m—> (Robine et al., 2006).

4.2.1.1.4 Les glucanes

Les glucanes sont des constituants des spores fongiques mais sont également présents
dans les végétaux. Les 1-3-8-D-glucanes peuvent étre dosés par la méme méthode que
celle employée pour le dosage des endotoxines ou par un test immunochimique (CSHPF,

2006).

4.2.1.1.5 Les polysaccharides extracellulaires

Ces polymeres sont excrétés et peuvent étre détectés par des méthodes immunochi-
miques (ELISA). C’est une méthode rapide mais spécifique uniquement du genre fongique
(CSHPF, 2006).
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4.2.1.1.6 Les mycotoxines

Certaines mycotoxines (la stérigmatocystine, la déoxynivalénol, 'ochratoxine A et les
trichothécénes) sont dosées par HPLC ou chromatographie gazeuse et spectrométrie de
masse (Brasel et al., 2005; Moularat and Robine, 2006). La méthode employée classique-
ment consiste a rechercher et a identifier les souches toxinogenes, sachant que la production

de toxines par ces souches n’est pas systématique.

4.2.1.2 Détection des endotoxines

Les endotoxines sont présentes sur la paroi externe des bactéries Gram négatif. Elles
sont constituées d’'un lipide A, présent dans la membrane et d’une fraction polysaccha-
ridique présente dans la membrane et également en contact avec le milieu extérieur. La
libération s’opeére lors de division et de la lyse des bactéries. Elles sont composées d’un
lipide A et de polysacharrides, figure 4.6 (INRS, 2010).

Le lipide A est constitué de sucre et d’acides gras hydroxylés. La nature des sucres ainsi
que le nombre d’acides gras sont variables selon les especes bactériennes. Les molécules de
lipide A sont différentes selon les espéces et également a l'intérieur d’'une méme famille.
Ce lipide, dans son intégralité, est responsable du pouvoir toxique de ’endotoxine. Le
lipide A est la portion toxique déterminante (Greff-Mirguet, 2002).

La fraction polysaccharidique est constituée de différents sucres. La nature ainsi que
le type de liaison formant la chaine O spécifique est variable selon 1'espéce bactérienne.
Elle est constituée de maillons répétitifs (10 chez les salmonelles) contenant chacun entre
3 a 8 sucres (Greff-Mirguet, 2002; INRS, 2010).
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FIGURE 4.6 — Composition d'une endotoxine (INRS, 2010)

Le dosage des endotoxines est réalisé par la méthode LAL (Limulus amoebocyte ly-
sate). C’est une méthode tres sensible basée sur l'activation d’une enzyme de coagulation
présente dans I’hémolymphe du limule. Ceci permet de détecter une activité endotoxi-
nique, les résultats sont exprimés en unité endotoxines (UE). Les résultats sont comparés
a un standard (obtenue a partir d’Escherichia coli). 10 UE correspondent a 1 ng d’endo-
toxines. La comparaison entre les résultats est difficile en raison des différentes méthodes
d’extraction employées (Jensen et al., 1994).

La limite de détection de cette méthode est de 0,005 UE mL™!.

4.2.1.3 Détection par PLFA

L’acronyme de PLFA signifie acides gras phospholipidiques (PhosphoLipid Fatty Acid).
Les phospholipides sont des composants essentiels des membranes (30 & 40% de la mem-
brane). Ils apparaissent étre de bons marqueurs de la biomasse et de la diversité des
organismes (Lechevalier, 1989). L extraction est basée sur la méthode de Bligh et Dyer
(Bligh and Dyer, 1959).

Il est possible de détecter plusieurs groupes microbiens car la composition de certains
acides gras dans la membrane est différente. En effet, les différents acides gras permettant

une affiliation sont (Klamer and Baath, 1998) (a : anteiso, i : iso, cy : cyclopropane, Me :
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groupement méthylé) :
— Bactéries Gram négatif : 16 :1w7t, 16 :1wb, cy17 :0, 18 :1w7 et cy19 :0 16 :1wb
Bactéries Gram positif : 115 :0, al5 :0, i16 :0, i17 :0, al7 :0 et 10Mel7 :0
— Actinomycetes : 10Mel8 :0
— Champignons : 18 :2w6,9

L’ analyse des PLFA semble étre une méthode fiable pour la détection de rapides
changements dans les communautés microbiennes (Pilon, 2006). Cette technique est peu
utilisée actuellement du fait de ’avénement des techniques moléculaires basées sur ’ADNr
16S et de ’ADNTr 18S, permettant une analyse plus fine des structures des communautés

microbiennes.

4.2.2 Les méthodes culturales

Durant de nombreuses années, la microbiologie était basée sur les techniques cultu-
rales, principalement sur ’enrichissement des micro-organismes, puis sur leur isolement.
L’enrichissement favorise leur développement selon les conditions physico-chimiques et nu-
tritionnelles du milieu. En intervenant sur la composition d’un milieu on peut lui donner
un caractere plus ou moins sélectif.

Il existe de nombreux milieux de cultures pour les micro-organismes, plus ou moins
sélectifs pour permettre leur identification. Le tableau 4.4 présente les principaux milieux

de culture utilisés.
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TABLEAU 4.4 — Différents milieux de culture pour les micro-organismes

Cible Milieux de cultures

Bactéries totales Agar tryptone de soja (TSA)
Agar peptone de soja caséine (CSPA)
Agar 4 sustance nutritive

R2A
Bactéries mésophiles TSA
Bactéries Gram négatif Agar sang de mouton
MacConkey
Entérobactéries Drigalski
Chapman
Actinomycetes Agar Difco

Agar Littman ox-gall
Actinomycetes thermophiles CSPA
Agar levure glucose tryptone (SMA)

Champignons Agar extrait de malt (MEA)
Agar dichlorane glycérol (DG-18)
Agar rose de Bengale (RBA)

Les milieux les plus employés sont le milieu TSA pour les bactéries et le milieu MEA
pour les champignons (Lacey, 1991). Les températures d’incubation vont de 28°C a 35°C
pendant 1 a 7 jours pouvant aller jusqu’a 14 jours pour les champignons. Une température
d’incubation de 55°C est utilisée pour les actinomycetes thermophiles. Les résultats sont

exprimés en unité formant colonies (UFC).

Il existe également la culture des micro-organismes en milieu liquide qui s’effectue

selon une série de dilutions. Le dénombrement est effectué selon le nombre le plus probable

(NPP).

4.2.3 Les méthodes microscopiques

La microscopie fut inventée au cours du 17°"¢ siecle par Antoine Van Leeuwenhoek.
L’observation microscopique donne peu d’informations sur Iidentification de la plupart

des micro-organismes sauf pour les champignons.
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4.2.3.1 Comptage direct

Le comptage est réalisé a 'aide d’'un microscope photonique. Le dénombrement des
cellules s’effectue sur des cellules de Mallassez, de Thoma . ... dans un volume de liquide
défini. Cette technique n’est applicable que pour les cellules qui ne sont pas agrégées.
L’observation peut étre couplée a un systeme d’images permettant également de dénom-

brer.

4.2.3.2 Comptage par épifluorescence

Le dispositif repose sur I'observation de I'excitation d’'un fluorophore par une source
de rayons ultraviolets. Les différents marqueurs utilisés sont le DAPI (6-diamidino—2-
phénylindole), I'acridine orange, le bromure d’éthidium, l'iodure de propidium .... Par

I’exemple le DAPI qui se fixent a ’ADN et fluorescent sous les UV.

Certains fluorophores ont des propriétés comme l'iodure de propidium qui se fixe
sur 'ADN dont les cellules ont perdu l'intégrité membranaire. A partir des différentes
propriétés des flurophores, des systemes comme le “Live-Dead” ont été développés. Ce
test est basé sur 'intégrité membranaire des cellules. Un fluorophore, le Syto 9, pénéetre
dans toutes les cellules mortes ou vivantes et les colore en vert tandis que le second
fluorophore, 'iodure de propidium ne pénetre pas les cellules dont les membranes sont

intactes et colore les autres cellules en rouge (Sahu et al., 2005).

La technique FISH pour “Fluorescent in situ hybridization” est 1’emploi de sonde
marquée possédant un fluorophore. Les sondes sont des séquences complémentaires de
la séquence cible. Elles sont marquées par des fluorophores (fluorescine, rhodamine. . .)
(Amann et al., 1990; Corre, 2000). La visualisation de I’hybridation de la sonde sur la
séquence cible de ’ARN se fait par microscopie a épifluorescence. Il est possible d’utiliser
différents types de sondes du plus généraliste (bactérie, eucaryote) au plus spécifique
(genre).

Une autre méthode permet de compter les cellules viables par I’ajout d’inhibiteur du
doublement cellulaire (I’acide nalidixique). Les cellules ne peuvent plus se développer,

mais deviennent “géantes” (figure 2.2) (Kogure et al., 1978).

4.2.3.3 La microscopie électronique

La microscopie électronique a balayage (MEB) utilise un faisceau d’électrons dirigé
sur I’échantillon permettant un trés fort grossissement jusqu’a 3 x 10°. Le MEB permet
d’observer en trois dimensions les micro-organismes ainsi que leur structure. Cette tech-
nique a été employée pour étudier les spores fongiques et d’actinomycetes prélevées par

filtration (Eduard, 1993).
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4.2.4 La cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une technique analytique qui permet d’analyser un grand
nombre de cellules contenues dans un fluide a grande vitesse devant un faisceau d’un laser.
Ceci permet de compter et de caractériser chacune des cellules. C’est la lumiere réémise
(par diffusion ou fluorescence) qui permet de classer les cellules selon différents criteres et
de les trier.

Il est possible par différents signaux optiques de mesurer divers parametres de la cellule
(tableau 4.5).

TABLEAU 4.5 — Parametres mesurés en cytométrie en flux (http ://cyto-
base.monp.inserm.fr)

Signaux optiques Parametres mesurés Utilisation

Diffusion a petit angle taille cellulaire morphologie des cellules

Diffusion a angle droit réfringence cellulaire morphologie

Fluorescence ADN marqueurs cellulaires,
flux ioniques fonctions cellulaires

potentiel transmembranaire

4.2.5 Les méthodes moléculaires

L’émergence des techniques moléculaires est due principalement au développement de
la phylogénie moléculaire & la fin des années soixante (Zuckerland and Pauling, 1965).

L’extraction des acides nucléiques provenant des micro-organismes aérosolisés peut
étre réalisée par différentes techniques d’extraction de I’ADN. De maniere générale, elles
combinent des méthodes de lyse thermique, de lyse chimique, de lyse physique (broyage)
et une lyse enzymatique (lysozyme, RNAses . ..) (Radosevich et al., 2002; Williams et al.,
2001). Une fois lextraction d’ADN réalisée, il est nécessaire d’effectuer une étape de pu-
rification afin de séparer I’ADN des autres composés apparus durant I'extraction (acides
humiques. . .) qui seraient susceptibles d’avoir un effet d’inhibition lors des réactions mo-

léculaires a venir.

4.2.5.1 Amplification de '’ ADN

L’amplification des ’ADN s’effectue par la PCR (“Polymerase chain reaction”) grace
a une ADN polymérase. Cette méthode a été mise au point par (Mullis, 1987). La PCR
est une technique d’amplification d’une séquence d’ADN ciblée. En effet il est nécessaire

d’avoir un couple d’amorces afin d’amplifier une zone cible. L’intérét est qu’a partir d'un
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échantillon complexe et peu abondant en ADN, une importante quantité d’un fragment
ADN est amplifié de ordre de 2""! (n : nombre de cycles).

Une amplification est réalisée en trois étapes : la dénaturation qui sépare ’ADN

double brin en simple brin, ensuite vient ’étape d’hybridation qui consiste a la fixa-

tion des amorces sur ’ADN et enfin ’élongation réalisée par ’ADN polymérase a partir

des amorces. Ce cyle est reproduit généralement 20 a 30 fois.

4.2.5.2 I’ADN ribosomique

Les micro-organismes possedent trois ADN ribosomiques qui sont classés selon leur

coefficient de sédimentation :

Pour les bactéries et les archées, la grande sous unité du ribosome (50S) est composée
de PARNr 5S qui compte environ 120 nucléotides, ’ARNr 23S qui présente envi-
ron 3000 nucléotides et la petite sous unité comporte ’ARNr 16S qui est composé
d’environ 1500 nucléotides.

Pour les eucaryotes, la grande sous-unité du ribosome (60S) est composée de ’ARNr
28S (4800 nucléotides), de PARNr 5,85 (160 nucléotides) et de 'ARNr 5S (120
nucléotides). Tandis que la petite sous-unité (40S) est composée de 'ARNr 18S
(1900 nucléotides).

L’ADN ribosomique 16S pour les bactéries et 18S pour les eucaryotes ont été choisis

comme marqueur phylogénétique pour plusieurs raisons :

Il est présent dans tous les micro-organismes et possede la méme fonction

Sa séquence présente des régions conservées et des régions variables. Ceci permet de
comparer des espéces éloignées ainsi que des espéces proches (figure 4.7).

Il évolue lentement au cours du temps

Il est facilement extractible du fait de 'abondance dans les cellules (en moyenne 2
copies pour les bactéries)

Il est préféré au 5S et au 23 S du fait de sa taille et de sa structure secondaire moins

marquées.
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FIGURE 4.7 — Zones conservées et zones variables au sein de 'ADNr 16S. La variabilité
de chaque base est indiquée par le code couleur (Van de Peer et al., 1996)
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Apres Pextraction puis 'amplification de ’ADNr 16S ou 18S, il est possible d’effectuer

des études sur la communauté.

4.2.5.3 Les études des communautés

4.2.5.3.1 Le clonage-séquencage

La technique de clonage-séquencage est largement utilisée en écologie microbienne. Les
ADNr 16S ou 18S amplifiés sont purifiés pour pouvoir étre ensuite clonés. Le clonage est
réalisé en deux étapes, tout d’abord la phase de ligation qui correspond a l'insertion du
produit de PCR au sein du plasmide. La seconde phase consiste a insérer le vecteur dans
une cellule d’Escherichia coli. Les cellules sont mises a incuber en présence d’antibiotique
afin de s’assurer que seules les cellules dont le vecteur contient une séquence se développent
du fait de la présence d’'un gene tueur sur le plasmide. Le passage par 'insertion des
produits de PCR dans les cellules compétentes permet de sélectionner les clones qui vont
étre séquencés.

Le séquencage consiste a déterminer 'ordre d’enchainements des nucléotides. 11 est
réalisé par la méthode Sanger qui maintenant va étre remplacée par une nouvelle tech-
nique : le pyroséquencage. La méthode Sanger a été inventée dans les années 1970. Elle
est basée sur I'interruption de la syntheése enzymatique d’un brin d’ADN. Une amorce est
ajoutée ainsi que les ANTPs et des ddNTPs (didésoxynucléotides) marqués. Ces ddNTPs
entrainent ’arrét de la synthese du brin d’ADN. La longueur des fragments générés est
aléatoire. Pour un séquencage complet d'un fragment d’ADN; il faut répéter quatre fois
la réaction en parallele, avec les quatre ddNTPs différents. Cette technique a été automa-
tisée, les quatre ddNTPs portent chacun un fluorophore différent (figure 4.8).

L’avantage du pyroséquencage, I’étape de clonage n’est plus obligatoire. Son principe
repose sur le fait que les nucléotides sont insérés les uns apres les autres. Si le ANTP ajouté
correspond a celui attendu, il est hybridé et libére un pyrophosphate. L’ATP sulfurylase
transforme ce pyrophosphate en ATP qui est ensuite couplé a une luciférase produisant
un signal lumineux. L’apyrase dégrade les nucléotides en surplus. Le signal lumineux est
converti en pic d’intensité par nucléotides incorporés, ainsi on peut déduire la séquence
selon l'intensité des pics (figure 4.8).

Apres le séquengage, un travail de nettoyage (suppression des amorces, des séquences
chimériques. . .) est réalisé. Si I'inventaire est important, il est nécessaire de réduire le
nombre de séquences avant d’interroger les bases de données. Pour ce faire, des logiciels
de bioinformatique existent et classent les séquences en différents phylotypes. Il est défini
en biologie moléculaire comme correspondant a une “espece moléculaire”. Des séquences
présentant un pourcentage de similarité > 97% appartiennent au méme phylotype. Les
bases de données (GenBank, EMBL) permettent de comparer les séquences obtenues par
rapport a celles qui y sont présentes (106 x 10 bases et 108 x 10® séquences en 2009) afin
de pouvoir les affilier. La comparaison est réalisée par un algorithme BLAST (“Basic Local

Alignment Search Tool”) (Altschul et al., 1990). Une autre base existe, elle est présente
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sur le site de RDP (“Ribosomal Database project”, (http ://rpd.cme.msu.edu/). Cette
base contrairement a GenBank contient uniquement des séquences issues de ’ADNr 16S
(1,4 x 10® séquences en 2010). De plus il y a peu de clones environnementaux présents

dans cette base.

Fragment ADN
ADN
simple ?rin Sens migration
T
dNTPS dNTPS dNTPS dNTPS
+ + + +
ddATPS ddCTPS| ddGTPS
«—Ajout 4GTP
A T C G
, “hpyrase) PP csityse-
—_— G 3 Dégradation I
—_— du surplus ATP s>
o A CLuciférase _
% Lumiére
4 — C
5] G |
é T 2 Traitement informatique
% A g Sens lecture
5 T UE; —Nucléotides ajoutés
c lLecture de la séquence
v — 5
ATACTG
Méthode Sanger Pyroséquencage

FIGURE 4.8 — Principe du séquencage selon la méthode Sanger et selon le pyroséquencage

4.2.5.3.2 Les empreintes moléculaires

a) ’ARDRA — RFLP
L’ARDRA signifie analyse de restriction d’ADN ribosomaux amplifiés. Il s’agit d’une
RFLP (analyse des longueurs des fragments de restriction) appliquée & ’ADN ribosomal.
Apres amplification de ’ADNr 16S d’un échantillon, une digestion enzymatique est
réalisée par des enzymes de restriction (choisis pour leur fréquence de coupure). Les frag-
ments obtenus sont analysés par un séquenceur ou par migration électrophorétique ce qui

donne une empreinte de la communauté bactérienne présente dans 1’échantillon.

b) La DGGE
La technique d’électrophorese sur gel en gradient dénaturant (DGGE) permet de dis-
criminer des fragments d’ADN de taille identique ou quasi-identique. La séparation est

basée sur les changements de mobilité électrophorétique des fragments amplifiés migrant
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dans un gel vertical de polyacrylamide et contenant un gradient dénaturant de formamide
et/ou urée.

Lorsque les fragments d’ADN migrent au sein de ce gel d’électrophorese, une fusion
partielle du double brin d’ADN se produit dans des régions discretes de celui-ci, retardant
sa migration. Pour éviter la dénaturation totale du double brin, une structure a tres
haute température de fusion (le “GC clamp” comportant une succession de 40 GC) est
associée a I’ADN lors de I'amplification. Les variations de séquences dans les zones a faible
température de fusion font que des séquences différentes stopperont leur migrations dans
des zones différentes du gradient dénaturant (Theron and Cloete, 2000).

Des variantes de la DGGE, différant par leur type de gradient, existent également :

— La TGGE (Temperature Gradient Gel Electrophoresis). Dans cette technique, la
séparation des fragments d’ADN se fait grace a un gradient de température (Muyzer,
1999).

— La TTGE (Temporal Temperature Gradient gel Electrophoresis). En TTGE, la
migration des fragments d’ADN se fait dans un gel possédant une concentration
uniforme d’un agent dénaturant et la température augmente graduellement durant
la migration (Farnleitner et al., 2000; Ogier et al., 2002).

c) La SSCP
La technique d’analyse de polymorphisme de conformation d’acides nucléiques simple brin
(SSCP : “Single strand conformation polymorphism”) développée pour détecter des mu-
tations dans les géenes humains est aujourd’hui utilisée en écologie microbienne (Hayashi,
2002; Godon et al.; 2001; Godon and Zumstein, 1997; Schwieger and Tebbe, 1998; Zum-
stein et al., 2000). Cette technique est basée sur la migration selon la structure secondaire
des ADN ribosomaux.

Apres extraction de ’ADN génomique et amplification par PCR d’une zone variable
de PADNTr 16S (principalement la région V3, des bactéries et de la région V7 de ’ADNr
18S pour les eucaryotes). Les fragments amplifiés sont ensuite dénaturés en ADN simple
brin (dénaturation thermique) et sont brutalement refroidis afin d’obtenir la conformation
secondaire des ADN simple brin. Les ADN simple brin vont faire I'objet d’'une migration
électrophorétique qui peut étre réalisée soit sur gel de polyacrylamide non dénaturant soit
par capillarité a ’aide d’un séquenceur automatique.

Dans ce dernier cas, le fragment est marqué par 'utilisation d’un fluorophore sur I'une
des deux amorces utilisées lors de 'amplification. Dans des conditions non-dénaturantes,
la structure secondaire de ’ADN simple brin est affectée par des interactions intramolécu-
laires. La mobilité électrophorétique des ADN simple brin se fera donc en fonction de leur
masse moléculaire et de leur structure secondaire (figure 4.9). Par une migration électro-
phorétique, on obtient un profil de la communauté microbienne, ou chaque pic correspond
a un phylotype. Il est possible de comparer les profils et ainsi d’observer des similarités

ou non au sein des échantillons.
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FIGURE 4.9 — Principe de la SSCP

d) L’ARISA
L’ARISA signifie “Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis”, ¢’est 'analyse au-
tomatisée de I'espace intergénique de I’ADN ribosomal mise au point par Fisher et Triplett
en 1999 (Fisher and Triplett, 1999). L’espace intergénique (ITS) est amplifié par PCR en
présence d'une amorce marquée d’un fluorophore. La séparation des amplicons est réalisée
soit sur gel non dénaturant soit par une électrophorese capillaire. Lors d’une électropho-
rese capillaire, les pics de fluorescence sont détectés, permettant la constitution d’un profil.

Elle permet d’étudier la dynamique des communautés tout comme la SSCP.

4.2.5.4 La quantification

4.2.5.4.1 La PCR quantitative
Il s’agit d’'une technique permettant de suivre la réaction d’amplification au fur et a
mesure qu’elle s’effectue par 'intermédiaire d’un fluorophore dans le but de quantifier la
séquence cible dans ’échantillon. Durant la phase exponentielle, le nombre de molécules
amplifiées est proportionnel au nombre de molécules cibles présentes dans la matrice.
Deux techniques de détection en PCR quantitative peuvent étre utilisées.

Dans une premiere technique, le marquage de ’ADN est réalisé grace a un intercalant.

Le SYBR Green I est une molécule qui s’intercale uniquement dans ’ADN double brin.
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Cette molécule est un fluorophore qui émet une fluorescence uniquement lorsqu’elle est
lice & 'ADN et non pas sous sa forme libre. A chaque cycle de PCR lors de la phase
d’élongation, cette molécule s’intercale entre les nouveaux brins formés. La fluorescence
augmente proportionnellement au nombre de copies. Elle est liée a la quantité initiale et
au nombre de cycles de PCR (figure 4.10).

lllllllllllll3
5°
5°

: fluorochrome stimulé : amplicon : amorce

: fluorochrome non stimulé libre sl : ADN double brin cible

FI1GURE 4.10 — Principe de la PCR quantitative avec le SYBR Green

La seconde technique de détection est basée sur I'utilisation d’une sonde marquée avec
un fluorophore. L’utilisation de sonde a permis d’améliorer la spécificité de détection des
amplicons. La sonde est un oligonucléotide d'une longueur généralement comprise entre 20
et 30 bases. Un fluorophore (Reporter) est fixé en 5’ tandis qu'un extincteur (Quencher)
est présent en 3’ Le systeme de quantification est donc composé d'une amorce sens, d'une
amorce anti-sens et d’une sonde.

La méthode de PCR quantitative repose sur I'utilisation de I'activité exonucléasique
5-3" de la Taq polymérase, permettant de cliver une sonde durant la PCR (Lie and
Petropoulos, 1998).

Durant la réaction, en présence de la cible, la sonde s’hybride de facon spécifique ainsi
que les deux amorces. Lorsque la sonde est intacte, le “quencher” empéche la fluorescence.
Elle ne sera émise que lorsque 'activité exonucléasique 5’-3’ de la Taq polymérase dégra-
dera la sonde libérant ainsi le “reporter”, entrainant une accumulation de la fluorescence

au fur et a mesure de 'amplification (figure 4.11).
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Forward primer I E ~— Duallabeled probe
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€

FIGURE 4.11 — Principe de la PCR quantitative avec le systeme TagMan

En PCR quantitative, les deux principaux systemes de quantification employés sont
ceux utilisant le marqueur au SybrGreen et le systeme TagMan. Ils existent d’autres
systémes de quantification reposant sur les sondes comme le FRET (transfert d’énergie
entre les molécules fluorescentes), les balises moléculaires et son amélioration, les sondes

scorpions.

4.2.5.4.2 Les puces a ADN
Cette technologie est employée en écologie microbienne (Peplies et al., 2003; Taroncher-
Oldenburg et al., 2003; Wu et al., 2001). Si la mise en ceuvre de la technique est assez
compliquée, son principe est relativement simple. Des oligonucléotides ou des fragments
d’ADN amplifiés par PCR (dénaturés juste avant ’hybridation pour étre sous forme simple
brin) sont déposés sur une lame recouverte de polylysine qui permet leur fixation grace a
des interactions électrostatiques. Il existe différentes tailles de puce permettant de déposer
entre 2 x 10® et 3 x 10° oligonucléotides. Sur la puce des séquences d’ADN ribosomaux
peuvent étre déposées, permettant la recherche de plusieurs especes ciblées a la fois dans
un échantillon. L’ADN extrait d'un échantillon environnemental est mis en contact avec
la puce. Ces fragments sont couplés a un fluorophore. L’hybridation sonde — cible sur
chaque spot est excitée par un laser et la fluorescence émise est récupérée par un photo-
multiplicateur (PMT) couplé & un microscope confocal ou a des lecteurs de puces. Des
logiciels d’analyses permettent de déterminer I'intensité d’hybridation sur chaque spot.

Le principe de cette technique est présenté sur la figure 4.12.
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FIGURE 4.12 — Principe d’une puce & ADN (http ://www.transcriptome.ens.fr)
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4.2.6 Avantages et inconvénients des différentes techniques

Les avantages et les inconvénients des différentes techniques présentées précédemment

sont recensés dans le tableau 4.6.
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Chapitre 4 : Techniques de collecte et d’analyse des bioaérosols

L’automatisation des techniques permet une comparaison d’un grand nombre d’échan-
tillons avec une forte reproductibilité et une bonne sensibilité de détection. Mais 1'incon-
vénient majeur des ces technologies automatisées est I'impossibilité de séquencer les pics
d’intéréts.

Les techniques culturales nous permettent d’analyser seulement la fraction viable pré-
sente dans Iatmospheére qui rappelons le est inférieure a 1%. De plus il est trés difficile
d’adapter des milieux aux conditions environnementales. Ce qui nous informe d’une vision
tres partielle de la diversité microbienne aérosolisée contrairement aux méthodes molécu-
laires (détecte la fraction viable, viable mais non cultivable ainsi que la fraction morte).
Souvent sur les boites de Pétri, I’échantillon n’est pas assez dilué, ce qui peut entrainer
un non dénombrement des colonies formées, si supérieures a 300 UFC. La plage de lecture
d’une boite de Pétri est comprise entre 30 et 300 UFC.

La limite des outils moléculaires réside dans le volume d’air qui doit étre collecté.
En effet si une faible quantité d’ADN est prélevée, il sera difficile de I'extraire puis de
I’amplifier sans risque de contamination de part la formation de chimeres durant la PCR.
Lors de 'extraction, ’ADN provenant des cellules viables ainsi que des cellules mortes
est extraite ce qui entralne un biais, surestimation, sur la quantification et sur I'image
de la structure populationnelle. Des techniques ont été mises au point afin de permettre
d’étudier uniquement les cellules viables, par 'emploi de molécules telles que le PMA
(propidium monoazide) et EMA (éthidium monoazide). Au moment de 'extraction, ces
molécules sont incorporées et se fixent sur 'ADN dont les cellules ne présentent plus
d’intégrité membranaire puis par un choc lumineux, les molécules se lient & PADN et en
méme temps les molécules libres sont inhibées (Nocker et al., 2006; Rudi et al., 2005). Le
nombre de copies d’ADNr par micro-organisme est variable, en effet il peut varier entre
1 et 14 copies d’ADNr 16S dans le génome bactérien. Tandis que chez les champignons,
I’ADNr 18S peut étre compris entre 40 et 90 copies chez Aspergillus fumigatus (Herrera
et al., 2009). Une autre limite est dans la conception de nouvelles amorces et sondes.
En effet leur conception est dépendante des séquences déja présentes dans les bases de
données.

Il existe de nombreuses techniques pour étudier les micro-organismes. La complexité
de I’échantillon et le but de ’étude détermineront la technique a utilisée. La plupart des
études couplent plusieurs méthodes (Amato et al., 2006; Brodie et al., 2007; Maron et al.,
2005).
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Signature microbienne des bioa¢rosols émis

lors de la phase de fermentation

Article 1 : “The microbial signature of aerosols
produced during the thermophilic phase of

composting”
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Chapitre 6 : Signature microbienne des bioaérosols émis lors de la phase de fermentation

| e compostage est un procédé biologique qui permet la dégradation et la stabilisation
de la matiere organique dans des conditions aérobies. La diversité microbienne du

compost est importante et varie durant le procédé.

Au cours du procédé de compostage, des bioaérosols sont émis dans l’atmosphere.
L’aérosolisation des micro-organismes est principalement due a la manipulation des dé-
chets et du compost. En effet, certaines activités, telles que le retournement des andains,
le broyage et le criblage représentent différentes sources de bioaérosols sur une plate-forme
de compostage. L’augmentation de la concentration en micro-organismes dans l'air des
sites industriels peut atteindre plusieurs unités logarithmiques (Sanchez-Monedero et al.,
2005).

Les bioaérosols émis sur les plates-formes de compostage peuvent représenter un risque
sanitaire, notamment pour les travailleurs (Douwes et al., 2000, Bunger et al., 2007), par la
présence de certains champignons, de certaines bactéries (actinomycetes), d’endotoxines et
de 1,38—glucanes (Douwes et al., 2003). Cependant, I’étude de I'exposition aux bioaérosols
de compostage et de leur dispersion a I'extérieur des sites est rendue difficile par ’absence

d’indicateurs de leur présence dans l’air.

La premiere partie de la these a pour objectif de rechercher des indicateurs micro-
biens spécifiques des bioaérosols de compostage, par la recherche de groupes microbiens
communs, constituant la signature microbienne des bioaérosols de compostage (“core spe-

cies”).

Cet article décrit par des inventaires moléculaires réalisés sur TADNr 16S et 18S, la
structure des communautés bactériennes et fongiques des bioaérosols collectés lors du
retournement d’andains en phase de fermentation sur cinq plates-formes de compostage
ouvertes traitant différents types de déchets. Les bioaérosols sont comparés entre eux
afin de déterminer les micro-organismes communs. Ces derniers représentent la signature
microbienne des bioaérosols émis lors de cette activité.

Malgré les différences observées entre les cing bioaérosols au niveau de la représentati-
vité des phylotypes, il apparait des similitudes. Les phyla dominants au sein des différents
bioaérosols sont Firmicutes et Actinobacteria pour les bactéries et Ascomycota pour les
champignons. Au sein de ces phyla, certains groupes microbiens sont communs a au moins
quatre sites, il s’agit de Thermomyces, Aspergillus et Penicillium pour les champignons,
Geobacillus, Planifilum, les Thermoactinomycetaceae pour les Firmicutes, Saccharopoly-

spora, Thermobifida et Saccharomonospora pour les Actinobacteria.

La signature microbienne (“core species”) des bioaérosols produits pendant la phase
de fermentation du compostage a été déterminée sur cinq plates-formes de compostage.
Les dix phylotypes correspondants constituent des indicateurs microbiens potentiels de

I'origine “compost” dans l'air qui pourraient étre utilisés dans les études de dispersion ou
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pour mettre en évidence une exposition a ces bioaérosols.

Annexe A : le tableau regroupant I’ensemble des phylotypes bactériens obtenus tandis
que le tableau présenté dans l'article répertorie uniquement les phylotypes ayant une

abondance supérieure a 1%.
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Abstract

Aims: The microbial diversity of bioaerosols released during operational acti-
vities at composting plants is poorly understood. Identification of bacteria and
fungi present in such aerosols is the prerequisite for the definition of microbial
indicators that could be used in dispersal and exposure studies.

Methods and Results: A culture-independent analysis of composting bioaero-
sols collected at five different industrial open sites during the turning of
composting piles in fermentation was performed by building 16S rDNA and
18S rDNA libraries. More than 800 sequences were analysed. Although differ-
ences in the phylotypes distribution were observed from one composting site
to another, similarities in the structure of microbial diversity were remarkable.
The same phyla dominated in the five bioaerosols: Ascomycota among fungi,
Firmicutes and Actinobacteria among bacteria. For each phylum, some domi-
nant phylotypes were common to at least four bioaerosols. These common
phylotypes belonged to Thermomyces, Aspergillus, Penicillium, Geobacillus,
Planifilum, Thermoactinomyces, Saccharopolyspora, Thermobifida and Saccharo-
monospora.

Conclusions: The microbial signature of aerosols produced during the thermo-
philic phase of composting was determined. The similarities observed may be
explained by the selection of thermophilic and sporulating species.

Significance and Impact of the Study: Several bacteria and fungi identified in
this study may represent potential indicators of composting bioaerosols in air.
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yeasts) as well as microbial components such as mycotox-

Introduction . . . .
ins, glucans and endotoxins (Fracchia ef al. 2006; Peccia

Composting is a waste management method based on the
biological degradation and stabilization of organic matter
under aerobic conditions. It results in a sanitized and
stabilized product rich in humic substances that can be
beneficially applied to the land (Sykes et al. 2007). The
degradation of organic matter is carried out by a complex
and highly dynamic microflora containing Gram-positive
and Gram-negative bacteria, as well as fungi (Ishii et al.
2000; Ryckeboer et al. 2003; Hansgate et al. 2005).
Normal operations taking place at composting plants can
be the source of nuisance or pollution involving odors,
noise, dust, leachate and bioaerosols (Sanchez-Monedero
et al. 2005). Bioaerosols are composed of inert particles
and adsorbed live micro-organisms (algae, bacteria, fungi,

© 2009 The Authors

and Hernandez 2006). Bioaerosols generated at compo-
sting plants are released during processes that involve vig-
of material: fresh waste delivery,
shredding, compost pile turning and compost screening.
The release of bioaerosols is especially significant for
composting plants operating in the open because their
bioaerosols are released directly into the surrounding area
without any pretreatment such as biofilters or bioscrub-
bers (Sanchez-Monedero et al. 2005). Open-air windrow
systems still remain the predominant composting techno-
logy. The emission of bioaerosols from such composting
plants considerably increases the concentration of micro-
organisms in the air. Shredding of fresh green waste, pile
turning and screening of mature compost can lead to an

orous movement

Journal compilation © 2009 The Society for Applied Microbiology, Journal of Applied Microbiology 108 (2010) 325-340 325
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increase on site by two logarithmic units (Sanchez-
Monedero et al. 2005).

Bioaerosols released from composting plants are a
cause of concern because of their potential impact on the
health of workers and the public living in close proximity
to such facilities. The biological hazards potentially asso-
ciated with bioaerosol emission from composting activi-
ties include fungi, bacteria, actinomycetes, endotoxin and
1-3 f-glucans (Douwes et al. 2003). Effects of exposure to
bioaerosols on respiratory health can include aspergillosis
in immuno-compromised individuals, organic dust toxic
syndrome, extrinsic allergic alveolitis, allergic rhinitis,
asthma, upper airway irritation and mucous membrane
irritation (Sykes et al. 2007). If the association between
composting bioaerosol exposure and adverse health effects
has been demonstrated for compost workers in a small
number of cases (Herr et al. 2003; Biinger et al. 2007),
the situation is not so clear concerning nearby residents.
Some studies have found no relationship between respira-
tory symptoms and place of residence (Cobb et al. 1995)
or with the concentration of Aspergillus fumigatus
(Browne et al. 2001), while others have shown that resi-
dents located within 150-200 m of a composting plant
were affected, suffering from irritative respiratory com-
plaints similar to mucous membrane irritation (Herr
et al. 2003). Therefore, even if it is clear that exposure to
some airborne micro-organisms present in composting
bioaerosols can lead to human health impacts, the
interpretation of air sampling results remains difficult
(Marchand et al. 1995).

The risk assessments undertaken to date have relied on
air dispersion modelling to estimate downwind concen-
trations of bioaerosols at a distance and to permit com-
parisons with measured data upwind or at background
locations (Taha ef al. 2006). Bioaerosol concentrations
decrease rapidly with distance from their source and it
becomes difficult to verify that measurements at a dis-
tance related to a specific activity, as opposed to other
noncompost sources (Taha efal. 2005). Monitoring
microbial indicators in the air of a specifically compost
origin would help in improving bioaerosols’ dispersion
analysis and, therefore, risk assessment. Adequate under-
standing of the microbial diversity of composting bio-
aerosols is a prerequisite to the definition of microbial
indicators useful in monitoring composting bioaerosols.
However, the microbial diversity of composting bioaero-
sols remains poorly understood despite their potentially
associated sanitary risks. Most studies have been carried
out using culture methods, while only a small fraction of
total microbial diversity (less than 1%) can be cultivated
in bioaerosols (Peccia and Hernandez 2006). Further-
more, previous studies have quantified global microbial
groups (total bacteria, total fungi) (Heida et al. 1995; Van

0. Le Goff et al.

Tongeren et al. 1997) or a few specific groups (actinomy-
cetes, Aspergillus fumigatus) (Millner et al. 1980; Lacey
1991; Gumonski et al. 1992; Darragh et al. 1997; Fischer
et al. 1998, 1999, 2000), but the full range of microbial
diversity in composting bioaerosols remains poorly
described.

The aim of this study was to characterize the microbial
diversity of bioaerosols, collected at five open industrial
composting plants, treating different types of waste (green
waste, municipal solid waste, sludge from wastewater
treatment plants, etc.) by a culture-independent approach.
A common microbial signature was then looked for, and
potential indicators of compost aerosols emitted into the
air during pile turning were defined.

Materials and methods

Description of composting sites

Five French composting plants were chosen based on
their different operational characteristics (type of waste
treated, type of aeration, turning technology, geographical
location). Five bioaerosol samples were collected, one at
each of the five composting plants. All composting pro-
cesses were operated in open windrow. Bioaerosols were
collected during the turning of compost piles in the ther-
mophilic phase. The turning was performed either by a
wheel loader or a windrow turning machine. Table 1 lists
the characteristics of the compost pile that was manipu-
lated (waste, age, temperature), the technology used for
the turning and the type of aeration. The compost piles
were in trapezoidal cross-sectional windrows with an
average height of 3 m. The size of compost piles at site B,
treating solid municipal waste, was smaller (2 m on aver-
age). Therefore, several composting piles (five) were
turned during the sampling to get enough material for
analysis. For this site, the waste was first passed for
2-3 days in a rotating drum (DANO® drum tube),
screened and was then formed into piles.

Air sample collection

Air samples were collected through the air biocollector
Coriolis®u (Bertin Technologies, Montigny-le-Bretonneux,
France). The air sampler was located a few metres away
from the turning machine, directly in the dusty cloud, at a
height of 1-2 m above the ground. The sampling was based
on cyclonic forces which enabled the biological particles to
be collected from the air into a sterile solution of Tween 20
(Sigma, St Louis, MO, USA) 0-:005% in 11 milliQ water.
The air samples were gathered over 30 min at a flow rate of
300 I min~". The solution was then filtered under sterile
conditions on a 47-mm, 0-2-um polyethersulfone filter

© 2009 The Authors
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Table 1 Characteristics of compost windrows

and composting process Compost Technology used
Compost temperature  for windrow Forced
Type of waste age (weeks)  (°C) turning aeration
Site A Green waste 8 50 Wheel loader No
Site B Solid municipal waste 3-4* 59-67 Windrow turning  No
machine

Site C  Green waste and sludge 3 60 Wheel loader Yes
Site D Green waste, industrial 6 55 Wheel loader Yes

biowaste, manure,

mycelium, fats, waste

from cosmetic industries
Site E Green waste and sludge 6 60 Wheel loader Yes

*Several compost piles were turned

(Supor 200; Pall Corporation, Ann Arbor, MI). Sterile col-
lecting liquid was used to wash the cone surface and
recover remaining biological particles, and then filtered on
the same filter. Each filter was kept frozen at —80°C in a
2 ml sterile tube until DNA extraction.

Extraction of total genomic DNA

DNA extraction was performed directly on the filter using
the protocol described by Godon et al. (1997), with
slight modifications. The filter was ground to powder
using a sterile plastic stick, while maintained frozen.
Volumes of 400 ul of 4 mol I”! guanidine thiocyanate in
0-1 mol I"! Tris-HCl (pH 7'5) and 120 ul of 10%
N-lauroylsarcosine were then added. The filter was frozen
at —20°C. A volume of 500 ul of 5% N-lauroylsarcosine
in 0-1 mol 1”! phosphate buffer (pH 8) was added to the
frozen filter, and the tube was immediately held at 95°C
for 10 min. After the thermic treatment, samples were
put in a vibroshaker along with zirconia beads of different
sizes (1-0-06; 0-1; 05 mm in respective proportions of
1/2/1 in mass). Polyvinylpolypyrrolidone was then incor-
porated to remove inhibiting substances. DNA was pre-
cipitated using isopropanol, and RNA was removed by
RNAse treatment. Finally, the DNA was purified using
the QIAamp DNA Kit (Qiagen, Hilden, Germany) and
collected in 30 ul of sterile water.

PCR Amplification and cloning of 16S rDNA and 18S
rDNA fragments

SSU ribosomal DNA fragments with an average size of
500 bp were amplified to build five bacteria and five
Eukaryota libraries (Godon et al. 1997). The bacterial for-
ward primer W18 (5-GAGTTTGATCMTGGCTCAG-3,
positions F9-26) and the universal reverse primer W31 (5’-
TTACCGCGGCTGCTGGCAC-3’, positions R500-517)
were used to amplify the 16S rDNA. Eukaryotic forward

© 2009 The Authors

primer W16 (5-CTTAATTTGACTCAACACGG-3’, posi-
tions F960-979) and universal reverse primer W02
(5’-GNTACCTTGTTACGACTT-3’, positions R1492-1509)
permitted the amplification of the 18S rDNA fragment. The
reaction mixture was made up of 35 ul of water, 5 ul of Red
Taq buffer (10X), 4 ul of dNTPs solution (2-5 mmol Y,
2 ul of each primer solution (100 ng ul™"), 1 ul of Red Taq
(Sigma), (25U ul™") and 1 pul of DNA. The PCR condi-
tions were as follows: an initial denaturation step of 2 min
at 94°C; 25 cycles (bacteria) or 30 cycles (Eukaryota) for
1 min at 94°C, 30 s at 50°C for the bacteria or 1 min at
47°C for Eukaryota and 1 min at 72°C; and a final elonga-
tion for 10 min at 72°C. The size of the amplified products
was checked visually in a 0-7% agarose gel with 1% of ethi-
dium bromide. The amplified products were then purified
by the QIAquick PCR purification kit (Qiagen). The PCR
products purified were cloned into E. coli using the TOPO
TA cloning kit for sequencing (Invitrogen, Carlsbad, NM,
USA), according to the manufacturer’s instructions. Each
E. coli clone was purified on LB agar plates supplemented
with kanamycin (100 ug ml™") and then sent for sequenc-
ing after overnight incubation at 37°C (MilleGen, Toulouse,
France). On average, 135 bacterial sequences and 35 eukar-
yotic sequences were obtained for each composting site.

Sequence analyses

Each sequence was cleaned from primers and plas-
mid sequences using BroEpit ver. 7.0.9.0 (Hall 1999).
Sequences were checked for chimeras using the chimera
detection program from Ribosomal Database Project
(RDP) II (Cole et al. 2003) and Bellerophon (Huber et al.
2004). Sequences were aligned by CrustaL W (Tompson
et al. 1994), and a distance matrix was built with DNA-
dist (Felsenstein 1989) under BioEpit. Phylotypes were
defined at the level of 97% similarity by the poTur pro-
gram (Schloss and Handelsman 2005). Each phylotype
was compared to sequences in the GenBank and EMBL

Journal compilation © 2009 The Society for Applied Microbiology, Journal of Applied Microbiology 108 (2010) 325-340 327
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databases with the BLAsTN algorithm available through the
National Center for Biotechnology Information (Altschul
et al. 1990). Phylogenetic distribution of clones belonging
to the Bacteria domain was performed according to Rappé
and Giovannoni (2003). For fungi, affiliation was carried
out in accordance with Hibbett et al. (2007).

The rarefaction curves were performed by DoTur at
97% of similarity. The Simpson and S..,; indices were
calculated using the DoTur program. Simpson was calcu-
lated as:

Sobs
> Si(Si—1)
i=1

1_Hsim son— 1— | ——F———— 5
P N(N —1)

Sobs Tepresenting the number of species observed, S;
the number of individuals for one species and N the
total number of species and Sc..; was calculated as:
[Schaot = Sobs + 11(n1 — 1)/2(na + 1)], Seps ~ representing
the number of species observed, #n; the number of
phylotypes with only one sequence and 7, the number of
phylotypes with only two sequences. Good’s coverage was
calculated as a percentage, according to the following
relation C = [1 — (n/N)] X 100, where n represented the
number of phylotypes appearing only once in a library and
N being the library size (Ravenschlag et al. 1999). For each
phylotypes, one sequence was deposited in the GenBank
database. Accession numbers of bacterial and fungal nucle-
otide sequences were respectively FJ754668-F]754887
and FJ754888-FJ754908. The bacterial and eukaryotic
sequences were coded respectively as NA and EO for
bioaerosol A, NC and EQ for bioaerosol B, NB and EP for
bioaerosol C, Ni and ET for bioaerosol D and NE and ES
for bioaerosol E. Identification of common phylotypes
between the different bioaerosols was performed using the
DOTUR program. To analyse the distribution in phyla of
bacteria previously identified in compost (through
culture and culture-independent approaches), 16S rDNA
sequences were retrieved from the RDP public database
(http://rdp.cme.msu.edu/) using the ‘compost’ keyword.

Results

Bacterial and fungal diversities in composting bioaerosols

Bioaerosols were collected during the turning of compo-
sting piles on five composting platforms. Bacteria and
Eukaryota rDNA libraries were built for each of the five
bioaerosols. From the five bacterial 16S rDNA libraries,
685 bacterial sequences were obtained. They were distrib-
uted in 220 phylotypes defined at 97% of similarity
threshold. Concerning eukaryotic sequences, the 173

0. Le Goff et al.

sequences obtained were distributed into 21 sequences of
insects (dipterans, springtails), five sequences of nema-
todes, 16 sequences of protozoa, four sequences of plants
(conifer, grass), five sequences of Stramenopiles (three
oomycetes and two algae) and 122 sequences of fungi.
Twenty-one fungal phylotypes were defined.

The microbial diversity of the bioaerosols was charac-
terized using various parameters: rarefaction curves
(Fig. 1), diversity indices and coverage (Table 2). Rarefac-
indicated that the molecular analysis
performed permitted only the identification of the domi-
nant species in the bioaerosol, both for bacteria and
fungi. The Simpson indices showed that the bacterial
diversity was high for the five sites, while the Si,,0; indi-
ces showed different abundancies. The bacterial coverage
was higher than 70% for the A, B, D and E sites. The site
C library had a much higher predicted bacterial diversity
as given by Sg.01 index than the other sites, together with
a poor coverage rate (59%). The lowest values of the two
diversity indices were obtained for the site B library. The
fungal diversity was lower than the bacterial diversity and,
for the B and E sites, one or two fungal species domi-
nated (Simpson indices below 0-5). For the D and E sites,
Schao1 Values were the same (six phylotypes), while Simp-
son index values were different. Indeed, site E was domi-
nated by one species in contrast to site D, which had a
more diverse fungal diversity. The level of diversity of
bacteria and fungi were very different, but the same
tendency between sites was observed. Indeed, diversity
was the lowest for site B and the highest for site C, for
both bacteria and fungi.

tion curves

Identification and proportion of the dominant
micro-organisms

Table 3 gives the bacterial distribution at the phyla
level for each composting site. Bacterial diversity was
represented by eleven different phyla but was largely

90
9 80 B s

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Number of sequences

Figure 1 Rarefaction curves determined from 16S rDNA (Bacteria)
and 18S rDNA (Eukaryota) libraries for composting bioaerosol A (A),
B(O), C(O),D(@®@)andE (A).

© 2009 The Authors
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Table 2 Analysis of bacterial and fungal diversity in composting bioaerosols

Diversity indices

Sequences number Phylotypes number Coverage C (%) Schaot Simpson*
Sites Bacteria/fungi Bacteria/fungi Bacteria/fungi Bacteria/fungi Bacteria/fungi
Site A 111/20 45/7 72/80 161/10 0-935/0-768
Site B 127/30 43/4 80/97 89/4 0-923/0-402
Site C 158/13 83/6 59/62 307/16 0-946/0-641
Site D 143/23 51/6 77/91 156/6 0-946/0-715
Site E 146/36 60/5 77/94 107/6 0-970/0-495

*Simpson indice values are presented as 1-D for best readability, the diversity increasing from 0 (one species) to 1 (maximal diversity).

dominated by Firmicutes and Actinobacteria. Indeed, of
the 220 bacterial phylotypes obtained overall for the five
sites, 49-1% was assigned to Firmicutes and 37-2% to
Actinobacteria. The remaining 13-7% was distributed
between Proteobacteria (Alpha, Beta and Gamma), Bacter-
oidetes, Chloroflexi, Gemmatimonadetes, Planctomycetes,
Thermotogae and TM7. TM7, Planctomycetes and Therm-
otogae were found only in one library. Even if the same
tendencies were observed for the five sites (dominance of
Firmicutes and Actinobacteria, presence of Firmicutes,
Actinobacteria and Bacteroidetes in all libraries), differ-
ences were observed from one site to another. The pro-
portion of Actinobacteria was much higher for site B
(78% of the sequences), the only site treating solid
municipal waste. Phyla other
Actinobacteria were well represented in sites C and E. In
particular, the representativity of Gamma-proteobacteria
was much higher in the site E bioaerosol (16%) than in
the others (0-2-5%).

Bacteria in the bioaerosols were then identified by
analysing similarities with 16S rDNA sequences present
in public databases. The phylogenetic identification of
each phylotype along with its abundancy in the different
bioaerosols is given in Table 3. Only phylotypes with
abundancy above 1% have been included in Table 3. A
table giving the identification of all bacterial phylotypes
is included as supplementary material. The dominant
bacteria were represented by Bacillus sp., Thermoactino-
myces, Geobacillus and Planifilum for Firmicutes and by
Saccharomonospora, Thermobifida and Saccharopolyspora
for Actinobacteria. Gamma-proteobacteria highly present
in the site E bioaerosol mainly corresponded to
Acinetobacter sp. Differences from one site to another
observed. The
Saccharopolyspora in the A bioaerosol, Saccharomonospora
and Saccharopolyspora in the B, Thermobifida in the C
and D and Thermobifida, Corynebacterium and Micro-
bacterium in the E bioaerosol. Among the Firmicutes,
dominant species also varied from one site to another:
Thermoactinomyces dominated in A, Thermoactinomyces

than Firmicutes and

were dominant Actinobacteria were

© 2009 The Authors

and Planifilum in B and C, Bacillus in D and Geobacillus
and Planifilum in E.

The fungal diversity in the bioaerosols was largely
dominated by Ascomycota although Basidiomycota,
Microsporidia, Mucoromycotina and Entomophthoromycoti-
na were also present (Table 4). From the total number of
phylotypes (21), 67% was assigned to Ascomycota, 19% to
Mucoromycotina and the remaining phylotypes being
distributed among the three other phyla. In the E
bioaerosol, all fungi identified belonged to Ascomycota.
Mucoromycotina, as well as Ascomycota, were present in
the A, C and D bioaerosols, and Entomophthoromycotina
in the B bioaerosol. The C bioaerosol presented the
highest number of phyla with species belonging to
Ascomycota, Mucoromycotina, Basidiomycota and Micro-
sporidia. Table 4 shows the percentage of sequences of the
different Eukaryota among the five bioaerosols and their
phylogenetic positioning. The three dominant fungi were
Aspergillus, Penicillium and Thermomyces. As for bacteria,
major differences were observed from one site to another
concerning the distribution of the different phylotypes.
For the A bioaerosol, Aspergillus fumigatus (30%) and
Penicillium (30%) dominated, whereas Thermomyces was
highly dominant in the other four.

Origin of the closest relatives in public 16S rDNA
databases

In order to decide whether the sequences obtained were
affiliated to bacterial phylotypes previously identified in
compost, the origin of the closest 16S rDNA sequences
present in public databases was analysed for each phylo-
type. Origins obtained for each bioaerosol are gathered in
Fig. 2. From the different sources involved (soil, water,
compost, air, aerobic and anaerobic treatment processes,
etc.), the two origins mainly observed were soil and com-
post. The percentage of sequences affiliated to compost
varied from 28% (bioaerosol B) to 70% (bioaerosol D). A
significant percentage of sequences linked to several
environments was obtained for bioaerosols A (17%) and
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Table 3 Phylogenetic positioning and abundancy of bacterial phylotypes for the five composting bioaerosols. Only phylotypes with abundancy
above 1% in one bioaerosol or more are presented. Phylotypes common to three, four and five bioaerosols are presented respectively in light grey
shading, dark grey shading and in white-on-black shade. The table was ranked by decreasing abundancies of phylotypes

Percentage of sequences (%)

Phylotypes A B C D E Closest relatives* (accession number) Similarity (%)

Firmicutes (95 phylotypes, 328 sequences)

Total 51-4 165 392 762 541
NC11 _ Planifilum yunnanesis (DQ119659) 99
NA49 27 0 13 17-5 0 Bacillus sp. TAT105 (AB066342) 100
NAO2 80 0 0 0 89 Bacillus sp. BGSC W9A68 (AY608954) 99
Geobacillus caldoxylosilyticus (AY608951) 99
NAO6 Thermoactinomyces intermedius (AF138734) 100
NA70 Geobacillus thermodenitrificans NG80-2 (CPO00557) 100
NC38
NB23 0 0 1-9 4-2 1-4 Compost bacterium clone 2B11 (DQ346495) 97
Ni32 0 0 0 21 41 Bacillus sp. '5-5LF 48TD’ (EF112395) 99
Bacillus subtilis (AB211021) 98
NA27 54 0 0 0-7 0
NBO4 0 0 3-8 0 21
NB148 0 0 06 4-9 0 Bacterium clone biogas-DM2-b61 (DQ419583) 99
Planifilum fimeticola (AB0O88364) 95
NB65 0 0 19 0 34 Bacillus sp. 5M04 (AM690037) 100
Ni94 0 0 0 4-2 0 Compost bacterium 4-11 (AB034705) 99
Bacillus sp. TAT105 (AB066342) 98
NB89 0 0 0-6 35 0 Ureibacillus sp. MM196S (AB176540) 99
NC26 0 341 0 0-7 0
NA66 36 0 0 0 0 Bacillus sp. SMCC G976 (EU446202) 100
NA75 27 0 0-6 0 0 Bacillus smithii (AB271749) 99
NAG9 0-9 0 0-6 0 1-4 Bacillus sp. TP-84 (AJ002154) 98
NC139 0 0-8 0 21 0
NA42 27 0 0 0 0
Ni37 0 0 0 21 0 Compost bacterium 4-21 (AB034709) 98
NE94 0 0 0 0 21 Ureibacillus koreensis (DQ348072) 98
Ni168 0 0 0 1-4 07 Bacillus coagulans (AF466695) 100
Ni126 0 0 0 07 1-4
Ni205 0 0 0 0-7 1-4
NB52 0 0 13 0 07 Bacterium clone 2G4-119 (EU160333) 100
Bacillus sp. S13 (AF403022) 99
NB25 0 0 19 0 0
NC84 0 16 0 0 0 Clostridium peptidovorans (AF156796) 99
Ni28 0 0 0 14 0 Bacterium clone: CFB-4 (AB274493) 100
Ni255 0 0 0 14 0 Symbiobacterium sp. KY38 (AB361629) 100
Symbiobacterium thermophilum (AP006840) 98
NE131 0 0 0 0 1-4 Bacillus sp. CFM6 (EU417661) 99
NC114 0 0-8 06 0 0 Bacterium clone SMC39 (AM183096) 100
Desemzia incerta (Y17300) 100
NE46 0 0 0 0 1-4
NE62 0 0 0 0 14
NB78 0 0 13 0 0 Compost bacterium clone 5B01 (DQ346606) 97
Ammoniphilus oxalaticus (Y14579) 96
NB82 0 0 1-3 0 0 Bacterium clone RL184_aan81c03 (DQ809588) 99
NB118 0 0 13 0 0
Actinobacteria (63 phylotypes, 263 sequences)
Total 36:0 780 44-3 203 171
NAO7 14-2 . Bacterium isolate BFO002D063 (AM697552) 99
Saccharopolyspora rectivirgula (X53194) 97
NC16 Thermobifida fusca (AM932257) 99
© 2009 The Authors
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Table 3 (Continued)
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Percentage of sequences (%)

Phylotypes A B C D E Closest relatives* (accession number) Similarity (%)
NA55 _ Saccharomonospora glauca (AF139880) 99
NCO07 0 87 63 28 0 Saccharomonospora viridis (Z38021) 99
NCO09 0 2:4 2:5 0 0 Kutzneria sp. 744 (DQ181633) 95
NA113 09 0 0 07 27/ Actinobacterium clone MT046 (AM157572) 99

Microbacterium sp. oral clone AVO05b (AF385527) 99
NC10 0 39 0 0 0 Thermomonospora mesouviformis (AF028247) 99
NC111 0 341 06 0 0 Thermobifida fusca (AM932257) 99
NA103 1-8 0 0 0 07 Streptomyces sp. HNLO6 (EU373339) 99
NC137 0 2:4 0 0 0 Saccharomonospora caesia (Z38024) 97
NA43 18 0 06 0 0 Streptomyces thermoviolaceus (Z68095) 99
NA25 09 0 0 0 1-4 Streptomyces cellulosae (DQ442495) 100
NEO1 0 0 0 0 21 Bacterium isolate BFO002A025 (AM696840) 98
Corynebacterium variabile (AJ783438) 98
NA20 1-8 0 0 0 0 Saccharopolyspora hirsuta (DQ381814) 99
NC60 0 16 0 0 0 Nocardiopsis composta (AB368717) 100
NC72 0 16 0 0 0 Streptomyces thermoatroviridis (AB184586) 100
NC86 0 16 0 0 0 Corynebacterium sp. BBDP55 (DQ337519) 99
Corynebacterium efficiens (ABO55965) 98
NC121 0 16 0 0 0 Thermocrispum agreste (X79183) 99
NCO3 0 16 0 0 0
NE33 0 0 0 0 14 Corynebacterium sp. clone TCCC (EU567065) 99
Corynebacterium glutamicum (BA000036) 99
NE126 0 0 0 0 1-4 Thermocrispum municipale (X79184) 99
Ni189 0 0 0 14
NB102 0 0 1-3 0 0 Actinomadura hallensis (DQ076484) 98

Alphaproteobacteria (17 phylotypes, 23 sequences)

Total 63 16 61 07 241
NAO3 1-0 0 1-0 0 0 Proteobacterium clone (DQ828902) 98

Mesorhizobium sp. Q-2 (AB246806) 99
NE56 0 0 0 0 1-4 Bacterium clone PR12 (DQ98332) 98
Alpha proteobacterium (AY922042) 98
NB74 0 0 13 0 0 Devosia sp. R-21940 (AJ786801) 99

Gammaproteobacteria (11 phylotypes, 31 sequences)

Total 18 0-8 2:5 0 164
NE12 0 0 0 0 68 Acinetobacter sp. Epbas6 (EU252078) 99
NB39 0 0 0-6 0 62 Clone AKIW445 (DQ129592) 100

Acinetobacter calcoaceticus (DQ518606) 99
NE38 0 0 0 0 241 Clone 4-B (EU305591) 99
Enhydrobacter aerosaccus (AJ550856) 98

Betaproteobacteria (four phylotypes, four sequences)

Total 09 0 10 0 14

Bacteroidetes (20 phylotypes, 26 sequences)

Total 36 1-6 4-4 1-4 75
NE34 0 0 0 0 27 Clone ORSATC_e12 (EF393132) 98

Flavobacteriaceae bacterium JJC (EU523664) 96
NA83 1-8 0 0 0 0 Taxeobacter sp. EB54 (AM265541) 96

Chloroflexi (five phylotypes, five sequences)

Total 0 16 13 07 0

Gemmatimonadetes (two phylotypes, two sequences)

Total 0 0 0-6 0 10

Planctomycetes (one phylotype, one sequence)

Total 0 0 10 0 0

Thermotogae (one phylotype, one sequence)

Total 0 0 0 10 0

TM7 (one phylotype, one sequence)

Total 0 0 0 0 10

*Only sequences from closest relatives with similarity percentage above 95% are presented.

© 2009 The Authors
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Table 4 Phylogenetic positioning and abundancy of fungal phylotypes. Phylotypes common to four and five bioaerosols are presented
respectively in grey shading and in white-on-black shade. The table was ranked by decreasing abundancies of phylotypes

Percentage of sequences (%)

Phylotypes A B c D E Closest relatives* (accession number) Similarity (%)
Fungi (27 phylotypes, 122 sequences)
Total 571 789 43-3 719 94-7
Ascomycota (14 phylotypes, 110 sequences)
Total 850 867 692 95-7 100
EO14 Thermomyces lanuginosus (AY706335) 99
EOQ40 Penicillium sp. MG-2007 (EF611042) 100
EO13 Aspergillus fumigatus (AF548063) 100
ET25 Clone Streu_b_24 (EF629282) 100
Cladosporium sp. (EU167592) 100
ESO8 0 0 0 0 17-0 Clone biogas-DI-e40 (DQ430752) 99
Marcelleina persoonii (DQ646534) 95
EO22 100 0 0 0 30 Talaromyces byssochlamydoides (AB023950) 100
ET20 0 0 0 87 2-8 Madurella mycetomatis (AF527811) 99
EP28 0 0 77 0 0 Chalara hyalina (AF222509) 98
EO51 5-0 0 0 0 0 Aspergillus fumigatus (AF548063) 98
EO48 50 0 0 0 0 Geotrichum candidum (AB000652) 100
EO02 50 0 0 0 0 Pichia guilliermondii (EF532297) 99
ET16 0 0 0 4-3 0 Phoma sp. sh1 (AB252869) 99
EQ12 0 33 0 0 0 Clone DRV-E056 (AY923090) 94
Ascobolus carbonarius (AY544720) 94
ES41 0 0 0 0 2-8 Clone biogas-DI-e40 (DQ430752) 96
Mucoromycotina (four phylotypes,six sequences)
Total 15-0 0 154 43 0
EO16 10:0 0 77 0 0 Clone T3_ll_2a_37 (EF628602) 100
Mucor plumbeus (AF548078) 100
EP16 0 0 77 0 0 Pilobolus sphaerosporus (EU595653) 100
EO28 50 0 0 0 0 Absidia corymbifera (AF113408) 99
ET18 0 0 0 4-3 0 Circinella umbellata (AF157128) 98
Entomophthoromycotina (one phylotype, four sequences)
Total 0 133 0 0 0
EQO7 0 133 0 0 0 Furia ithacensis (AF351134) 99
Basidiomycota (one phylotype, one sequences)
Total 0 0 77 0 0
EPO2 0 0 77 0 0 Clone biogas-Dl-e11 (DQ430753) 100
Ustilago hordei (U00973) 100
Microsporidia (one phylotype, one sequence)
Total 0 0 77 0 0
EPO6 0 0 77 0 0
Others eukaryota (51 sequences)
Total 429 211 56-7 281 53
Protozoa (16 sequences)
Total 57 0 300 15-6 0
Euglenida (one sequence)
Total 0 0 33 0 0
EP22 0 0 33 0 0 Sphenomonad euglenozoan (AY821957) 98
Cercozoa (two sequences)
Total 0 0 33 31 0
EP14 0 0 33 0 0 Freshwater cercozoan (DQ243996) 97
ET63 0 0 0 31 0 Heteromita globosa (HGU42447) 98
Intramacronucleata (two sequences)
Total 0 0 33 31 0
EPO3 0 0 33 0 0 Oxytricha granulifera (AM412772) 95
ET68 0 0 0 31 0 Pseudoplatyophrya nana (AF060452) 100
© 2009 The Authors
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Percentage of sequences (%)

Phylotypes A B c D E Closest relatives* (accession number) Similarity (%)

Stramenopiles (five sequences)

Total 0 0 67 63 26
Oomycetes (three sequences)

Total 0 0 67 31 0
EPO4 0 0 67 0 0 Achlya bisexualis (DQ403201) 99
ET62 0 0 0 31 0 Hyaloperonospora parasitica (AY742752) 100
Synurophyceae (two sequences)

Total 0 0 0 31 26
ET65 0 0 0 31 0 Uroglena sp. CCMP2768 (EF165132) 95
ES29 0 0 0 0 2:6 Uroglena sp. CCMP2768 (EF165132) 95

Nematoda (five sequences)

Total 29 0 67 31 26

Streptophyta (four sequences)

Total 57 0 33 31 0

Insecta (21 sequences)

Total 286 211 10:0 0 0

*Only sequences from closest relatives with similarity percentage above 95% are presented.

E (20%). The fact that the closest relatives in public data-
bases originated mainly from compost samples confirmed
that the dominant bacteria identified in this study came
from the compost and had been released during the turn-
ing of the composting pile. This compost origin was also
confirmed by the dominance of thermophilic species,
linked to the fact that the composts were in their thermo-
philic phase at the time of sampling. Indeed, the bioaero-
sols harboured a high diversity of thermophilic bacteria
belonging to Geobacillus, Planifilum, Bacillus, Clostridium
and thermophilic actinomycetes (Thermoactinomyces,
Saccharomonospora,  Saccharopolyspora, — Thermobifida,
Streptomyces, Thermomonospora, Nocardiopsis, Thermocri-
spum, etc.). Among the less dominant phylotypes, some
sequences previously found in several environments cor-
responded to ubiquitous and/or psychrophilic bacteria
(Planococcus, Micrococcus, Acinetobacter, Pedobacter, Chry-
seobacterium, etc.).

Identification of core species common to
several bioaerosols

Beyond the description of microbial diversity in compo-
sting bioaerosols, the objective of this research was to
look for phylotypes common to several bioaerosols that
would represent a microbial signature of compost aero-
sols. A significant number of bacterial phylotypes were
indeed common to several bioaerosols; they are presented
in grey shadings in Table 3. Thirty-two phylotypes (gath-
ering 150 sequences) were common to two sites, five
phylotypes (76 sequences) to three sites and six phylo-

© 2009 The Authors
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types (176 sequences) to four sites. Only one phylotype
was present in the five bioaerosols; it represented 6:9% of
total sequences and had 97% similarity with Saccharo-
polyspora rectivirgula. The six phylotypes found in four
libraries were close to Planifilum yunnanense, Geobacillus
thermodenitrificans, Thermactinomyces intermedius, a Ther-
moactinomycetaceae sp., Thermobifida fusca and Saccharo-
monospora glauca. Fungi common to different bioaerosols
could also been identified: three phylotypes were common
to two sites (gathering nine sequences), two phylotypes to
four sites (gathering 25 sequences) and only one phylo-
type was present in the five libraries. It was affiliated to
Thermomyces lanuginosus, which gathered 49% of fungal
sequences, and was differently represented in the five
bioaerosols: 5% in A, 77% in B, 54% in C, 39% in D and
56% in E. The two phylotypes common to four libraries
were close to a Penicillium sp. (10:6% of fungal
sequences) and to Aspergillus fumigatus (10-6% of fungal
sequences). Aspergillus fumigatus was found in all compo-
sting bioaerosols apart from C.

Discussion

Bioaerosols produced during composting have never been
described in their overall microbial diversity. Using cul-
ture-independent techniques, this study reports the
description of the diversity of bacteria and Eukaryota in
bioaerosols released at five different composting sites dur-
ing the turning of composting piles. The objective was to
compare five bioaerosols originating from different indus-
trial sites to see whether a common microbial signature
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Table 5 Distribution of bacteria at the phyla level in composting
bioaerosols (average values obtained from the five different bioaero-
sols) and for compost (sequences retrieved from RDP database)

Percentage of sequences (%)

Bioaerosols* Composts
Phyla (this study) (RDP)
Firmicutes 49-1 434
Actinobacteria 372 12:0
Alpha-proteobacteria 34 55
Beta-proteobacteria 0-6 60
Gamma-proteobacteria 45 10-3
Bacteroidetes 3-8 134
Chloroflexi 07 04
Gemmatimonadetes 03 03
™7 0-1 01
Planctomycetes 0-1 01
Thermotogae 0-1 -
Delta Proteobacteria - 1-8
Acidobacteria - 0-8
Deinococcus-Thermus - 05
Verrucomicrobia - 04
Cyanobacteria - 02
not classified - 4-9

*Average distribution based on values from the five bioaerosols.

could be defined, even when originating from composts
made up of different wastes and managed by different
processes.

Origin of micro-organisms recovered from the
bioaerosols

During the turning of composting piles, bioaerosols are
released into a nonsterile environment, air (Stetzenbach
2002). Thus, micro-organisms gathered by sampling may
originate either from the compost or from the surround-
ing air. Because the aim of the study was to identify
microbial indicators of a compost origin present in the
air, the question of the origin of the micro-organisms
identified was critical. Ascomycota and the dominant bac-
terial genera found in the bioaerosols (Bacillus, Geobacil-
lus, Planifilum, Thermoactinomyces, Saccharomonospora,
Saccharopolyspora, Thermobifida, Penicillium and Aspergil-

Figure 2 Environmental origin of the closest bacterial relatives in
public databases according to 16S rDNA similarities (BLAST). The clos-
est bacterial relatives recovered from several environments are shown
under the ‘several environments’ denomination. The ‘not determined’
denomination corresponds to sequences for which the environment
of the closest relatives is not provided in the database, as well as to
sequences having less than 95% similarity with their closest relatives.
The term ‘Bioreactor’ was used for aerobic and anaerobic treatment
processes.
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Ius) had been previously described in the literature as part
of the compost microflora (Strom 1985; Blanc et al. 1997,
1999; Herrmann and Shann 1997; Dees and Ghiorse
2001; Ryckeboer et al. 2003; Swan et al. 2003; Cahyani
et al. 2004; Anastasi et al. 2005) This, together with the
fact that only thermophilic species were mainly recovered,
confirmed that the micro-organisms studied were aeroso-
lized from the composts, which were at temperatures of
50-60°C. The compost origin of bacteria was also demon-
strated by analysing the origin of the closest relatives in
public 16S rDNA databases. Furthermore, some micro-
organisms gathered in this study had been previously
described in composting bioaerosols. Indeed, actinomyce-
tes, Aspergillus fumigatus and Penicillium are dominant
culturable micro-organisms in composting bioaerosols
(Lacey 1991; Fischer er al. 1999; Hryhorczuk et al. 2001;
Kampfer et al. 2002; Ryckeboer et al. 2003). Actinomyce-
tes and Aspergillus fumigatus have been used by some
authors to represent viable bioaerosols (Taha et al. 2005).
Saccharomonospora  viridis, Streptomyces and Thermo-
actinomyces vulgaris have been previously identified as
released during the piling of compost using a front-end
loader (Millner et al. 1980).

Among the less dominant phylotypes, some bacteria
were associated with several environmental origins and/or
belong to psychrophilic species: Planococcus, Aerococcus,
Micrococcus, Parococcus, Acinetobacter, Pedobacter or Chry-
seobacterium. Planococcus sp. was found in rumen, glacier
ice or sediments. Parococcus sp. came from soil, aircraft
cabin air, a clean room, the atmosphere of the Pacific
Ocean or Eastern Mediterranean. Aerococcus sp. was
found in marine water, deep subsurface, digestive tract or
aircraft cabin air. These bacteria probably originate from
the surrounding air rather than from composts. Although
most micro-organisms collected were aerosolized from
compost, the input of the background microflora from
air was, then, not nil.

Dominance of sporulating Firmicutes and Actinobacteria
in bioaerosols

Compiling all sequences present in the RDP (http://
rdp.cme.msu.edu), obtained from previous studies on
compost (about 4000 sequences), showed the dominance
in compost of Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes
and Actinobacteria. Other sequences (less than 10%) were
distributed between nonaffiliated uncultured sequences
and eight other phyla, each of them gathering less than
1% of the total number of sequences: Acidobacteria,
Deinococcus-Thermus, Chloroflexi, Verrucomicrobia,
Gemmatimonadetes, Cyanobacteria, Planctomycetes and
TM7. Table 5 enables us to compare the distribution of
bacteria in different phyla for compost (RDP) and for
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composting bioaerosols (average values obtained from the
five different bioaerosols of this study). The representati-
vity of the different phyla differs between the bioaerosols
and their source, i.e. the compost. In bioaerosols,
Firmicutes and Actinobacteria appear as the dominant
phyla, whereas in compost, Bacteroidetes and Proteobacteria
are also highly represented. In compost, Firmicutes,
Proteobacteria and Bacteroidetes are even more dominant
than Actinobacteria. Two hypotheses could explain the high
representativity of Actinobacteria in the bioaerosol. First,
samples were collected during the thermophilic phase.
High temperatures would favour sporulating species, such
as Bacillus or Actinobacteria. Bacteroides species, non-
sporulating and nonthermophilic, would, therefore, be less
represented during the thermophilic phase, their represen-
tativity increasing later during compost maturing. Such
was the case in a study on the diversity and succession of
microbial communities during garbage processing: the
dominant bacterial group changed from the phylum
Firmicutes in the thermophilic stage to the phylum
Bacteroidetes in the maturing stage (Takaku et al. 2006).
Other studies have shown the dominance of Actinobacteria
during thermophilic composting (Tang et al. 2007; Yu
et al. 2007) and the dominance of Bacteroidetes in the
maturation phase (Danon et al. 2008; Vaz-Moreira et al.
2008). The second hypothesis that could explain the
dominance of Actinobacteria and Firmicutes in bioaerosols
is that a selection of sporulating species occurs during
aerosolization. Because high temperature and a decrease in
available substrates favours sporulation during the thermo-
philic phase, Actinobacteria and Firmicutes may be present
as spores in the compost. Nielsen et al. (1997) analysed the
concentration of micro-organisms in bioaerosols related to
the concentration in bulk samples of compost from house-
hold waste. They found that actinomycetes or their spores
were particularly prone to be airborne. Our study
confirmed the high representativity of actinomycetes in
bioaerosols, compared to the known phyla distribution in
compost. The ability of micro-organisms to become
airborne is dependent on several conditions, including the
materials in which they grow and the physical characteris-
tics of the species. Bacteria often stick to particles or
surfaces, while airborne spores from moulds and actino-
mycetes are more easily spread in the air (Nielsen et al.
1995). Because of their small size (1-3 um), spores from
actinomycetes can easily become airborne and spread via
the bioaerosol when such a highly-colonized material as
compost is disturbed (Taha et al. 2005, 2006). The velocity
of suspended organisms is indeed dependent on the size of
the spore. Thus, the spores of Aspergillus fumigatus,
Penicillium and Actinobacteria (1-3 pm) have a velocity of
0-03 cm s~ ', while the spores of Alternaria (30 um) have a
velocity of 10 cm s7! (Stetzenbach 1992).
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Comparison between the five composting bioaerosols
and definition of core species

The comparison of the five bioaerosols showed similari-
ties at the phyla level, with Ascomycota being largely
dominant for fungi and Firmicutes and Actinobacteria for
bacteria. Diversity indices were also in the same range,
high for bacteria, lower for fungi. Furthermore, some
bacterial and fungal species were recovered in several or
even in all bioaerosols and belonged to the dominant
components of the bioaerosol. At the genus level, on the
other hand, big differences in the distribution of the
dominant species were observed from one site to another.
Our results showed that a common microbial signature
emerged from the different composting bioaerosols.
Indeed, although the five bioaerosols studied were
collected from five different composting platforms treat-
ing different types of waste, several phylotypes common
to at least four sites were identified: seven phylotypes for
bacteria and three for fungi. The large number of shared
phylotypes obtained in this study from different industrial
composting sites may be because of the fact that all com-
posts manipulated during the sampling were in the ther-
mophilic phase. Indeed, many of the species recovered
and the common phylotypes in particular, were thermo-
philic species. The selection pressure induced by high
temperature may have enabled the multiplication of the
same micro-organisms, even starting from very different
microbial communities. The aerosolization may then have
constituted a second selection process, favouring species
readily airborne, such as bacteria and fungi producing
small-sized spores. Thermophily and the ability to sporu-
late may thus have been the two main parameters favour-
ing core species from the whole compost microbial
diversity, and this is true for all the five compost piles
studied. Those core species could then be present in any
bioaerosols produced during operational activities on
composting piles in fermentation. It would be interesting
to see if they are also present at later stages during the
composting process.

Ecology of core species

The importance of Thermomyces lanuginosus in compo-
sting bioaerosols constitutes a new finding. Indeed, it has
not been reported among dominant fungi in composting
bioaerosols, although it has been previously isolated from
compost (Tuomela et al. 2000; Anastasi et al. 2005). Ther-
momyces lanuginosus can decompose cellulose, hemicellu-
lose and even lignin and was found as dominant in
compost after peak heating, together with Aspergillus sp.
(Tuomela et al. 2000). In our study, this fungus was not
only present but also dominated in bioaerosols B and E
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(77% and 56% of the total number of fungal sequences).
On the other hand, the presence of Aspergillus and Peni-
cillium was not surprising because these two fungi are
among the most abundant in composting processes
(Albrecht ef al. 2008) and are known to be dispersed into
the air in large numbers during compost manipulation.
Among bacteria, Geobacillus species, including Geobacillus
thermodenitrificans, have been described in compost
(Zhang et al. 2002) and can even represent the dominant
bacteria among the Firmicutes during the thermophilic
phase (Takaku et al. 2006). The Planifilum genus was
described in 2005. It belongs to the Thermoactinomyceta-
ceae family and groups three species: Planifilum yunnan-
ense, isolated from a hot spring in China, Planifilum
fimeticola and Planifilum fulgidum, isolated from compost
(Zhang et al. 2007). Thermoactinomyces intermedius, Ther-
mobifida fusca and Saccharomonospora are all known com-
ponents of the compost microflora (Song et al. 2001;
Steger et al. 2007). Most, then, if not all, core species of
the bioaerosols studied originated from compost and not
from micro-organisms in the surrounding air.

Some of the species identified in this study are associ-
ated with respiratory symptoms. Aspergillus fumigatus is
an opportunistic fungal pathogen which under prolonged
exposure conditions may cause invasive aspergillosis in
immuno-compromised individuals (Shen et al. 2004;
Taha et al. 2006). Airborne thermophilic actinomycetes
such as Thermoactinomyces vulgaris and Saccharopolyspora
rectivirgula are implicated in hypersensitivity-induced
pneumonitis and other allergic reactions such as alveolitis
or bronchial asthma (Lacey and Crook 1988; Dutkiewicz
et al. 1994; Poulsen et al. 1995; Kampfer et al. 2002;
Stetzenbach 2002; Albrecht et al. 2008). Their monitoring
would provide information on the exposure of workers or
local residents to specific microbial groups when no data
are currently available on the dispersal of specific bacteria
or fungi. Being sporulating micro-organisms, they may be
able to survive long-distance transport by air. Of all the
micro-organisms released in bioaerosols from the compo-
sting platforms, it is these that may be the cause of great-
est concern if dispersed into the surrounding
environment.

Potential microbial indicators of composting bioaerosols

There is a major lack of knowledge concerning microbial
groups that could be monitored in order to analyse the
emission and dispersal of composting bioaerosols. The
United Kingdom Composting Association has proposed a
procedure for monitoring bioaerosol, based on the moni-
toring of two airborne groups, Aspergillus fumigatus and
total mesophilic bacteria, at different upwind and down-
wind locations at a composting plant (Sanchez-Monedero
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and Stentiford 2003). The indicators of compost bioaero-
sols to be looked for should be present in compost and
absent, or present at low concentrations, in other
environments. Thermophilic species appear to be good
candidates because they multiply during the composting
process but are not thought to occur naturally in air
where cold conditions prevail. Thermophilic actinomyce-
tes like Thermoactinomyces and Saccharomonospora and
thermotolerant microfungi have been put forward as
potential indicators because they are rare in natural envi-
ronments because of their thermotolerant or obligatory
thermophilic characteristics (Neef et al. 1999). Their
concentrations in air samples in the surroundings of
composting plants are indeed higher than in background
samples (Kampfer et al. 2002; Neef et al. 2003; Swan et al.
2003; Albrecht et al. 2008; Fischer et al. 2008). However,
they play an important role in other habitats where
decomposition of organic matter takes place at elevated
temperature and under aerobic conditions (e.g. improp-
erly stored hay, cereal grains, manure, straw, etc.) and are
not specific to a compost origin (Song et al. 2001). Asper-
gillus fumigatus is common in the environment but its
concentration increases when there are sources of
self-heating materials. For some authors, therefore, domi-
nance of Aspergillus fumigatus in the downwind vicinity
of a composting plant is an indication for the release of
emissions from the plant (Albrecht ef al. 2008). A good
indicator need not be necessarily completely absent from
other environments but its background level has to be
determined and must be of several orders of magnitude
below the concentration in the emitted bioaerosols.

No consensus currently exists on validated bioindica-
tors of a compost origin in air samples. Furthermore, no
extensive search for new indicators by analysing the
microbial diversity in composting bioaerosols has been
previously carried out. The approach that we have
chosen, i.e. to look for indicators by the comparison of
the microbial diversity in bioaerosols collected from dif-
ferent composting platforms, is therefore original. This
study has confirmed the potential of thermophilic actino-
mycetes and thermotolerant microfungi as indicators and,
further, has identified phylotypes among these two groups
that could be used. Moreover, the study has demonstrated
the potential interest of micro-organisms that cannot yet
be suggested as indicators, given the current knowledge
on compost bioaerosols (Thermomyces lanuginosus).

This study is the first to gather molecular data on bio-
aerosols released from five different industrial composting
sites. It thus improves our knowledge of dominant bacte-
ria and fungi released in air during composting and, in
particular, confirmed the high representativity of sporu-
lating species. The comparison of five different bioaero-
sols has shown variation from one composting site to
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another in phylotype distribution but also close similari-
ties: the dominance of Ascomycota, Firmicutes and Actino-
bacteria in all bioaerosols; bacterial and fungal phylotypes
present in all or in most bioaerosols. As a conclusion,
working with aerosols produced during the thermophilic
phase of the process made it possible to define phylo-
genetic groups common to different aerosols. This micro-
bial signature of composting bioaerosols will be useful for
defining bioindicators. In particular, several bacterial and
fungal species identified in this study could well represent
good indicators that might be used during bioaerosol air
dispersal studies and risk assessment analysis.
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Chapitre 6 : Développement d’indicateurs microbiens spécifiques afin de tracer les
bioaérosols émis par les plates-formes de compostage en utilisant la PCRq

)ans I’article précédant, la signature microbienne des bioaérosols émis lors du retour-
nement d’andain en cours de fermentation a été identifiée. Elle est composée de dix
phylotypes appartenant aux especes et/ou groupes microbiens suivants : Thermomyces
lanuginosus, Aspergillus fumigatus, Penicillium sp., Geobacillus thermodenitrificans, Pla-
nifilum yunnanense, Thermoactinomyces intermedius, Thermoactinomycetaceae, Saccha-

ropolyspora rectivirgula, Thermobifida fusca et Saccharomonospora glauca.

L’objectif de cette seconde partie est de rechercher, au sein des micro-organismes, des
indicateurs spécifiques permettant de mettre en évidence la présence de bioaérosols de
compostage dans l'air.

Pour définir un indicateur, différents critéres ont été établis :

— l'espéce doit étre thermophile

— l'espece doit déja avoir été identifiée dans I’environnement “compost”

— l'espece doit étre présente dans les cing bioaérosols précédemment analysés
Par ailleurs, la concentration de I'indicateur dans l'air doit augmenter lors de 1’émission
des bioaérosols sur les plates-formes de compostage, comparativement a un niveau “basal”
qui doit étre défini (“bruit de fond”).

Dans un premier temps, trois phylotypes “candidats” ont été choisis parmi les dix
constituant la signature microbienne des bioaérosols. Deux phylotypes répondent aux
trois premiers critéres énoncés, il s’agit du phylotype bactérien NAQ7 affilié a Sacchro-
polyspora rectivirgula et du phylotype fongique EQ05 !, proche de I'espéce Thermomyces
lanuginosus. Un second phylotype bactérien, NC38, affili¢ a la famille des Thermoacti-
nomycetaceae a été sélectionné du fait qu’il n’ait été identifié que dans 'environnement
compost. Pour ces trois phylotypes, un systéeme de quantification par PCR quantitative a
été congu en travaillant sur les séquences d’ADNr 16S ou ADNr 18S. Les trois systemes
développés sont spécifiques de leur cible.

Ces trois systemes de PCRq ont été appliqués sur onze échantillons d’air provenant
d’environnements naturels non soumis a l'influence d’une plate-forme de compostage. Ceci
a permis de définir le niveau basal des indicateurs dans l'air (concentration du “bruit de
fond”).

Les indicateurs ont ensuite été quantifiés sur cing plates-formes de compostage au
voisinage d’une activité de retournement d’andain en phase de fermentation. Un premier
échantillon d’air a été collecté en amont du site, avant toute activité tandis que le second
prélevement d’air a été réalisé a quelques dizaines de metres en aval de la source émettrice
(retournement d’andains).

Il en ressort que la concentration des trois indicateurs au sein des bioaérosols collectés
lors du retournement est supérieure a celle du bruit de fond de 'air et également a celle

mesurée en amont des plates-formes (différence de plus d’une unité logarithmique).

1. Phylotype nommé E014 dans l'article 1
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Maintenant, trois indicateurs microbiens (deux bactériens et un fongique) spécifiques
des bioaérosols de compostage émis lors du retournement d’andain en phase de fermenta-

tion ont été validés et des systemes de PCRq ont été développés pour les quantifier.
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Development of specific microbial indicators to trace

airborne microorganisms emitted by composting

platforms using qPCR

Olivier Le Goff, Jean-Philippe Steyer, Jean-Jacques Godon, Nathalie Wéry*

INRA, URb0, Laboratoire de Biotechnologie de I’Environnement, Avenue des Etangs,
Narbonne F-11100
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ABSTRACT
There is little data on the dispersal of composting bioaerosols partly due to the fact that
specific microbial indicators are missing. The aim of this study was to identify microbial
indicators specific to composting bioaerosols to trace them on and around composting
plants. Three phylotypes, two bacterial (NA07 and NC38) and one fungal (EQ05) were
selected. They belong to the core species of bioaerosols emitted during the turning of
compost windrows in thermophilic phase. The TagMan qPCR systems, specific to each
indicator, were designed. The potential indicators were quantified in eleven air samples
collected in various environment not impacted by a composting activity. These enabled
to characterize the base level of the corresponding species air. The indicators were quan-
tified on five composting platforms, in upwind, outside the site and in downwind during
a turning activity. For the five composting plants studied, the concentration of the three
indicators during the turning phase was always higher to the concentration measured in
'background’ air and to the concentration measured upwind. These three microbial indi-

cators can then be used to trace composting bioaerosols emitted on composting platforms.

Keywords : Bioaerosol, compost, indicators, qPCR
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INTRODUCTION

Bioaerosols generated on composting platforms are emitted in the atmosphere during
processes involving movement of the waste (waste delivery, shredding, compost pile tur-
ning and compost screening). These biological emissions (fungi, bacteria, actinomycetes,
endotoxins and 1-3- -glucans) from composting plants may have a potential impact on
the health of workers and for the residents living in close proximity (Biinger et al., 2007,
Bunger et al., 2000, Swan et al., 2003, Sykes et al., 2007). If the effects of exposure to
composting bioaerosol on the respiratory health has been shown for the workers, the si-
tuation is not well documented for the residents (Biinger, et al., 2007, Herr et al., 2003,
Porta et al., 2009). This is partly due to the fact that indicators of exposure to compos-
ting bioaerosols are missing. In the same way, the lack of specific composting bioaerosol
markers makes dispersal studies difficult, since it is not possible to distinguish aerosols
produced by composting activities from others sources of bioaerosol present around the
site (Taha et al., 2005). Airborne microorganisms usually analysed in composting aerosols
are cultivable bacteria or fungi, (mesophilic and/or thermophilic), or more specific mi-
crobials groups such as Gram negative bacteria, Aspergillus fumigatus and actinomycetes
(Albrecht et al., 2007, Clark et al., 1983, Grisoli et al., 2009, Hryhorczuk et al., 2001,
Kampfer et al., 2002, Millner et al., 1980, Nikaeen et al., 2009, Sanchez-Monedero and
Stentiford, 2003). These microbial groups are not specific to compost aerosol and are wi-
despread in the environment. Furthermore, most studies on composting bioaerosols were
performed using cultural methods for quantifying microorganisms. However, the cultura-
bility of bacteria is generally low in the environment (0.001 to 10%) and in the air, the
cultivable fraction of microorganisms represents less than 1% of the total number of cells
(Amann et al., 1995, Peccia and Hernandez, 2006). Culture methods therefore largely

underestimate the number of microorganisms present in air samples.

The objective of the study was the identify microbial groups specific to compost bio-
aerosols and to design systems, in order to trace airborne microorganisms emitted by
composting platforms. Molecular techniques based on DNA analysis enable the quantifi-
cation of non cultivable bacteria. In particular, quantitative real-time PCR is sensitive,
rapid and has been applied for the enumeration of microorganisms in various environmen-

tal matrices, including air (Stetzenbach et al., 2004).

The identification of potential indicators of compost bioaerosols was based on the
analysis of the microbial diversity in composting bioaerosols collected on five industrial
sites by molecular inventory based on the SSU ribosomal DNA fragments (Le Goff et al.,
2010). This study has shown the presence of bacterial and fungal core species common to

the five bioaerosols that could represent indicators of composting bioaerosols in air.

Several criteria were considered to define an indicator of composting bioaerosol. The
species : a) should be thermophilic, since thermophilic species multiply during the com-

posting process but are not thought to occur naturally at high concentration in air, b)
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should be present at least in four of the five molecular inventories, c¢) should have micro-
bial relatives already identified in compost in previous studies, d) should be specific (the
indicator should be present at a higher concentration in air during composting activities
than in 'natural’ environments not impacted by a compost activity). Three thermophilic
phylotypes were identified among the core species of composting aerosols emitted during
the turning of compost windrow in the thermophilic phase. They meet the first four crite-
ria defined above. This paper presents the design of quantitative real-time PCR systems
for these phylotypes. The relevancy of the three potential indicators of composting bioae-
rosols was then tested by comparing their concentration on composting sites during one
emitting operational activity (the turning of composting piles), with the concentration
in upwind control samples and with the "background concentration’ observed in natural

environments.

MATERIALS AND METHODS

Air sampling
Five composting platforms, all operating in open windrows, were studied. For each plant,
two bioaerosols samples were collected, the first one was located outside the composting
platforms at an upwind location, with no specific emitting activity on site. The second
was collected on the platform, downwind of one emitting activity, i.e. during the turning
of compost piles in the thermophilic phase. The table 6.1 presents the characteristics of
each compost pile, the distance to the emission source (turning) and the meteorological
conditions during the sampling.

Eleven bioaerosol samples were collected in different natural environments, not im-
pacted by any composting activity. All air samples were collected using the biocollec-
tor Coriolis® p (Bertin Technologies, Montigny-le-Bretonneux, France) at a flow rate of
300 Lmin~!, for time period going from 30 minutes (downwind samples on composting
plants) to more than one hour (other samples). For low concnetration level, several col-
lection liquids of 30 minutes were pooled together. The biological particles were collected
into a sterile solution of 0.005% Tween 20 (Sigma, St Louis, MO, USA) in milliQQ water
contained in a cone. The sample collected was then filtered at 0.2 pm on polyethersulfone
filter (Supor, 2000, Pall Corporation, Ann Arbor, MI, USA). Each filter was kept frozen at
-80°C in a 2mL tube until DNA extraction. DNA extraction was performed as previously
described by Le Goff et al. (Le Goff, et al., 2010).
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Design of quantitative real-time PCR primers and probes
Three quantitative real-time PCR systems were developed based on partial sequences
of SSU ribosomal DNA (16S rDNA and 18S rDNA) for two bacterial phylotypes, NAO7
and NC38 belonging respectively to Saccharopolyspora and to the Thermoactinomyceta-
ceae, and for one fungal phylotype, EQO05, related to Thermomyces sp.. All primers and
TagMan probes were designed by combining different programs : ARB software (Lud-
wig et al., 2004) using the Probe design tool and the Probe Match tool, Primer3plus
(Untergasser et al., 2007), Perl Primer (Marshall et al., 2003) and NCBI Primer Blast
(http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). The melting temperature (Tm) was
fixed to 60°C for the primers and 70°C for the probe. The design was realized according
to general guidelines for qPCR primers and probes design (melting temperature, G/C
content) (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

For one qPCR system (NAQ7), the probe was modified to a TagMan MGB probe.
Dimers of primers were checked for each primers pairs and also for each primer with the
probe using the software PrimerExpress (Applied Biosystems).

Table 6.2 indicates the sequences of the primers and the probes, the fluorophores used
and the amplicon size for the three quantitative real-time PCR systems. The primers and
the TagMan probes W269 and W272 were synthesized by Eurogentec (Liege, Belgium),
the MGB probe W253 by Applied Biosystems.

Validation in silico of the specificity of the three quantitative real-time
PCR systems
In a first step, the primer pair and the probe were designed to amplify the target sequence
at zero mismatch. Then the specificity of the whole system was checked by looking at non
specific sequences amplified at 0, 1, 2 and 3 mismatches.

The specificity of each qPCR system was checked on public databases (NCBI) using
the ARB software, the BLASTn algorithm (Altschul et al., 1990), and Primer Blast.

The sequences which were 100% identical with the probes and the primers were posi-
tioned in the phylogenetic trees. The 16S rDNA or 18S rDNA sequences were edited in
the BioEdit version 7.0.9.0 program (Hall, 1999) and aligned by the MUSCLE program
(Edgar, 2004). The three phylogenetic trees were then constructed by the SEAVIEW ver-
sion 4 program (Gouy et al., 2010) with the neighbor-joining method (Saitou and Nei,
1987) and Jukes-Cantor correction. The robustness was tested by 1,000 replications and

the bootstrap over 50% was indicated at nodes for each tree.
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qPCR conditions

For each qPCR system, the optimal annealing temperature and the optimal concentra-

tions of primers was determined. The absence of dimer of primers was checked by qPCR
using detection by Sybrgreen. The reaction mixture was performed in a volume of 25 nL
containing 5nL of DNA and 12.5 pL. of Master Mix 2X (containing SYBR Green I Dye,
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, dNTPs, reference (rox), and optimized buffer compo-
nents) (Applied Biosystems) and primers and the rest in of sterile water. The gPCR were
performed in an ABI700 (Applied Biosystems). The conditions of quantitative real-time
PCR amplification were an initial step at 95°C for 10 min, 40 cycles at 95°C for 15s and
60°C for 1 min and finally a dissociation stage (15s at 95°C, 20s at 60°C and 15s at 95°C).

The optimal concentrations of primers are given in table 6.2. The concentration of
the probe was fixed to 100nM for all the three qPCR systems. The qPCR program was
the following : 95°C for 10 min and 40 cycles at 95°C for 15s and 60°C for 1 min. The
quantitative PCR reaction contained 12.5 nL of PCR Master Mix Plus (2X, including
buffer, ANTPs, HotGoldStar DNA polymerase, MgCl, (5bmM final concentration) and
the passive reference (rox)) (Eurogentec), primers at their optimal concentration, 100nM
of probe and 5plL of DNA. The total volume was 25ulL. Negative controls (no DNA
added) were performed. All qPCR assays were performed an ABI Prism 7000 Sequence
Detection System version 1.2 (Applied Biosystems) or in triplicates (the samples collected

on composting plants) or in duplicates (other samples).

In order to detect PCR inhibition, an internal positive control (IPC) was used accor-
ding to the manufacturer’s instructions (Eurogentec, Liege, Belgium). The IPC control
was detected using a Yakima-Yellow® (Eurogentec) labeled probe and the target template
using a FAM-labeled probe. The reaction mixture was the following : 25 pL. of gPCR Mas-
ter Mix (2X) (Eurogentec), 1 pL of IPC mix, 0.5 pLL of IPC DNA, primers at their optimal
concentration, the probe at 100nM, sterile water and 5 pL. of DNA sample, in a total vo-

lume of 50 pL.. The program was the same as described above.

Alternatively, three different dilutions of each DNA sample were amplified and the ini-
tial calculated concentrations were compared in pairs. Inhibited PCR reactions produced
lower values which were eliminated from the analyze. For concentrated samples enabling
different levels of dilution, this second approach was chosen to test for the presence of
inhibitors. For samples containing a small number of target genes, the IPC was used.
One standard curve was generated at each assay. The standard curves were obtained by
amplifying serial 10 fold dilutions of plasmid containing the DNA target sequence (107
to 10° tDNA copies pL.=!). The concentration of the concentrated plasmid solution was
measured by the Nanoquant (Infinite M200, Tecan, Austria). Each standard was tested

in triplicate.

For each qPCR system, the limit of quantification was defined in two steps. The limit
of quantification for the standards corresponded to the lowest concentration of standard
at which 95% of the PCR were positive. The limit of quantification for the NAO7 system

226



Développement d’indicateurs microbiens spécifiques afin de tracer les bioaérosols émis
par les plates-formes de compostage en utilisant la PCRq

was 1 copy of 16S rDNA m~3, for NC38 system 10 copies of 16S rDNA m~2 and for EQ05

system 100 copies of 185 rDNA m™3. For each sample, the limit of quantification was

determined considering the limit of quantification defined for each qPCR systems at the
lowest positive dilution of the DNA extract. This limit was expressed in number of copy

of rDNA by cubic meter of collected air.

Data analysis
The qPCR efficiency (E) of each assay was calculated using the following formula E =
(—14-1071/5r¢) %100, where the slope was obtained by the regression analysis between the
threshold cycle (Ct) and the logarithm number of copies of 16S or 18S rDNA (standard
curves) (a slope of 3.32 translates into 100% of efficiency). The qPCR efficiency for the
NAOQ7 and NC38 quantification systems were included between 96 and 100% with a cor-
relation coefficient always superior at 0.96. For the EQO05 quantification system, E varied
between 77 and 80% and the correlation coefficient was always above 0.99. Concerning
the negative controls, no signal was detected after 40 cycles for the three qPCR systems.
Arithmetic means and standard deviation were calculated using values from qPCR repli-
cates. The number of 16S rDNA or 18S rDNA copies per cubic meter was estimated for

each sample.

RESULTS

Selection of microbial indicators of composting bioaerosols
In a previous study, the comparison of the microbial diversity in composting bioaerosols
collected on five different platforms during a turning activity (compost piles in the ther-
mophilic phase) enabled the identification of the core species of composting bioaerosol (Le
Goff, et al., 2010). Among those core species, three (two bacterial and one fungal) were
selected as potential indicators of composting bioaerosols based on the following criteria :
a) present in the five molecular inventories, b) thermophilic, ¢) closest SSU ribosomal

DNA sequence previously found in compost biotope and d) dominant in the bioaerosol.

The two bacterial sequences (NA07 (FJ754764) and NC38 (FJ754691) clones) belong
to thermophilic groups previously identified in compost : Saccharopolyspora, a thermo-
philic Actinobacteria (Steger et al., 2007) and the Thermoactinomycetaceae (Partanen et
al., 2010, Yamada et al., 2008). The fungal sequence (EQO5 clone (HM581687)) was rela-
ted to Thermomyces lanuginosus, also known as present in compost (Singh et al., 2003).
The table 6.3 indicates the abundancy of each indicator in air samples collected on the
five composting plants. The abundancy was calculated based on the percentage of the
sequence obtained in molecular inventories (rDNA subunit analysis). NAO7 sequence was
found in the five sites and represented 7% of the total number of 16S rDNA sequences.
For two sites, its abundancy was above 10%. NC38 sequence was found in four sites and

represented 2% of the total number of 16S rDNA sequences. The highest abundancy of
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NC38 observed was of 5%. EQO05 sequence was identified in the five sites and highly abun-
dant in bioaerosol, since it represented 49% of the total number of 18S rDNA sequences.
However in the site A, its abundancy was much lower (5%). This site was dominated by

two genera Penicillium and Aspergillus.

TABLEAU 6.3 — Abundancy of the three indicators based on the number of sequences in
SSU ribosomal molecular inventories in bioaerosols collected on five industrial composting
sites during the turning of windrows in thermophilic phase

Total number  Abundancy of the phylotype
of sequences (% of total sequences)

Bacteria Fungi

Bacteria / Fungi NAO7 NC38 EQO05

Site A 111 / 20 19 0 5
Site B 127 / 30 14 1 77
Site C 158 / 13 1 3 54
Site D 143 / 23 3 5 39
Site E 146 / 36 1 1 56
Total 685 / 122 7 2 49

Design of quantitative real-time PCR detection systems
For each potential indicator, qPCR systems based on TagMan technology were designed
(two primers and one probe). The specificity of each system was then tested in silico.
The figure 6.1 indicates the phylogenetic positioning of clones NA0O7, NC38 and EQO05
and their closest SSU sequences in public databases sequences amplified with the primers
(underlined sequences), with the probe (in bold) and with the whole qPCR system (in

box) at zero mismatch.
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FIGURE 6.1 — Phylogenetic positioning of NA07 (A), NC38 (B) and EQO05 (C) based on
partial 16S rDNA and 18S rDNA sequences. Bootstrap values over 50% are indicated
at nodes. The sequences used to out-group were the 16S rDNA sequence of Fscherichia
coli strain K12 (U00096) for the bacteria and the 185 rDNA sequence of Saccharomyces
cerevisiae (Z75578) for the fungi. The sequences underlined represented the sequences
which are amplified by the primer pairs at zero mismatch. The sequences in bold are the
sequences that match by the probe at zero mismatch. The box indicates the sequences
amplified by the whole qPCR system.
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'NA07’ qPCR system (Saccharopolyspora sp.)

The forward primer amplified around 300 sequences belonging to the phylum Actinobac-
teria at zero mismatch whereas the reverse primer only amplified sequences affiliated to
Saccharopolyspora rectivirqula, Saccharopolyspora cebuensis and the NAO7 sequence. At
zero mismatch, the probe hybridized only the phylotype NAO7 and the sequences affiliated
to Saccharopolyspora sp.. No sequences matched at one mismatch on the probe, and the
first non specific sequences were obtained at two mismatches on the probe sequence. Ove-
rall, the qPCR 'NAQT’ system was very specific and amplified a cluster belonging to Sac-
charopolyspora (Actinobacteria) that gathered only four sequences : the Aerocomp_ NAQO7
sequence (Le Goff, et al., 2010), one sequence isolated from indoor dust (Rintala et al.,
2008), a sequence affiliated to Saccharopolyspora rectivirgula obtained from compost and

a sequence affiliated to Saccharopolyspora sp. SM2A isolated from salty soil (figure 6.1A).

'NC38’ qPCR system (Thermoactinomycetaceae)
The qPCR "NC38’ system was designed to amplify only the 16S rDNA sequence of the

clone Aerocomp NC38. Indeed at zero mismatch, the probe and each primer amplified

only the target sequence of NC38. With one mismatch, the forward primer hybridizes six
sequences associated to the phylum Firmicutes. The reverse primer amplified non specific
sequences only at two mismatches. The NC38 phylotype belongs to the Thermoactino-
mycetaceae family but was not affiliated closely to a previously described species. It may
therefore correspond to a new bacterial species (80% of 16S rDNA similarity with the
closest sequences in public database). It strong association with the compost biotope is
demonstrated by the fact that the closest 16S rDNA sequences present in the public data-
bases were also recovered from composts (Guo et al., unpublished, Partanen, et al., 2010,
Yamada, et al., 2008) (figure 6.1B).

In the study of Partanen et al., sequences were recovered from compost of treated
municipal wastes during the thermophilic phase, whereas in the study of Yamada et al.,
the compost was produced from cow dung and sawdust, and the analysis performed during

the maturing phase.

'EQO05” qPCR system (Thermomyces)
The specificity of the qPCR system was brought by the probe. The primers amplifying

other sequences (Aspergillus, Penicillium...). The "EQ05 qPCR system, amplified two
sequences at zero mismatch : EQO05 sequence and a sequence affiliated to Paecilomyces
sp. AS.3.6885 and identified on dead leaves (figure 6.1C). The degradation of leaves in

aerobic condition could be involve the same microorganisms as a composting process.

Quantification in the natural environments ('Background concentration’)
An indicator of composting aerosol should present a higher concentration on composting
platforms than in natural environments. In a first step, the potential indicators were quan-

tified in eleven air samples collected in various natural environments (marine, rural...) to
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define their 'background’ concentration in air. The NAO7 target was quantified in seven of
the eleven environments tested (figure 6.2). For the remaining samples, the concentration
was below the quantification limit. The background concentration of 'NAQ7’ in air varied
from 102 to 10* copies of 16S TDNA m~3. The second bacterial indicator, NC38, was detec-
ted in only two environments (open woodland and garden) (figure 6.3). The concentration
were 4 x 10? (garden) and 4 x 10 (woodland) copies of 16S TDNA m~3. The fungal indi-
cator was detected in half of the natural environments tested and its concentration varied
from 2 x 10* to 7 x 10° copies of 185 rDNA m~ (figure 6.4).

Quantification on composting plants
Five composting plants were studied, the distance to the compost windrows and the me-
teorological conditions are given in table 1. Bioaerosols were collected during the turning
of compost piles in thermophilic phase at downwind location. An upwind sample, located
outside the composting plant, was collected as control.

During the turning activity, all three qPCR systems were quantified downwind (figures
6.2, 6.3 and 6.4). The concentration ranges for 'NA07” and '"NC38” were 2 x 10° to 4 x 107
copiesof 16S TDNA m~2 and 9 x 103 to 8 x 10° copies of 16S rDNA m~2 respectively. The
concentration of the "EQ05’ varied from 5 x 105 to 1 x 107 copies of 185 rDNA m 3.

The concentration for 'NA07” was determined in all upwind samples composting plants
(figure 6.2). It ranged between 5 x 10? and 3 x 10% copies of 16S rDNA m™3. For the
'NC38’, the concentration range was similar to the one of 'NAQ7’ : 7 x 10? to 1 x 103
copies of 16S rDNA m~3 (figure 6.3). The "EQO05’, was not detected in the upwind samples
(figure 6.4).

The concentration of all three indicators outside the composting plants in the upwind
samples was always inferior to the concentration measured downwind during the turning
activities. An increase of 2 to 5 orders of magnitude (4 in average) was observed between
the upwind and the downwind samples for 'NAO7" and 2 to 4 orders of magnitude for
NC38. The increase of "EQO05" was above 2 logarithmic units, since it was not detected
in the upwind samples. The high increase of the concentrations means that the turning
activity on the composting plants induced an important emission of the three microbial
indicators in air.

The concentrations downwind were also above those observed in natural environments.
The difference was included between 2 and 5 orders of magnitude for 'NAO7’, between 1
and 3 orders of magnitude for NC38 and between 1 and 4 orders of magnitude for "EQO05".

For the two bacterial indicators, the concentrations observed in upwind samples were
in the range of those obtained in natural environments, with an average concentration of
2 x 103 copies of 16S TDNA m~2. The fungal indicator concentration was frequently below
the quantification limit (all upwind samples and five of the eleven natural environments).

Overall, activities of compost turning on industrial composting platforms induce an
increase of the concentration of the three indicators of at least two orders of magnitude,

compared to concentration measured in upwind and of at least one order of magnitude
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compared to the "background’ concentration measured in natural environments not im-

pacted by industrial activities.
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DISCUSSION

In this study, the potential of three microbial phylotypes to be used as indicators
of compost bioaerosol was tested. These three phylotypes belonged to core species of
bioaerosols emitted during the turning of compost piles in the thermophilic phase (Le
Goff, et al., 2010). Phylogenetic analysis showed that these different indicators belong to
microbial groups previously described in compost (Anastasi et al., 2005, Partanen, et al.,
2010, Ryckeboer et al., 2003, Strom, 1985, Tuomela et al., 2000, Yamada, et al., 2008).

A quantitative PCR system was designed for each of the three potentials indicators.
Despite the fact that 18S rDNA sequences are highly conserved among fungi, it was
possible to design a specific qPCR system for the EQO05 cluster. As observed for other
fungal qPCR systems, the specificity was given by the probe (Wu et al., 2003). The
three indicators were always quantified in the bioaerosols emitted during the turning of
composting windrows. The NC38 indicator was detected during the turning for the site
A, although it was absent from the molecular inventory (table 6.3). However, molecular
inventories on a small number of sequences (100 to 150) give mainly the information of
relative abundance between dominant species.

The fact that fungal spores emission depends on various factors (days/night, meteo-
rological conditions...) might explain the variability observed for 'EQO05’ concentration
in natural environments (Li and Kendrick, 1994, Stepalska and Wolek, 2009). The spe-
cies affiliated to the phylum Ascomycota and Basiodiomycota were preferentially emitted
spores during the night and/or after the rain (Brown, 1997, Herrero et al., 2006, Li and
Kendrick, 1994).

The use of the three microbial groups studied as indicators of composting bioaerosols,
was validated by the fact that the concentration during the compost turning was higher
than the background concentration observed in natural environment not impacted by an
industrial composting activity.

The average difference between downwind and background concentration was howe-
ver smaller for the fungal cluster EQO05 than for bacterial ones. The bacterial indicators
may therefore be more interesting than the fungal indicator to trace compost bioaerosols
emitted on industrial platforms.

The use of thermophilic microorganisms (actinomycetes, such as Saccharomonospora
sp., Thermoactinomyces and thermophilic fungi) to trace airborne microorganisms emit-
ted by composting platforms was previously reported (Kampfer, et al., 2002, Neef et al.,
2003). Aspergillus fumigatus was also used to characterize levels of emission from com-
posting plants (Albrecht et al., 2008). However, this study is the first one validating the
core of thermophilic microbial groups as composting bioaerosols indicators by developing
qPCR systems highly specific to targets, shown as belonging to 'core species’ of compost
bioaerosols and by comparing the level in compost on industrial plants to the the back-

ground environmental levels. Furthemore, combining three qPCR systems will enable an
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accurate measurement of compost bioaerosols in air samples.

As a conclusion, three microbial indicators, one affiliated to Saccharopolyspora rec-

tivirgula, one to Thermomyces and one belonging to the Thermoactinomycetaceae, were

demonstrated as able to sign composting bioaerosols emitted during turning activities on

composting plants. These indicators could be used for bioaerosol air dispersal studies.
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Chapitre 7 : Choix d’indicateurs pertinents pour I'analyse de la dispersion des
bioaérosols émis sur les plates-formes de compostage

L’étude de la dispersion des bioaérosols émis sur les plates-formes de compostage est
compliquée par le fait qu’il n’existe pas de traceurs pour mettre en évidence spéci-
fiquement ces bioaérosols dans I'air. Les études publiées utilisent des groupes microbiens
larges et pas ou peu spécifiques : bactéries cultivables, actinomycetes thermophiles culti-
vables, champignons.

L’objectif est d’étudier I’émission et la dispersion par plusieurs indicateurs microbiens
afin de sélectionner les plus pertinents.

Sept groupes microbiens ont été étudiés : micro-organismes totaux (quantifiés par mi-
croscopie a épifluorescence), les bactéries viables, les bactéries et les champignons culti-
vables ainsi que les trois indicateurs développés précédemment.

Ces différents groupes microbiens ont été quantifiés dans I'air au voisinage d’une acti-
vité de retournement d’andain en phase de fermentation. Ils ont été examinés au regard
des criteres établis :

— forte augmentation des concentrations lors du retournement

— faible variabilité de I'indicateur d’un site a 'autre

Les quatre indicateurs les plus pertinents ont été retenus. Il s’agit des bactéries viables
et des trois indicateurs :

— NAOT7 affilié a Saccharopolyspora rectivirgula

— N(C38 affilié a la famille des Thermoactinomycetaceae

— EQO5 affilié & Thermomyces

Ensuite ces indicateurs ont été suivis en aval d’une activité de retournement sur douze
plates-formes de compostage traitant différents types de déchets afin d’étudier la disper-
sion des bioaérosols.

Il en ressort que sur des distances inférieures a 50m de la source d’émission, il y
a systématiquement un impact du bioaérosol. Les prélevements correspondants ont été
effectués sur la plate-forme de compostage. A environ 100 m en aval a I'extérieur du site, un
impact est observé tandis qu’a des distances supérieures (plusieurs centaines de metres),
la concentration des indicateurs est similaire a celle du bruit de fond de 'air, sauf quand
le niveau d’émission est élevé et le vent fort.

Cette étude a permis de sélectionner des indicateurs permettant de suivre la dispersion
des bioaérosols émis lors du retournement d’andain en cours de fermentation. Les bactéries
viables sont des indicateurs non spécifiques du compost. En effet, cet indicateur permet
de suivre une émission provenant d’un écosysteme “actif”, car dans I’air, la concentration
des bactéries viables est faible. Cet indicateur ne permet pas de distinguer les bioaérosols
de compostage parmi les autres sources émissives, c¢’est pourquoi, il faut le coupler a des

indicateurs spécifiques du compost comme NAQ7, NC38 et EQO5.

Remarque : Cet article rassemble des résultats obtenus dans le cadre de la these (in-

dicateurs moléculaires quantifiés par PCRq) et des données obtenues dans le cadre du
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projet “Etude des bioaérosols générés sur les sites de compostage, définition d’indicateurs
d’exposition” en collaboration avec VEOLIA Environnement (bactéries et champignons
cultivables, bactéries viables, micro-organismes totaux quantifiés par microscope a épi-

fluorescence).
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Choice of relevant microbial indicators to analyse the

dispersal of composting bioaerosols
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ABSTRACT
When analyzing the dispersal of bioaerosols emitted on industrial composting platforms,
the lack of any specific indicator makes it difficult to trace microorganisms aerosolized
from compost among those naturally present in air. The aim of this study was to select
the most relevant microbial groups which can be used as indicators in order to study
composting bioaerosols dispersal. Seven microbial groups were quantified in natural envi-
ronments (’background’ concentration in air) and on composting sites : cultivable bacteria
and fungi, total microorganisms (epifluorescence microscopy), viable bacteria and 3 micro-
bial indicators quantified by qPCR which had been previously shown as compost-specific.
These last 4 indicators were selected as the more relevant based on the following cha-
racteristics : a) a higher concentration in air during a compost turning activity than in
background air, b) a low variability of the concentration from one site to another. These
four indicators were then quantified on site (12 platforms analysed) and in air samples
collected downwind, during the turning of compost windrows in thermophilic phase to
analyze the dispersal of composting bioaerosols emitted during this activity. An impact
was always observed for distances below 50 meters (sampling points located on the plat-
forms). Outside the platforms, concentrations of indicators reached background levels at
distance higher than 100 meters (generally 200 to 300 meters, depending on emission
levels and meteorological conditions).. In order to analyse the dispersal of composting
bioaerosols around composting platforms, the relevancy of coupling a non specific indi-
cator (viable bacteria) to microbial indicators specific to a ’compost’ origin in air is here

demonstrated.

Keywords : Bioaerosol, compost, dispersion, indicators, qPCR
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INTRODUCTION

Analysing the dispersal of bioaerosols emitted on composting platforms is not an easy

task, notably due to the fact that no specific indicators have been defined until now.
Therefore there is no way to trace microorganisms aerosolized from compost among those
naturally present in air.. Previous studies on composting bioaerosol dispersal used the
quantification in air samples of the following microbial groups : cultivable bacteria, fungi,
the actinomycetes, and Aspergillus fumigatus (Albrecht et al., 2007, Grisoli et al., 2009,
Hryhorczuk et al., 2001, Kampfer et al., 2002, Millner et al., 1980, Nikaeen et al., 2009,
Sanchez-Monedero and Stentiford, 2003, Taha et al., 2007). Furthermore, these microor-
ganisms were quantified using cultural methods, which are known as underestimating the
number of microorganisms present in air, the cultivable fraction representing less than
1% of the total number of cells (Amann et al., 1995, Peccia and Hernandez, 2006).

In a previous study, the microbial signature (core species) of bioaerosols emitted du-
ring a turning activity on five composting platforms was defined (Le Goff et al., 2010).
Among these core species, three phylotypes have been validated as specific composting
indicators. Indeed, their concentrations in air close to the turning of composting piles in
fermentation is higher than their basal concentrations measured in natural environments
not impacted by a composting activity, and to their concentrations measured upwind,
outside the composting platforms (Le Goff, submitted). The bacterial phylotypes, NA07
and NC38 belong respectively to Saccharopolyspora rectivirgula and to the Thermoacti-
nomycetaceae. The fungal phylotype, EQO05, was related to Thermomyces. Three qPCR
systems specific to each target (NA07, NC38 and EQ05) were designed based on 16S or
18S rDNA sequences (Le Goff, submitted). The aim of this study was to compare the
relevancy of several microbial groups to study the dispersal of composting bioaerosolsIn
a first step, the most relevant indicators were selected among microbial groups previously
quantified when analyzing bioaerosol dispersal (cultivable bacteria and fungi, total number
of cells using epifluorescence microscopy) and new potential indicators (viable bacteria,
molecular indicators quantified by qPCR). Then the selected indicators were quantified
in air samples collected on twelve composting plants to analyse the dispersal of bioaerosol

emitted during the turning of compost windrows in thermophilic phase.

MATERIALS AND METHODS
Air sample collection
Air collector
All air samples were collected by the biocollector Coriolis®© p (Bertin Technologies, Montigny-
le-Bretonneux, France) at a flow rate of 300 L min~!, for time period going from 30 minutes
(samples collected on the composting plants) to more than one hour (other samples). For
low concentration level, several collection liquids of 30 minutes were pooled together. The
particles were collected into a sterile solution of 0.005% Tween 20 (Sigma, St Louis, MO,

USA) in milliQQ water. The solution was filtered under sterile conditions at 0.2 pm on
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polyethersulfone filter (Supor 200; Pall Corporation, Ann Arbor, MI). Each filter was
kept frozen at -80°C in a 2mL sterile tube until DNA extraction. The DNA extraction
was already described in Le Goff et al., (Le Goff, et al., 2010).

Types of air samples

Twelve composting platforms, all operating in open windrows, were analyzed. For ten
composting sites, three bioaerosol samples were collected in downwind during the turning
of compost windrows in thermophilic phase. For two sites, five bioaerosol samples were
collected in downwind to the turning activity. For all the sites, one bioaerosol sample was
collected in upwind, outside the composting platform, with no emitting activity. Several
samples were realized at the same location as some downwind samples before the start of
turning. The table 7.1 presents the different characteristics of each compost windrow, the
distance to the emission source (turning) and the meteorological conditions during the
sampling and the period of collect. Eleven bioaerosol samples were collected in various

natural environments not impacted by the composting activity.
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Parameters measured during sampling

During the collect on the composting platforms, several parameters such as temperature,

moisture, speed and the wind direction were measured presented in the table 7.1.

Culture based enumeration
The TCS (tryptophan casein soy) agar medium and MEA medium (malt extract 30g,
peptone 3g and agar 15gL™1) were specific for the bacteria and the fungi respectively.
Several plates were incubated at 22°C for the bacteria and the fungi and colonies were
counted after 48h.

Enumeration of total bacteria by epifluorescence (DAPI)
20 mL of sterile water containing 0.25 mg of DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindole) filtered
at 0.2 pm were added to the filter and incubated at room temperature for 20 min. The filter
was rinsed with 5 mL of sterile water. The filter was mounted on slides with microscope oil.
Samples were counted with an epifluorescence microscopy Olympus. A total of 10 fields

evenly spaced on the filter area were counted for each sample at 1000x magnification.

Viable bacteria
In solid phase cytometry (SPC), the principles of epifluorescence microscopy and flow
cytometry are combined. Micro-organisms are retained on a membrane filter, fluorescently
labelled and automatically counted by the Chemscan RDI laser-scanning device. Each

detected spot can visually be inspected using an epifluorescence microscope.

The sample was filtered at 0.2 pm on filter Wathman then 1 mL CSE/2 was added,
the solution was filtred at 0.2 pm and protect this solution from light. 550 mL of ChemSol
A4 added in a Petri dish and the filter was transferred and incubates at 37°C for 1 h. The
filter was incubated at 30°C for 30 min on new Petri dish with 550 mL of ChemChrome
V6 (ChemChrome V6 diluated 1 :1000 in the buffer ChemSol B16). After incubation,
filters can be stored at 4°C on the ChemChrome V6 solution for 12 h.

After the labeling of the microorganisms, the filter was placed in a holder, on top of
a support pad (Chemunex) moistened with 600 pL: of buffer ChemSol B16. The filter was
scanned by the Chemscan RDI. This solid phase cytometer consists of an argon laser,
emitting light of 488 nm and two photomultiplier tubes, which detect the fluorescent light
emitted by the labelled cells. The produced signals are processed by a PC, applying
a series of software discriminants to differentiate valid signals (labelled bacteria/fungi)
from fluorescent particles. Results were displayed as green spots on a membrane filter

image in a primary and, after software elimination of background, secondary scan map
(Vanhee et al., 2008).

Quantification of microbial indicators affiliated to Saccharopolyspora (NAO7), Ther-
momyces (EQ05) and to the Thermoactinomycetaceae (NC38) by ¢PCR
The table 7.2 presents the primers and the probe for each qPCR system and the optimal
concentration employed. These three qPCR systems were designed and tested in a pre-
viously study (Le Goff et al., submitted). The qPCR program was the following : 95°C
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for 10 min and 40 cycles at 95°C for 15s and 60°C for 1 min. The quantitative PCR
reaction contained 12.5 pL of gPCR Master Mix Plus (2X, including buffer, ANTPs, Hot-
GoldStar DNA polymerase, MgCl, (5mM final concentration) and the passive reference

(rox)) (Eurogentec), primers at their optimal concentration, 100nM of probe and 5 pL of
DNA. The total volume was 25 pL.. Negative controls (no DNA added) were performed.
All qPCR assays were performed an ABI Prism 7000 Sequence Detection System version
1.2 (Applied Biosystems) or in triplicates (the samples collected on composting plants)

or in duplicates (other samples).

For detected PCR inhibition, an internal positive control (IPC) was used according
to the manufacturer’s instructions (Eurogentec, Liege, Belgium). The IPC control was
detected using a Yakima-Yellow® (Eurogentec) labeled probe and the target template
using a FAM-labeled probe. The reaction mixture was the following : 25nL of qPCR
Master Mix (2X) (Eurogentec), 1L of IPC mix, 0.5 ul of IPC DNA, primers at their
optimal concentration, the probe at 100nM, sterile water and 5 pl. of DNA sample, in a

total volume of 50 pL.. The program was the same as described above.

Another technique was also employed, three different dilutions of each DNA sample
were amplified and the initial calculated concentrations were compared in pairs. Inhibi-
ted PCR reactions produced lower values which were eliminated from the analyze. The
choice to the technique resided in the DNA concentration in the sample, for concentrated
samples enabling different levels of dilution, this second approach was chosen to test for
the presence of inhibitors and for samples containing a small number of target genes,
the IPC was used. The standard curves were obtained by amplifying serial 10 fold di-
lutions of plasmid containing the DNA target sequence (107 to 10° rDNA copies uL.™!).
The concentration of the concentrated plasmid solution was measured by the Nanoquant
(Infinite M200, Tecan, Austria). Each standard was tested in triplicate. For each assay

one standard curve was generated.

For each qPCR system, the limit of quantification was defined in two steps. The limit
of quantification for the standards corresponded to the lowest concentration of standard
at which 95% of the PCR were positive. The limit of quantification for the NAO7 system
was 1 copy of 16S rDNA m~3, for NC38 system 10 copies of 16S rDNA m~3 and for EQ05
system 100 copies of 185 rDNA m~3. For each sample, the limit of quantification was
determined considering the limit of quantification defined for each qPCR systems at the
lowest positive dilution of the DNA extract. This limit was expressed in number of copy

of rDNA by cubic meter of collected air.

The qPCR efficiency (E) for the NA07 and NC38 quantification systems were included
between 96 and 100% with a correlation coefficient always superior at 0.96. For the EQ05
quantification system, E varied between 77 and 80% and the correlation coefficient was
always above 0.99. Concerning the negative controls, no signal was detected after 40 cycles
for the three qPCR systems. Arithmetic means and standard deviation were calculated

using values from qPCR replicates. The number of 16S rDNA or 18S rDNA copies per
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cubic metre was estimated for each sample.

Data processing

The background concentration was defined by the mediane, calculated taking the limit
of quantification for the samples not detected. The difference expressed in logarithmic
units between the bioaerosol samples collected in downwind to the emission source and

the background.
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RESULTS

Seven microbial parameters were analysed : cultivable bacteria and fungi, total number of

cells (epiflorescence microscopy), viable bacteria (cytometry), and three indicators mea-
sured by qPCR : 'NAO7’ belonging to Saccharopolyspora rectivirgula, 'NC38’ to the Ther-
moactinomycetaceae and "EQO05" to Thermomyces. In a first step, the basal concentration
in air ("background concentration’) of each microbial group was defined, by quantifying
them in air samples not impacted by a composting activity. Then, these ’basal’ concen-
trations were compared to those measured on a composting platform during one of the

bioaerosol emitting activity (turning of compost piles).

Background concentration

The background concentration was defined as the concentration observed 'naturally’ in
air (no composting activity). It was determined using air samples collected in natural en-
vironments and upwind of composting plants. The table 7.3 presents, for each of the seven
microbial groups, the median in logarithm units and the number of independent samples
used to determine this value. As expected, the highest value was observed for the DAPI
method : 5.2 logyg cells m~3. The background concentration for viable bacteria, culturable
bacteria and fungi was around 3 log;o CFU m~2 Concerning the specific indicators measu-
red by qPCR, the bacterial systems NA07 and NC38 showed background concentrations
close to 3 logiy copies of 16S rDNA m~3. For EQO05, the background concentration was
defined to 3.4 log;o copies of 185 rDNA m~3.

TABLEAU 7.3 — Background concentration of microorganisms in air

Parameters Units Background concentration
in log 10 units (mediane)

Total bacteria (DAPI) cells m™3 5,21 (n'=17)
Viable bacteria cells m™ 3,30 (n=17)
Culturable bacteria CFU m—3 3,18 (n=17)
Culturable fungi CFU m™ 3,13 (n=17)
NAO07 copies of 16S rDNA m—3 2,96 (n=18)
NC38 copies of 16S rDNA m—3 2,65 (n=18)
EQO05 copies of 185 rDNA m~3 3,43 (n=18)

'number of samples

Selection of microbial indicators to trace composting bioaerosols
To determine the most relevant indicators to study composting bioaerosol dispersal, two
criteria were applied : a) the indicator must be present at a higher concentration in air

during composting activities than in "background’ air, b) the indicator concentration must
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show a low variability from one site to another.

In Figure 7.1, differences between concentrations observed during compost turning on
different composting plants and the background concentration are represented in boxplots.
This figure enables to compare the different parameters with the background concentration
(represented when y-axis is equal to zero) and also to compare the parameters between

each other.
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F1GURE 7.1 — Differences in logarithmic units between air samples collected during turning
of compost windrows in thermophilic phase and the background concentration (value on
y-axis to zero)

The cultivable bacteria and fungi showed the smallest increase of the concentration in
air during the turning, compared to the background concentration. The ’total bacteria’
and the ’cultivable bacteria’ parameters presented the highest variability (4 logarithmic
units). For viable bacteria, NAQ7, NC38 and EQO05, the difference between concentrations

observed during compost turning on different composting plants and the background was

257



Choix d’indicateurs pertinents pour ’analyse de la dispersion des bioaérosols émis sur
les plates-formes de compostage

superior to two logarithm units in average. The indicators 'viable bacteria’ and NAO7
presented the higher median values (above 3 logarithmic units). The lowest variability
(0.3 logarithm unit) observed was for the viable bacteria.

Out of the seven indicators measured, four were selected as the most relevant indicators
for analyzing the dispersal of composting bioaerosols : the viable bacteria, NA07, NC38
and EQO05. These four microbial groups showed an important increase of their concentra-
tion during the composting activity studied, compared to their 'natural’ concentration in

air. Viable bacteria showed a low variability.

Dispersal of composting bioaerosols
The dispersal of composting bioaerosols emitted during the turning of compost piles was
analysed by comparing the concentration close to the source of bioaerosol emission (’tur-
ning’ sample located at less than 50m of the turning), at a point located downwind on site
(*"downwind 1’ sample located 20-85m from the turning) and at a point located further
away downwind ("downwind 2’), outside the composting plant (55-550 m). During the dis-
persal analysis, two hypotheses were made : the dilution effect of the compost bioaerosol
in air was not considered and the wind speed was considered as constant. The dispersal of
composting bioaerosols was analyzed with four indicators : viable bacteria, NA0O7, NC38
and EQO05. For each samples collected on the composting plants, the difference with the
background was determined. The data obtained for each collecting point of each compos-
ting plants were pooled to show the effect of bioaerosol dispersal on the concentration of
the indicators (figure 7.2).

The concentration downwind the turning point decreased with the distance for all the
indicators. This decrease was around one logarithm unit between the turning point and
the first collecting point downwind, located on the site, whereas the difference between
the second point, located outside the site and the emission source was around 2 logarithm
units. At the second point the concentration of the four indicators was always superior
to the background concentration, showing that an impact of the turning activity can be
observed downwind outside the composting plant.

The dispersal of the four indicators was then analyzed for each site separately. The
figure 7.3 presents the dispersal of the four indicators for each composting plants. The
distances of the downwind 2 samples to the turning of compost windrows were less than
100 meters, for six of the twelve composting platforms (table 7.1). The emission level at the
turning point was variable for each composting sites due to differences in the technology
used for the turning, the composting process and the type of waste composted. The
indicators had different comportments during the dispersal.

The relation between the concentration for each indicator and the distance to the
emission source was investigated and the regression curve was drawn when the determi-
nation coefficient was superior or equal to 90% (figure 7.3). Nine composting plants on
twelve presented a correlation with at least one indicator. Three composting plants (C,

E and H) presented a relation between the concentration of the four indicators and the
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F1GURE 7.2 — Differences in logarithmic units between air samples collected in downwind
during turning of compost windrows and the background (value on y-axis to zero)

distance, whereas the relation with three indicators was observed only for the sites B.
And a relation with two indicators was observed on two sites G and J.

By extrapolation of the regression curves, it could be estimated that the background
level (represented when the value on the y-axis is equal to zero) can be reached at around
200 to 300 meters for several composting plants. On site J, the quick decrease of concen-
tration observed(background level reached at less than 50 meters), is due to the absence
of wind during all the time of collect (table 7.1).

For the composting sites B, E, H and J, the slope coefficient of the regression curves
observed for the indicators 'viable bacteria’ and NAQ7 were similar so they reached the
background concentration at the same distance. For other composting platforms (C, E,
H, G), the concentration of the viable bacteria decreased to the background concentration

more rapidly than the other indicators concentration.
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DISCUSSION
During this study, the capacity of seven microbial groups to be used to study the disper-

sal of composting bioaerosols was investigated. To identify the most relevant indicators,
several criteria were observed : a) the concentration in air during the turning of com-
posting windrows should be much higher than the natural ’background’ concentration in
air samples not impacted by composting activities (increase of at least two logarithmic
units), b) the variability should be low. Based on these criteria, out of the seven microbial
groups studied, four have been selected : the viable bacteria and the three indicators quan-
tified by gPCR NAO07, NC38 and EQO05 previously shown as been specific to composting
bioaerosols (Le Goff et al., submitted). The NA07, NC38 and EQO05 indicators are affilia-
ted to thermophilic species (Saccharopolyspora, Thermoactinomycetaceae, Thermomyces
respectively), and probably multiply during the fermentation phase of the composting.
Furthermore, Saccharopolyspora rectivirgula, and Thermoactinomycetaceae sp. have been
previously identified in composting bioaerosols (Kampfer, et al., 2002, Lacey, 1971).

The concentration of viable bacteria detected in the ’background’ air samples was
close to 10® cells m™3. Vanhee et al. used the same technique to quantify the viable
bacteria in various outdoor environments and obtained values included between 100 and
6 x 10* bacteria cells m~3. The concentration of viable bacteria in air is lower than other
environments such as pig stable 10°-10° bacteria cells m™3 (Vanhee, et al., 2008). This is
probably due to the extreme conditions present in air (temperature, relative humidity. . .),
in which microorganisms are subject to various stresses (UV, desiccation) (Potts, 1994).

In very active biological ecosystems such as compost, the concentration in viable bacte-
ria is high. There is therefore an interest to follow the dispersal of composting bioaerosols
by this indicator. Nevertheless, this indicator cannot be used alone since it is not specific
to compost and it does not distinguish the composting bioaerosols from other bioaerosols
emitted by different environmental or anthropogenic sources. At the opposite the indica-
tors NAO7, NC38 and EQO5 are considered as specific to composting bioaerosols (Le Goff
et al., submitted).

Discrepancy between the dispersal of the different indicators
The microorganisms can occur in the air : i) as single cells, ii) as aggregates of cells or
fragments of cells, iii) as spores, iv) or linked to dust particles (Gorny et al., 1999). The
higher levels of bacteria observed around composting sites, and especially the higher levels
of bacteria observed during periods of activity are consistent with several other microbial
studies on composting platforms.

Hyhorczuck et al. reported that the dispersal of Aspergillus and thermophilic actino-
mycetes was observed until 540 meters downwind the site. At 30 meters downwind to the
composting windrows, the bacterial concentration was five times higher than the concen-
tration in the background air (Hryhorczuk, et al., 2001). Different results were obtained
by Reinthaler et al., they reported bacterial concentrations of 4,5 x 10> CFU m~2 at 3
meters from composting windrows, but only 200 to 480 CFU m~2 at 200-700 metres from
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the composting facility, which correspond to the background concentration in air. These
authors suggested that no elevated concentration should be expected beyond a distance
of 150 meters from composting plants (Reinthaler et al., 1997).

In another study, for distances of up to 200m, the concentration of bacteria and
mesophilic fungi were found to be 2 to 3 orders of magnitude lower compared to the
concentrations near the sources of emission, for one composting platform and 1 to 2 orders
of magnitude for another site. The results were similar for the thermotolerant fungi and
thermophilic actinomycetes. For a composting site, at 600 metres in downwind to the
emissive source (turning), the microbial concentration in the composting bioaerosols was
similar to the background concentration (Fischer et al., 2008).

In terms of regulation, the minimal distance between a composting platforms and
neighborhood residents was put to 250 meters in England and 300 meters in Austria
(Reinthaler, et al., 1997, Swan et al., 2003). In France, the minimal distance for the
open platforms varied between 100 and 200 m according to the legislation associated with
composting plants.

In the current study, the dispersal of composting bioaerosols was studied on twelve
composting platforms using four different indicators and usually the concentration obser-
ved outside the plant in downwind locations during the turning of composting windrows
in thermophilic phase decreased with the distance and reached the background concentra-
tion at around 200 to 300 metres. Some specific characteristics of the different indicators
can affect their dispersal. This could explain why the different indicators did not show the
same dispersal. Saccharopolyspora rectivirgula produces spores in chains (2 to 15 spores),
each having a diameter ranging from 0.7 to 1.5 pm (Kurup and Agre, 1983). The se-
cond bacterial phylotype, NC38, was assigned to Thermoactinomycetaceae family which
is known as emitting only one spore (Matsuo et al., 2006, Waksman and Corke, 1953) of
diameter included between 0.8 and 1.5 pm (Prescott et al., 1993, Waksman and Corke,
1953). EQO5 phylotype is affiliated to Thermomyces species which a known to produce
spore of much bigger size than the bacterial spores. Differences in number and size of
spore emitted may induced different emission levels from the same compost, as well as

affect dispersal properties.

Recommendations to study the dispersal of composting bioaerosols
In this study, four microbial parameters (viable bacteria, NA07, NC38 and EQO05) rele-
vant to analyse the dispersal of composting bioaerosols were defined. Out of these four
indicators, three, NAO7, NC38 and EQO05 are specific to bioaerosols emitted during in-
dustrial composting, whereas the viable bacteria can be considered as a general indicator
of the dispersal. These indicators have been applied on twelve composting platforms for
study the dispersal of bioaerosols. Although different dispersal profiles were obtained for
one site to another and even from one indicator to another for the same site, a common
tendency was observed. For all the composting platforms studied, an impact was obser-

ved for a distance below 50 meters of the emission source. The corresponding air samples
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were all collected on the composting sites. At around 100 meters downwind the emission,
(sampling points located outside the site), an impact was frequently observed. Further
away downwind, the concentration of indicators was generally similar to the base level in
air ("background’), with the exception of high emission levels and strong wind.

As a conclusion, this study lead to the definition of four microbial indicators (viable
bacteria, NA0O7, NC38 and EQO05) relevant to analyse the dispersal of composting bioae-
rosols emitted during the turning of compost windrows in thermophilic phase. Comple-
mentary analysis will be necessary to determine if these indicators can be used for the

other emitting activities on composting platforms (screening, shredding, unloading. . .).
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Identification moléculaire des bioaérosols de compostage

Le travail réalisé lors de la theése a permis de caractériser la diversité microbienne des
bioaérosols de compostage puis de suivre leur dispersion grace a des indicateurs
spécifiques préalablement identifiés des bioaérosols de compostage lors du retournement
des andains en cours de fermentation qui est une étape émissive du procédé. Les différentes
étapes ont été réalisées par I'emploi d’outils moléculaires (inventaires moléculaires, PCR

quantitative).

Identification moléculaire des bioaérosols de compos-
tage

Un inventaire moléculaire composé de plus de 800 séquences a été effectué sur les
bioaérosols émis lors du retournement d’andains sur cinq plates-formes de compostage. 11
en ressort une forte diversité bactérienne au sein de ces différents bioaérosols, tandis que
pour les champignons, la diversité est plus faible et présente quelques especes fortement
dominantes. Un des sites étudiés, le B, présente a la fois une faible diversité bactérienne et
fongique. Une hypothese pour I'expliquer est que ce site composte uniquement des ordures
ménageres tandis que les autres incorporent des déchets verts dans leur procédé.

Les bioaérosols de compostage étudiés sont dominés par deux phyla bactériens qui
sont les Firmicutes et les Actinobacteria Au sein du compost en cours de fermentation
ces deux phyla sont également majoritaires (Blanc et al., 1999, 1997; Dees and Ghiorse,
2001; Herrmann and Shann, 1997; Ryckeboer et al., 2003b; Strom, 1985). Concernant les
champignons, le phylum majeur a la fois pour le bioaérosol et pour le compost est celui des
Ascomycota (Anastasi et al., 2005; Cahyani et al., 2004; Peters et al., 2000; Riachi, 1998;
Ryckeboer et al., 2003b; Strom, 1985). Ces similarités entre le compost et les bioaérosols
ne sont probablement pas retrouvés au niveau taxonomique inférieur (genres, especes),
certains micro-organismes étant plus favorablement aérosolisés. Cependant peu de données
sont disponibles. En effet peu d’études ont effectué des inventaires moléculaires sur les
bioaérosols de compostage. Une étude de 2009 sur les bioaérosols émis lors du criblage
du compost de déchets verts en phase de maturation a été effectuée (Bru-Adan et al.,
2009). Au niveau des phyla bactériens, les Firmicutes et les Actinobacteria dominent
de nouveau par contre au niveau fongique le phylum Ascomycota dominant lors de la
phase thermophile est remplacé lors de la maturation par le phylum Basidiomycota. Les
principaux genres bactériens et fongiques sont :

— lors du retournement d’andains en cours de fermentation :

— pour les bactéries : Bacillus, Geobacillus, Planifilum, Thermoactinomyces (Firmi-
cutes), Saccharomonospora, Saccharopolyspora et Thermobifida (Actinobacteria)
— pour les champignons : Thermomyces, Aspergillus et Penicillium (Ascomycota)
— lors du criblage d’'un andain en maturation :
— pour les bactéries : Thermobifida et Thermoactinomyces

— pour les champignons : Clitocybe (Basidiomycota), Aspergillus
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Takaku et al. ont suivi la succession microbienne au cours du procédé de compostage et
il en ressort que lors de la phase de fermentation le phylum Firmicutes est dominant puis
lors de la phase de maturation, ce phylum disparait et le phylum Bacteroidetes devient
dominant (Danon et al., 2008; Takaku et al., 2006; Vaz-Moreira et al., 2007).

Le bioaérosol émis lorsque 'andain est en cours de fermentation est dominé par des
especes thermophiles. Cette dominance au sein du bioaérosol peut étre due a la multiplica-
tion des especes thermophiles dans le compost avec une augmentation de la température
mais également a la sporulation de certaines especes thermophiles affiliées aux phyla Fir-
micutes et Actinobacteria. Les spores sont plus facilement aérosolisées que les cellules
végétatives. Néanmoins, lors de ce travail la présence de spores n’a pas été spécifiquement
recherchée. Enfin les inventaires moléculaires ont permis de montrer dans ’aérosol collecté
que les micro-organismes qui ont vraisemblablement deux origines différentes : la premiere
est le compost (présence d’especes thermophile, et/ou d’especes déja identifiées dans cet
environnement) et la seconde est I'air (présence d’especes psychrophiles dans 'inventaire
Planococcus, Micrococcus, Acinetobacter, Pedobacter et Chryseobacterium et/ou d’especes

déja identifiées dans des aérosols).

Les cinq inventaires, collectés sur des plates-formes de compostage traitant différents
types de déchets par des procédés différents, ont permis de mettre en évidence une si-
gnature microbienne de part la présence de phylotypes communs (“core species”) entre
les différents bioaérosols émis lors du retournement des andains en phase de fermenta-
tion (figure 7.4). Pour les bactéries, un phylotype est commun aux cinq bioaérosols, il
est affilié a Saccharopolyspora rectivirgula appartenant au phylum Actinobacteria. 11 re-
présente 7% des séquences bactériennes totales. Les six phylotypes bactériens communs
a quatre bioaérosols sont affiliés au phylum des Firmicutes (Planifilum yunnanense, Geo-
bacillus thermodenitrificans, Thermoactinomyes intermedius et Thermoactinomycetaceae
sp.). Les deux autres sont affiliés au phylum des Actinobacteria (Thermobifida fusca et
Saccharomonospora glauca).

Pour les champignons, un phylotype est également commun aux cing bioaérosols, il
s’agit de Thermomyces lanuginosus, il représente 48% du nombre total des séquences
fongiques. Deux phylotypes sont communs a quatre sites, Penicillium sp. MG-2007 et

Aspergillus fumigatus affiliés au phylum Ascomycota.
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FIGURE 7.4 — Diagramme de Venn indiquant les relations en terme de phylotypes bacté-
riens ou fongiques entre les différents bioaérosols. La premiére valeur indique le nombre
de phylotypes et la seconde valeur le nombre de séquences (sq). Le code couleur utilisé est
bleu pour les phylotypes présents dans un seul site ; noir pour les communs a deux sites ;
vert pour les communs a trois sites; orange pour les communs a quatre sites et rouge
pour les communs aux cing sites. Pour les bactéries : * commun a ACDE Geobacillus
thermodenitrificans; ** commun & ABCD Saccharomonospora glauca et Thermoactino-
myes intermedius ; *** commun & BCDE Thermobifida fusca, Planifilum yunnanense et
Thermoactinomycetaceae sp.. Pour les champignons : * commun & ACDE Penicillium sp.
MG-2007; ** commun & BDE Aspergillus fumigatus.
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La dispersion des bioaérosols de compostage

La dispersion des bioaérosols émis sur les sites industriels est étudiée expérimentale-
ment en déterminant la concentration des micro-organismes dans 'air sur le site (source
d’émission) et a distance en se plagant sous les vents dominants. Les micro-organismes
quantifiés pour étudier la dispersion sont les bactéries, les champignons totaux, mais éga-
lement des groupes microbiens comme les bactéries Gram négatif, les actinomycetes, ou
encore Aspergillus fumigatus (Albrecht et al., 2007; Clark et al., 1983; Grisoli et al., 2009;
Hryhorczuk et al., 2001; Kampfer et al., 2002; Millner et al., 1980; Nikaeen et al., 2009;
Sanchez-Monedero and Stentiford, 2003). Cependant, ces cibles microbiennes “générales”
sont présentes dans de nombreux environnements et ne sont pas spécifiques des bioaé-
rosols de compostage. Certains auteurs suggerent que les actinomycetes thermophiles et
les champignons thermophiles peuvent étre des indicateurs pour suivre la dispersion des
bioaérosols de compostage (Albrecht et al., 2008; Fischer et al., 2008; Kampfer et al.,
2002). Les genres thermophiles Saccharomonospora et Thermoactinomyces ont été propo-
sés comme indicateurs pour suivre la dispersion des bioaérosols aux alentours des plates-
formes de compostage (Neef et al., 2003).

Notre objectif était de définir des indicateurs de 1'origine “compost” dans 'air afin
de tracer spécifiquement les bioaérosols de compostage au sein de la flore microbienne
aéroportée. Le choix des micro-organismes a été effectué au sein des “core species” définies
dans la premiere partie de la these, et ce en fonction de différents criteres :

— l'espece doit étre thermophile,

— l'espece doit déja avoir été identifiée dans I’environnement “compost”,

— l'espéce doit étre présente dans les cing bioaérosols étudiés.

Au sein des “core species”, deux phylotypes répondent a ces différents criteres, il s’agit
pour les bactéries du phylotype NAO7 affilié a I'espece Saccharopolyspora rectivirgula et
pour les champignons du phylotype EQO05 affilié a Thermomyces lanuginosus. Un autre
phylotype bactérien, NC38, a été également retenu bien qu’il n’ait été identifié que dans
quatre des cinq bioaérosols. Ce phylotype affilié a la famille des Thermoactinomycetaceae
a un faible pourcentage de similarité avec les séquences d’ADNr 16S disponibles dans la
base de données NCBI. Ceci indique que ce phylotype a été peu retrouvé dans l'environ-
nement en général (environnement aquatique, sol, végétaux ...) et donc qu’il pourrait étre
spécifique d’un environnement particulier : le compost. Les résultats de Partanen et al. et
Yamada et al. confortent cette hypothese. Ils ont identifiés une séquence proche de celle
de NC38 dans un compost en phase de fermentation d’une part (Partanen et al., 2010) et
dans du compost en cours de maturation d’autre part (Yamada et al., 2008).

L’espeéce Saccharopolyspora rectivirgula est affiliée au phylum Actinobacteria. C’est une
espece aérobie, thermophile (37°C — 50°C — 63°C). Elle a été isolée dans des environne-
ments thermophiles (foin, compost) (Ranalli et al., 1999). Cette espece est connue comme

pouvant engendrer une hypersensibilité pulmonaire (Duchaine et al., 1999).
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La famille des Thermoactinomycetaceae appartenant au phylum des Firmicutes a été
identifiée dans des environnements thermophiles : le foin, le compost (Partanen et al.,
2010; Prescott et al., 1993; Yamada et al., 2008). La famille des Thermoactinomycetaceae

est connue comme pouvant étre responsable d’hypersensibilité pulmonaire (Lacey, 1989).

L’espece fongique Thermomyces lanuginosus issue du phylum Ascomycota a égale-
ment été identifiée dans le compost (Singh et al., 2003). C’est une espéce thermophile, sa

température de croissance est comprise entre 30 et 60°C avec un optimum a 50°C.

Pour les trois phylotypes, NA07, NC38 et EQO05, un systeme de détection de type
TagMan par PCR quantitative a été construit a partir des séquences d’ADNr 16S ou
18S. La PCR quantitative a été choisie car contrairement aux techniques culturales ha-
bituellement employées, elle permet de quantifier la fraction bactérienne non cultivable,
majoritaire dans les bioaérosols. Ces trois systemes de détection mis au point ont permis
de déterminer la concentration des indicateurs au sein du bioaérosol émis lors des acti-
vités de retournement des andains et également dans des environnements non soumis a

I'influence des plates-formes de compostage.

La concentration des différents indicateurs est plus faible dans les environnements na-
turels que lors d’une activité de retournement de compost, la différence étant comprise
entre 1 et 5 unités logarithmiques pour les indicateurs bactériens et de 'ordre de 1 a 3 uni-
tés logarithmiques pour 'indicateur fongique. La concentration de l'indicateur fongique
est variable au sein des environnements naturels. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que
I’émission des spores fongiques dans ’air dépend de nombreux facteurs, notamment des
conditions météorologiques, ou de la saison (Herrero et al., 2006; Li and Kendrick, 1994;
Stepalska and Wolek, 2009). Les augmentations de concentration des trois phylotypes étu-
diés, comparativement a leur niveau “naturel” dans 1’air, observées lors du retournement
d’andains sur les plates-formes de compostage permettent de les valider comme indica-
teurs de bioaérosols de compostage pour cette activité et de les utiliser pour 'analyse de

la dispersion autour des sites.

Les résultats montrent que la concentration des indicateurs présents dans les bioaéro-
sols de compostage émis lors du retournement d’andains en cours de fermentation diminue
avec la distance a la source et revient au niveau du bruit de fond de l'air aux alentours
de 200m en aval (sous le vent) de la source d’émission. Malgré la variabilité observée
due notamment aux conditions météorologiques et a des niveaux d’émissions différents,
la tendance générale concernant la dispersion est que jusqu’a 50 m en aval de la source,
il y a systématiquement un impact des bioaérosols et qu’a 100 m, un impact est fréquent.
Dans cette étude, les points a 50m correspondent a des prélevements effectués dans le
périmetre des plates-formes. Au dela de 200 m, un impact des bioaérosols de compostage
est observé uniquement lorsque le niveau d’émission a la source est important et pour des

vents supérieurs & 3ms 1.

Les indicateurs se dispersent de manieres différentes. Par ailleurs, les différences de

dispersion observées entre les trois indicateurs peuvent étre due a leurs caractéristiques
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intrinseques. L’espece Saccharopolyspora rectivirgula est une espece sporulante (formation
de type basispetal). Le nombre de spores produit varie entre 2 et 15 pour un diameétre
compris entre 0,7 et 1,5um (Kurup and Agre, 1983). La famille des Thermoactinomyce-
taceae n’émet qu’'une seule spore (Matsuo et al., 2006; Waksman and Corke, 1953), d'un
diametre compris entre 0,8 et 1,5 pm (Prescott et al., 1993; Waksman and Corke, 1953).

Le phylotype fongique EQO05 est affilié & Thermomyces lanuginosus (Ascomycota). La
taille des spores est plus grosse que celle des bactéries.

Les différences du nombre, du diametre et du type de spores produites ont une inci-
dence sur le niveau d’émission au sein du compost et également sur la dispersion.

De maniere générale, a la vue des résultats un seul indicateur n’est pas suffisant pour
montrer la dispersion des bioaérosols de compostage. En couplant les différents indicateurs,
une meilleure vision est obtenue.

Les niveaux d’émission des bioaérosols dans l'air dépendent des caractéristiques du
compost (déchets, densité, humidité...) et du procédé (technologie de retournement, de
criblage. . .).

La dispersion des bioaérosols est influencée par les conditions météorologiques (vent,
humidité). Un autre facteur influencant la dispersion est sa granulométrie. En effet les
micro-organismes peuvent étre sous différentes formes dans 'air : cellules uniques ; spores ;
des agrégats de cellules ; agglomérés ou non a la matiére particulaire (Gorny et al., 1999).

Quelques auteurs se sont intéressés a 1’association entre les bactéries aérosolisées et
les particules (Huffman et al., 2010; Lighthart, 1997; Matthias-Maser and Jaenicke, 1995;
Shaffer and Lighthart, 1997). Lighthart a observé que la gamme des particules associées
aux micro-organismes étaient comprise entre 0,65 et 7 um, exprimée en diametre aérody-
namique. Il a montré que les bactéries dans l'air étaient plus présentes en agrégats (95%)
que sous forme libre. La taille des agrégats est variable selon I'origine du bioaérosol (un
bioaérosol ayant une origine océanique a un diametre aérodynamique médian de 2,4 pm,
tandis qu'un bioaérosol terrigene présente un diametre médian aux alentours de 4 pm)
(Shaffer and Lighthart, 1997). Plus les particules ont un diametre élevé moins elles se
disperseront.

Sur les plates-formes de compostage la taille des particules générées par les activités de
compostage est variable. La concentration en particules est la plus élevée pour des tailles
comprises entre 0,30 et 0,665 pm. Elle est aux alentours de 1 x 10® particules m—3. Selon
lactivité (le retournement, le criblage, le broyage) et la phase du compost (fermentation,
maturation), la concentration en fonction des différences tailles granulométriques varient.
Lors du criblage d'un compost en cours de maturation, la concentration des particules

ayant un diameétre de 4 pm varie et atteint 1 x 10% particules m~3 (Gauzere, 2008).
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Conclusions et perspectives

Cette étude a permis :

— d’améliorer la connaissance de la diversité bactérienne et fongique des bioaérosols
de compostage émis lors du retournement d’andains en cours de fermentation

— de monter qu’il existait une signature microbienne au niveau des bioaérosols émis lors
du retournement pour les différentes plates-formes de compostage étudiées traitant
divers types de déchets

— de définir, en se basant sur cette signature, des indicateurs spécifiques aux bioaéro-
sols de compostage émis lors du retournement d’andains en cours de fermentation

— de concevoir trois systemes de détection (deux bactériens et un fongique) pour la
PCR quantitative permettant de quantifier les indicateurs rapidement

— d’avoir des outils moléculaires pour étudier les bioaérosols de compostage émis lors
du retournement des andains en cours de fermentation : la SSCP et les indicateurs.

— de mieux appréhender la dispersion autour des plates-formes de compostage de

maniere spécifique en employant les indicateurs congus

A la suite de ce travail et des résultats obtenus, des perspectives peuvent étre envisa-

gées :

— Il serait nécessaire de valider, les indicateurs développés ici pour l'activité de retour-
nement d’andain en phase de fermentation en les quantifiant dans les autres étapes
émettrices du procédé (broyage, criblage). Suivant les résultats, ils représenteront
I’ensemble des activités de compostage d’une plate-forme, ou pourront étre couplés
a d’autres indicateurs spécifiques d’autres phases.

— Il faudrait affiner I’évaluation de la concentration des indicateurs dans I’environne-
ment naturel (non soumis aux activités de compostage) qui représente le bruit de
fond de lair.

— Il serait intéressant d’approfondir I’étude des déterminants de la composition des
bioaérosols de compostage et des niveaux d’émissions (type de déchets, procédé de
compostage, age de 'andain .. .)

— Au dela des études de dispersion, les indicateurs développés pourraient également
servir a indiquer si en un point donné, a une certaine distance d’un site, il y a un
impact ou si la concentration mesurée correspond a celle du bruit de fond de I'air

— Les données de dispersion obtenues et a venir pourraient étre utilisées pour la

construction d’'un modele de dispersion des bioaérosols de compostage.
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Annexe A

Matériel supplémentaire provenant de

'article 1

Ce tableau regroupe I’ensemble des phylotypes bactériens obtenus tandis
que le tableau présenté dans I’article répertorie uniquement les phylotypes
ayant une abondance supérieure a 1%.
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Identification et dispersion des bioaérosols générés lors du compostage

Résumé :

Cette étude porte sur l'identification et la dispersion des bioaérosols générés sur les
plates-formes de compostage et plus précisément lors du retournement des andains en
cours de fermentation. I’analyse des bioaérosols émis sur cinq plates-formes, par des in-
ventaires moléculaires (ADNr 16S et ADNr 18S), a permis de montrer la dominance de
deux phyla bactériens Firmicutes et Actinobacteria et du phylum fongique Ascomycota. En
comparant la structure de la population microbienne des cing bioaérosols, une signature
a été identifiée. Dix phylotypes microbiens sont communs a au moins quatre bioaérosols.
Deux sont présents dans les cing bioaérosols : NAQ7 appartenant a ’espece Saccharopo-
lyspora rectivirgula et représentant 7% des séquences bactériennes totales et EQO7 affiliée
a Thermomyces (49% des séquences fongiques). Un second phylotype bactérien, NC38,
affilié a la famille des Thermoactinomycetaceae a été sélectionné du fait qu’il n’ait été
identifié que dans le compost. Des systemes de PCRq ont été développés pour quantifier
ces trois indicateurs potentiels. Ces derniers ont été validés expérimentalement par des
mesures sur sites industriels. Lors d’une activité de retournement, la concentration des
indicateurs est supérieure a leur niveau basal dans air (“bruit de fond”). La dispersion
des bioaérosols a ensuite été caractérisée en utilisant plusieurs méthodologies, dont les
trois indicateurs congus.

Les indicateurs présentent des profils de dispersion différents d’ou I'intérét de les cou-
pler afin d’obtenir une meilleure vision de la dispersion des bioaérosols de compostage.

Mots clés : Bioaérosol, compost, fermentation, Firmicutes, Actinobacteria,
Ascomycota, indicateurs, PCRq, inventaires moléculaires

Identification and dispersal of composting bioaerosols emitted on com-
posting platforms

Abstract:

The aim of this work was to analyze the diversity and the dispersal of composting
bioaerosol emitted during the turning of compost windrows in thermophilic phase on
composting platforms. The study of the microbial diversity of aerosols emitted on five
composting plants was realized by 16S and 18S rDNA molecular inventories. Two bacterial
phyla Firmicutes and Actinobacteria and one fungal phylum Ascomycota dominated. A
common microbial signature emerged from the five composting bioaerosols: ten microbial
phylotypes (seven bacterial and three fungal) were common to at least four bioaerosols.
Two have been identified in five bioaerosols: NAOQO7 belonging to the species Saccha-
ropolyspora rectivirgula, and representing 7% of total number of bacterial sequences, and
EQO5, affiliated to Thermomyces (49% of total number of fungal sequences). A second
bacterial phylotype, NC38, affiliated to the Thermoactinomycetaceae family, was selected
because it was identified only in the compost biotope. qPCR systems were then designed
for each phylotype. Measurements performed on industrial composting sites validated
the use of these microorganisms as indicators of composting bioaerosols. The dispersal of
composting bioaerosols was then characterized using the three indicators developed.

Key words: Bioaerosol, compost, thermophilic phase, Firmicutes, Actinobacteria,
Ascomycota, indicators, qPCR, molecular inventories

INRA Laboratoire de Biotechnologie de ’Environnement
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