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INTRODUCTION

La pathologie respiratoire en milieu agricole a fait l'objet de nombreuses études. La
plupart, réalisées dans plusieurs pays européens et états nord-américains, montrent une prévalence
des désordres respiratoires réguliérement plus élevée dans la population agricole par rapport & une

population témoin.

Les probiémes respiratoires sont dominés en terme de fréquence, de gravité et de
constance d'un secteur a l'autre, par les broncho-pneumopathies chroniques obstructives :
bronchite chronique, obstruction bronchique chronique et asthme ; les alvéolites allergiques

extrinséques et la pathologie "toxique" restent prévalentes dans certains milieux spécifiques.
- Bronchite chronique et obstruction bronchique.

La bronchite chronique répond & une définition clinique : il s'agit d'une affection
respiratoire caractérisée par une hypersécrétion de mucus suffisante pour entrainer une toux et
une expectoration muqueuse ou mucopurulente survenant au moins trois mois par an pendant au
moins deux années consécutives. Cette définition s'applique a des patients indemnes de toute autre

maladie bronchopulmonaire.

Elle peut étre simple ou obstructive. Dans ce dernier cas, elle s'accompagne d'un trouble
ventilatoire obstructif détectable par la diminution du débit expiratoire. Le risque est I'évolution

~ vers l'insuffisance respiratoire chronique.



La prévalence de la bronchite chronique en milieu agricole est variable selon e secteur
concerné et les caractéristiques de 1a population étudiée ( dge, sexe et tabagisme ) ; elle s'établit
de 5 a prés de 50 %.

De nombreuses études ont permis d'observer un excés de bronchite chronique obstructive
en milieu agricole par rapport a des groupes contrdles de sujets non-agriculteurs, aprés prise en

compte du tabagisme et d'autres facteurs de confusion.

En France, la prévalence de la bronchite chronique est estimée & 5 % dans la population
globale par Sadoul (1977). Peu aprés, Pariente ef al. (1979) ont établi la prévalence de la

bronchite chronique en milieu agricole frangais a 21,5 %.

Plus récemment, une enquéte réalisée dans le Doubs par Dalphin et al. (1989) trouve une
fréquence des bronchopneumopathies chroniques deux fois plus élevée dans la population agricole

qu'au sein d'une population témoin (12 % contre 6 %).

Aux Etats-Unis, Babott e al. (1980) décrivent un taux de 25 % de bronchite chronique
chez les agriculteurs contre 17 % pour un groupe témoin citadin. Et Do Pico ef al. (1984)
dénombrent 49 % de bronchite chronique dans le secteur de l'industrie céréaliére contre 18 %

dans une population de sujets travaillant dans le secteur tertiaire.

Au Canada, Dossman ef al. (1980) établissent un taux de bronchite chronique de 23,1 %
parmi un groupe d'agriculteurs non-fumeurs de l'industrie céréaliere, contre seulement 3,3 % chez

des sujets non-fumeurs et non-agriculteurs.
- Asthme.

L'asthme est défini comme une affection caractérisée par des crises de dyspnée
déclenchées par différents agents ou par l'exercice, accompagnées par des signes cliniques
d'obstruction partiellement ou totalement réversibles entre les crises. Cette obstruction correspond
a un accroissement subit des résistances des voies aériennes, lié a des mécanismes

immunologiques ou non.

L'asthme est dit "professionnel” s'il est induit ou exacerbé par l'exposition a des agents
présents dans 'environnement professionnel,

La prévalence de la maladie asthmatique en milieu agricole semble supérieure a celle de
la population générale. 1l y aurait dans la population frangaise un peu plus de 3 % de sujets

asthmatiques. Dans une étude effectuée en milieu rural dans les Deux-Sévres, Blandin et Sabbah



(1977) trouvent un pourcentage de 7,3 % d'asthmatiques. D'Arco (1993) établit la prévalence de

l'asthme en milieu agricole en Haute-Vienne a 6,8 %.

L'atopie n'est pas plus fréquente en milieu agricole que dans le reste de la population, mais
des symptomes asthmatiformes relevant plus de mécanismes inflammatoires que de mécanismes
allergiques, sont rapportés par 15 a 40 % des agriculteurs, selon les secteurs étudiés, soit une

fréquence beaucoup plus élevée que dans la population générale.

Ces troubles seraient particulierement fréquents en milieu d'élevage confiné ainsi que chez

les ouvriers céréaliers des grands silos & grains.
- Alvéolites allergiques extrinséques.

Ce terme désigne des pneumopathies interstitielles et alvéolaires de mécanisme
immunologique allergique, liées & l'inhalation chronique de particules organiques d'origine animale
ou végétale. Ces pneumopathies d'hypersensibilité différent les unes des autres par l'antigéne en

cause.

Les alvéolites allergiques sont rencontrées notamment en milieu fourrager, mais aussi dans
les élevages de volailles et en milieu de production de champignons. Leur prévalence peut

dépasser 5 %dans certains groupes a risque.

Le poumon de fermier est la plus fréquente des alvéolites allergiques. Sa fréquence exacte
est difficile a apprécier. Elle dépend de facteurs climatiques et géographiques : I'humidité et le
froid sont favorables. Interviennent aussi des facteurs économiques et professionnels : la catégorie
la plus touchée est celle d'ouvriers agricoles dans les régions fourragéres d'élevage. La prévalence
de la maladie est estimée entre 0,4 et 4 %. Depierre ef al. (1988) trouvent une prévalence de
4,4 % sur une population d'agriculteurs dans le département du Doubs. Dans son enquéte en

Haute-Vienne, d'Arco (1993) l'estime inférieure a 1 %.
- Bronchopneumopathies toxigues.
- Syndrome aigu fébrile ou " organic dust toxic syndrome " (ODTS).

Cette atteinte parenchymateuse a une présentation clinique proche de celle d'une
pneumopathie d’hypersensibilité, mais la pathologie ne fait pas intervenir ici de mécanismes
immunologiques. Elle fait suite & une exposition massive et inhabituelle a4 des particules
organiques. Sa résolution est spontanée, mais selon Husman e al. (1990), ce syndrome serait un

facteur prédisposant au développement d'une bronchite chronique.
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Les milieux les plus contaminés sont les ¢levages en batterie de volailies et les élevages
‘de porcs, ou des prévalences supérieures a 10 % ont été rapportées. Mais tous les secteurs de
l'agriculture sont plus ou moins touchés. La fréquence de cette affection est établie a 13,6 % par
Husman et al. (1990) parmi une population de fermiers finlandais. Malmberg et al. (1987)

identifient 6,1 % de syndromes aigus fébriles chez les fermiers suédois.
- Oedémes pulmonaires et agressions toxiques.

Bien que leur fréquence soit relativement faible, des accidents trés graves sont causés par
l'utilisation de pesticides et par les émanations gazeuses provenant de la fermentation de céréales

et plantes fourragéres en silos ou celle de lisier dans les élevages de porcs et de volailies.

L'appareil respiratoire en milieu agricole est soumis & des agressions multiples. Les
aérocontaminants peuvent étre des poussiéres organiques (débris végétaux, micro-organismes
bactériens, parasitaires ou fongiques et leurs toxines, protéines d'origine animale, insectes,
acariens...), des substances chimiques (pesticides, engrais ), ou des substances gazeuses provenant
de la fermentation des céréales ou du lisier. I'exposition prolongée au froid et a I'humidité majore

le risque de survenue de pathologie respiratoire.

Cependant la relation entre les désordres respiratoires en milieu agricole et l'exposition
professionnelle n'est pas toujours facile a analyser. De plus en plus, des études se développent afin
de mettre au point des méthodes d'évaluation précise de l'exposition aux aérocontaminants en
milieu agricole et de leurs effets respiratoires spécifiques. A cet effet, différentes méthodes de
prélévement et d'analyse des poussiéres en suspension dans l'atmosphére sont étudiées et adaptées

au milieu agricole.

Le travail qui nous a été confié fait suite a I'étude entreprise en 1992 par le service de
q p p

Pneumologie du CHU de Limoges et exposée dans la thése de Xavier d'Arco (1993).

Cette enquéte épidémiologique transversale avait pour but de mieux comprendre les
désordres respiratoires en milieu agricole. Réalisée sur une population de 1020 actifs agricoles en
Haute-Vienne, elle a permis de déterminer quelques caractéristiques du monde agricole dans ce
département. Puis, une analyse statistique a permis d'établir des corrélations significatives : la
survenue d'une obstruction bronchique périphérique est corrélée statistiquement a 1'dge des actifs

agricoles et a la petite taille des exploitations chez les non-fumeurs. Or, ces deux facteurs, ge des



sujets et taille de I'exploitation, sont des indices indirects de l'exposition aux poussiéres de foin,

- la taille des fermes, parce que les petites et moyennes exploitations sont moins
mécanisées que les autres et favorisent ainsi l'exposition directe aux poussiéres de foin par
limportance du travail manuel et I'exiguité des locaux :

- I'age des sujets, car il est le reflet du cumul de l'exposition.

A la suite de ces résultats, nous avons entrepris notre étude.

1l s'agissait d'établir un protocole expérimental permettant de quantifier de maniére directe
lexposition aux poussiéres de foin, afin de mettre en relation ce paramétre avec la survenue d'une
obstruction bronchique périphérique et avec la taille des exploitations.

Nous avons effectué des essais préliminaires de prélévements de poussiéres respirables
dans une grange et dans une étable, en quantifiant Fimportance de ces poussiéres par la pesée des
filtres aprés le prélévement. A la différence des particules minérales, celles retenues par les filtres
ont un poids trop faible, et leur concentration dans le milieu ne peut pas étre appréciée de maniére
pondérale. Il nous a donc paru nécessaire de réorienter notre travail vers une analyse qualitative
et quantitative des particules fongiques retenues sur les filtres de prélévement. Le présent mémoire

rapporte les résultats de cette étude.

Dans un premier chapitre, nous allons étudier les différents aérocontaminants du milieu
agricole, présenter les différentes méthodes permettant de les quantifier et de les identifier et voir
les roles cliniques qu'ils peuvent jouer dans la pathologie respiratoire agricole.

Dans le second chapitre, nous présenterons le matériel et les méthodes utilisés dans notre
travail,

Le troisiéme chapitre sera consacré 4 la présentation des résultats obtenus, qui seront
comparés avec ceux de la littérature au cours du chapitre quatriéme.

Le mémoire s'achéve par une conclusion générale.



CHAPITRE PREMIER

ETUDE DES AEROCONTAMINANTS DU MILIEU
AGRICOLE.



Le milieu agricole expose le poumon quotidiennement & des agressions physiques,

toxiques, allergiques et infectieuses.

Parmi les agressions physiques, le climat joue un rdle non négligeable : I'exposition
prolongée au froid et a lhumidité est un facteur de risque dans la survenue d'une pathologie

respiratoire,

Mais l'agression de I'appareil bronchopulmonaire résulte aussi de l'inhalation de différentes
substances identifiées comme les aérocontaminants. Le dépot de ces particules au niveau du
poumon dépend de leur taille. Les travaux du "Task Group on Lung Dynamics" de I"International
Radiological Protection Commission" ont distingué trois compartiments au niveau pulmonaire,
suivant la taille de ces particules :

- le compartiment nasopharyngé, des narines au larynx,

- le compartiment trachéobronchique, de la trachée jusqu'aux bronchioles terminales,

- le compartiment pulmonaire profond, qui comprend les bronchioles respiratoires, les

canaux et les sacs alvéolaires.

Les particules inhalées se répartissent dans les différents compartiments essentiellement
en fonction de leur taille. Les particules de taille supérieure a 5 um sont arrétées, pour la plupart,
dans les voies aériennes supérieures (compartiment nasopharyngé). Les particules d'un diameétre
compris entre 5 et 0,5 pm se déposent dans l'arbre trachéobronchique et sur les parois alvéolaires.
Les particules d'un diamétre inférieur 4 0,5 pm pénétrent dans les alvéoles ou sont rejetées a

l'expiration,

Dans ce chapitre, nous allons étudier les différents aérocontaminants du milieu agricole,



avec un paragraphe spécial sur les moisissures. Puis nous allons répertorier les différentes
méthodes permettant d'étudier les poussiéres en suspension dans 1'air du milieu agricole : les
méthodes de prélévement et les méthodes d'analyse quantitative et qualitative des particules, et
notamment des spores fongiques. Ensuite, nous verrons quels rbles cliniques jouent les

aérocontaminants du milieu agricole dans la pathologie respiratoire des agriculteurs.

1. LES DIFFERENTS AEROCONTAMINANTS DU MILIEU AGRICOLE.

Les aérocontaminants du milieu agricole sont multiples, mais dominés par les poussiéres

organiques.

Selon Dosman ez al. (1980), la composition de la poussiére de céréales serait de 65% de
substances organiques et 35% de substances inorganiques. Quant 2 la distribution des tailles des
particules, elle révéle que 60% ont un diamétre aérodynamique supérieur ou égal 4 5 um et 40%
un diamétre aérodynamique inférieur & 5 pm, donc susceptibles de pénétrer au niveau des petites

voies aériennes et des alvéoles pulmonaires.

Dans une autre étude réalisée en Finlande, Loubelainen ef al. (1987), en analysant la
poussiére dégagée pendant l'alimentation des animaux dans une porcherie et dans une étable,

trouvent un taux d'environ 90% de particules organiques dans la poussiére totale.

L'agriculteur peut €tre géné par ces poussiéres dans de nombreuses circonstances :
- dans le grenter a céréales, lorsque celles-ci sont engrangées depuis longtemps,

- dans la grange ou le foin est stocké et manipulé,

- pendant les moissons,

- lors de l'alimentation du bétail,

- lors du remplissage et de I'évacuation des silos céréaliers.

Les facteurs favorisant I'empoussiérement sont :

- 'absence de mécanisation, avec manipulation du foin manuellement,
- le manque d'aération des granges, )

- le travail quotidien d'affouragement du bétail,

- la proximité entre les lieux d'habitation et de travail.

Ces criteres concernent particuliérement les petites exploitations artisanales dans des

régions peu mécanisées,
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Il est & rappeler que le tabagisme est un autre facteur d'aérocontamination du milieu
agricole, dont la répartition est comparable a celle des autres secteurs d'activité, mais de fagon

moins intense.
1.1. Les poussiéres organiques.

Les poussiéres organiques représentent la majorité des aérocontaminants du milieu
agricole. Parmi elles, on retrouve différentes particules dont la complexité de structure est
considérable : débris végétaux, pollens, protéines aviaires, protéines d'origine animale (animaux
d'élevage ou domestiques), acariens, insectes, micro-organismes bactériens, parasitaires ou

fongiques et leurs toxines.

Quelques études, principalement dans les pays écandinaves, s'intéressent a la composition
en micro-organismes de la poussiére inhalée dans différents environnements agricoles. Les
résultats concordent quant aux différentes espéces de moisissures le plus souvent observées.

Ainsi, Darke et al. (1976) entreprennent une enquéte chez un groupe d'agriculteurs du
Lincolnshire se disant affectés par la poussiére pendant la moisson. Des prélévements de
poussiéres en suspension dans l'air autour des moissonneuses sont effectués. Leur analyse
microscopique révéle essentiellement des spores fongiques et des fragments d'hyphes fongiques.
Parmi ces spores, l'auteur met en évidence une prédominance pour les genres Cladosporium et
Alternaria. Les actinomycétes et les autres bactéries représentent moins de 10% du nombre total

de spores.

Malmberg et al. (1987) et Eduard ef al. (1990) en Suéde, comme Kotimaa ef al. (1984)
et Karlsson et Malmberg (1989) en Finlande, étudient la poussiére en suspension dans l'air dans
des exploitations d'élevage de vaches laitiéres. Hs analysent la composition de la poussiére inhalée
par les agriculteurs lors de la manipulation de foin moisi, ainsi que celle en suspension dans l'air

ambiant des granges et étables.

Ces quatre études révélent que les micro-organismes présents en plus grande quantité dans
la poussiére de foin sont les actinomycétes thermophiles, avec une prédominance de
Thermoactinomyces vulgaris. Viennent ensuite les champignons appartenant aux genres
Aspergillus (surtout A. glaucus et A. fumigatus) et Penicillium, ainsi que quelques Rhizomucor.

Dans la poussiére dégagée pendant la manipulation de grains, Kotimaa et al. {(1984)
trouvent une majorité de Cladosporium et Penicillium. Selon les mémes auteurs, le foin stocké

en balles serrées libére plus de spores fongiques qu'un foin rangé de maniére plus libre.
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1. MYXOMYCETES (= GYMNOMYCETES : 118 genres).

Appareil végétatif sous forme de plasmode ou de pseudo-plasmode.
Présence de cellules flageliées (= myxamibes).

A) Acrasiomycétes ou champignons muqueux cellulaires.
B) Myxomycétes ou champignons muqueux.
C) Plasmodiophoromycetes.

2. EUMYCETES (= vrais champignons).
* MASTIGOMYCETES (204 genres)

Thalle filamenteux non cloisonné, plus ou moins développé.
Reproduction asexuée par spores mobiles (= zoospores).

A) Chytridiomycétes
B) Oonycetes

* AMASTIGOMYCETES :
A) Zygomycétes (115 genres) .

Mycelium coenocytique. Reproduction asexuée a l'aide de conidies, le plus souvent
formées dans une vésicule.
Reproduction sexuée par fusion de gamétocystes et formation de zygospores.

B) Ascomyceétes (2720 genres)
Reproduction asexuée par conidies ou fragmentation mycélienne.
Reproduction sexuée a l'aide d'ascospores, formées dans des asques.
- Hémiascomycétes : asques non enfermés dans un sporocarpe a thalle
unicellulaire : Levures (= endomycétales).
- Euascomycétes : asques enfermés dans un sporocarpe (périthéce). Thalle
filamenteux développé :
Pyrénomycétes
Discomycétes
Laboulbéniomycétes

C) Basidiomycétes (1100 genres) :

Thalle unicellulaire (chez les levures) ou filamenteux.

Multiplication végétative connue dans quelques groupes.

Reproduction sexuée a l'aide de basidiospores, formées sur des basides.
Téliomycétes (Rouilles et Charbons). Hyménomycétes. Gastéromycétes.

D) Deutéromycétes (= Fungi imperfecti : 1680 genres).
Thalle unicellulaire ou filamenteux.

Reproduction sexuée absente ou inconnue.

Reproduction asexuée identique a celle des Ascomycétes.
Blastomycétes (= levures). Hyphomycétes. Coelomycétes.
Pas de reproduction = Mycelia sterila

Tableau I :
Classification générale des champignons. Mallea et Charpin (1986)
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D'apreés Malmberg ef al. (1987), les travaux provoquant le plus de poussiére moisie
seraient la manipulation d'un grain pas assez séché et le nettoyage des greniers ayant contenu le

grain pendant plusieurs années.

RAPPELS GENERAUX SUR LES MOISISSURES.

Les rappels présentés dans ce paragraphe sont tirés des ouvrages de Charpin et Vervloet
(1992) et de Botton et al. (1990). Les caractéres généraux des principaux ordres de micro-
organismes fongiques sont rappelés dans le tableau I. On appelle moisissures, au sens strict, les
champignons microscopiques filamenteux appartenant essenticllement a4 la classe des

Zygomycetes, Ascomycétes et Deutéromycétes.

A- Généralités sur les champignons.

Les champignons sont des organismes eucaryotes non photosynthétiques, uni- ou
pluricellulaires, dont I'appareil végétatif est un thalle sans vaisseaux conducteurs et dépourvu de

chlorophylle. 1ls se reproduisent a l'aide de spores,
Les champignons vivent 4 peu prés partout. Certains sont parasites des végétaux

ou des animaux. D'auires sont saprophytes sur les substances organiques mortes, dans le sol ou

en milieu aquatique. D'autres encore vivent en symbiose avec des algues ou des racines de plantes.

Le thalle est généralement constitué par un mycélium a structures diverses. II peut
étre unicellulaire (chez les levures), se présenter sous forme d'une masse protoplasmique
plurinuciéée sans membrane (chez les Myxomycétes).

Généralement, le mycélium est filamenteux, limité par une paroi rigide. Les filaments ou
hyphes prennent naissance a partir de la germination d'une cellule reproductrice. Iis s'allongent et
se ramifient & la méme vitesse ; leur croissance est limitée a l'apex des hyphes. Ils peuvent
s'agglomérer en cordons, en coussinets, en tubercules. Enfin, le thalle peut avoir une structure
hétérogéne, associant mycélium et faux tissu ou plectenchyme. _

Parfois, il forme des chlamydospores (spores ou fragments de mycélium enkystés) ou des

sclérotes.
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- Cytologie.

Les cellules de champignon sont pourvues d'un noyau typique, de grosses vacuoles,
de mitochondries, d'un réticulum endoplasmique, d'un appareil de Golgi, de nombreuses vésicules
et d'une membrane ou plasmalemme, présentant des lomasomes.

La paroi des champignons renferme 80 a 90 % de polysaccharides associés & des protéines,
des lipides... Les principaux constituants glucidiques sont la chitine et la cellulose qui rendent la
paroi résistante. Cette paroi cellulaire est souvent colorée par de la mélanine.

- Conditions de croissance.

La croissance des champignons demeure étroitement liée aux conditions du milieu.
Un climat chaud et humide est favorable a la croissance du mycélium, a la sporulation et 2 Ia
germination des spores. Leur température optimale de développement se situe, pour les espéces
mésophiles, entre 20 et 25°C. Mais beaucoup d'espéces thermophiles vont croitre a des
températures supérieures (40 a 50°C), tandis que les espéces psychrophiles se développent a des

tempeératures égales ou inférieures 4 10°C. Une hygrométrie relativement élevée est nécessaire a

leur croissance. La lumiére n'est pas indispensable.

Par ailleurs, les champignons exigent comme éléments chimiques, essentiellement du
carbone sous forme d'hydrates, de I'azote sous forme de nitrates. Ils utilisent en outre, des acides
amines, des vitamines, des éléments minéraux. Ils absorbent toujours leurs aliments sous forme
dissoute. Leur croissance, relativement rapide, s'effectue de préférence dans des milieux peu

acides.
- Reproduction.
1l peut s'agir de multiplication végétative (phénoméne asexué) ou de reproduction

sexuée.

-Multiplication végétative ou reproduction directe.

Elle assure la propagation de l'espéce et s'effectue par fragmentation du thalle ou
par sporulation. Le thalle produit des spores dites de dissémination, appelées conidies. Elles
peuvent étre exogenes, formées un peu partout sur le thalle, ou souvent supportées par un filament
différencié, le conidiophore.

Chez les Zygomycétes, les conidies sont endogénes. Elles se forment dans une vésicule ou

sporocyste. En germant, les conidies forment un nouveau mycélium semblable a celui qui leur a
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donné naissance.
~ Reproduction sexuée.

Elle s'effectue au moyen de gametes ou cellules sexuelles engendrées par des
organes sexuels, ou gamétocystes. La fusion des cellules aboutit a la formation d'un oeuf ou
zygote. Celui-ci germe en produisant un filament, puis une vésicule ou sporocyste : ce peut étre

un asque contenant des ascospores, ou une baside sur laquelle naissent les basidiospores.

B- Classification des moisissures.

La classification des champignons repose sur la structure du thalle, le mode
de fructification et de reproduction. On appelle moisissures au sens strict, les champignons
microscopiques filamenteux appartenant aux classes des Zygomycétes, Ascomycétes et

Deutéromycétes.
1. Les Zygomycetes.

Ce groupe se divise en 2 ordres : les Mucorales et les

Entomophtorales.
* LES MUCORALES,

Ce sont des champignons filamenteux 4 mycélium souvent envahissant, non
septe (siphonne) ou a cloisons formées exceptionnellement au niveau des organes reproducteurs
ou lors de la différenciation de spores de résistance (chlamydospores).

La reproduction asexuée s'effectue au moyen de spores immobiles, formées généralement
en grand nombre dans des sporocystes pourvus, a lintérieur, d'une vésicule centrale ou columelle
prolongeant le sporocystophore. '

Selon les espéces, les sporocystophores présentent quatre modes de ramification :

- monopodique
- sympodique

- dichotomique
- verticillé

Les sporocystophores peuvent se former sur de longs filaments non ramifiés, a croissance
rapide, appelés stolons, et s'ancrer au substrat par des structures filamenteuses rappelant des

racines, ou rhizoides. Une reproduction sexuée peut aussi intervenir,
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Quatre genres incluent la plupart des especes de Mucorales isolées dans des recensements
atmosphériques: - Absidia
- Mucor
~ Rhizomucor

- Rhizopus
- LES ENTOMOPHTORALES.

Ce sont des champignons parasites le plus souvent d'insectes.

2. Les Ascomycétes.

Ces champignons, a thalle filamenteux septés ou levuroides,
présentent une structure caractéristique appelée asque qui est un sporocyste particulier formé au
cours de la reproduction sexuée. L'asque renferme le plus souvent un nombre défini de spores ou
ascospores formées apres fusion de deux noyaux, suivie d'une méiose. Il peut étre giobuleux,

cylindrique ou plus ou moins claviforme, avec une paroi simple ou double. La morphologie des

ascospores est trés variée,

A cbté de cette forme sexuée ascogeéne (ou forme parfaite), beaucoup d'Ascomycétes se
reproduisent par multiplication asexuée (forme imparfaite). La majorité des Deutéromycétes sont
des formes imparfaites d'Ascomycétes. De nombreux Ascomycétes sont des parasites redoutables

de végétaux (chancre du chataigner, ergot du seigle}, ou de 'homme (histoplasmes).

3. Les Deutéromyceétes.

Ce groupe comprend tous les champignons qui ne produisent ni
ascospores, ni basidiospores, et qui se multiplient au moyen de conidies. Ils sont unicellulaires
(levures) ou a thalle filamenteux septé.

Iis se divisent en trois classes:

- Les Blastomycétes.

Ce sont des levures avec ou sans pseudomycélium.

- Les Hyphomycétes.
Ces champignons filamenteux produisent des conidies directement sur les
hyphes ou sur des conidiophores simples ou agrégés. Certains Hyphomycétes ne forment jamais

de spores et sont de ce fait stériles ; ce sont les Agonomycétales.
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* Caractéristiques des différentes structures ;
- les spores.
On peut distinguer :
i).les chlamydospores, qui sont des spores de résistance, le plus souvent a
paroi épaisse, terminales ou intercalaires, différenciées par transformation de cellules ou d'articles
du mycélium ou de conidies.
if) les arthrospores, formées par fragmentation d'hyphes indifférenciés.
Arthrospores et chlamydospores constituent des thallospores.
iii) Jes conidies proprement dites, le plus souvent bourgeonnées par des
cellules spécialisées (phialides, annellides).

La forme, les dimensions, la couleur, la structure, 'ornementation des conidies varient
selon les genres et les espéces. Les conidies peuvent étre solitaires, bourgeonnées de fagon
synchrone sur des renflements, associées en glomérules, disposées en chaines basipétales
s'accroissant par la base (dspergillus, Penicillium) ou en chaines acropétales s'allongeant au

sommet (Alternaria, Cladosporium).

- les cellules conidiogénes.

1) les phialides bourgeonnent 4 l'apex des spores en succession basipétale,
réunies en glomérules ou en chaines (dspergillus, Penicillium). Elles sont de diverses formes,
solitaires ou groupées en verticilles ou en tétes (Aspergillus, Penicillium).

ii) les annellides s'allongent au fur et 4 mesure de la sporulation. Les
conidies formées en succession basipétale, laissent l'une aprés l'autre, en se détachant, une cicatrice
en forme d'anneau.

iif) les cellules sporogenes & croissance sympodiale : aprés formation d'une
premiere conidie terminale, la cellule spordgéne s'allonge latéralement et donne naissance i une
deuxiéme conidie. Le processus se répétant, il s'ensuit la formation d'une structure allongée plus

Ou moins en zig-zag.

- les conidiophores.
Iis sont simples ou ramifiés.
Les conidiophores trés ramifiés et agrégés forment des appareils massifs et allongés

appelés corémies. Groupés en coussinets superficiels, ils constituent des sporodochies.
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Fongicides minéraux

- composés soufiés
- sels de cuivre (bouillie bordelaise)
- arséniate de sodium

Fongicides organiques

- dithiocarbamates métalliques (Ferbame, Nabame, Zinébe,
Manébe)

- organo-mercuriels (Diméthylmercure, Diéthylmercure)

- dérivés des thiurames (Thirame, Carbatene)

- dérivés nitrés et chlorés du phénol (Pentachlorophénol,
Dinitrophénol)

- dérivés de la phtalimide (Captan, Captafol, Foipet)

Tableau II -

Les principaux fongicides d'aprés Lauwerys (1992) et Lebhar (1983).

Herbicides minéraux

- chlorate de sodium et de potassium
- acide sulfurique

- sulfates de fer

- borates

- cyanamide de calcium

Herbicides organiques

- colorants nitrés : dérivés nitrés du phénol et du crésol
(Dinosébe, Dinoterbe, Dinitro-orthocrésol, Nitroféne)
- ammoniums quaternaires ou dipyridyliques : diquat,
paraquat (Gramoxone, Gramixel, Priglex, Totacol)

- phythormones ou aryloxyacides (2.4.D. ou acide
dichlorophénoxyacétique, 2.4.5.T. ou acide
trichlorophénoxyacétique)

- benzonitriles (Loxynil, Dichlobénil, Bromoxynil)

- urées substituées (Diuron, Linuron, Néburon,
Monuron)

- diazines et triazines (Simazine, Atrazine)

- carbamates (Prophane, Barbane, Monolate, Nabame)

Tableau HI :

Les principaux herbicides d'aprés Lauwerys (1992) et Lebhar (1983).
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Insecticides végétaux . | - pyréthre, roténone, nicotine

- organo-chlorés : - dérivés du chlorobenzéne (Dichloro
diphényl trichloroéthane ou DDT, Endosulfan)
- dérivés chlorés du campheéne
(Toxaphéne)
- dérivés de lindane (Chlordane,
Heptachlore, Dieldrin, Aldrin)
- dérivés du cyclohexane (Lindane,
Hexachlorocyclohexane)
Insecticides organiques | - organophosphorés (Parathion, Malathion, Azinphos,
Dichlorvos, Chiorothion, Diazinon)
- carbamates (Carbaryl, Carbofuran, Dimetan, Isolan)
- pyréthrénoides (Décaméthrine, Fenvalérate, Perméthrine)
- insecticides gazeux ou fumigants :
- sulfure de carbone
- tétrachlorure de carbone
~ bromure de méthyle
- acide cyanhydrique

Tableau IV :
Les principaux insecticides d'aprés Lauwerys (1992) et Lebhar (1983).
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- les sclérotes.
Ils sont considérés comme des organes de conservation (divers Aspergillus et
Penicillium en possédent). lls se présentent sous la forme de masses myceliennes compactes,

souvent trés dures, globuleuses, ellipsoidales ou allongees.

- Les Coelomycétes.
Les cellules conidiogénes des membres de ce groupe sont incluses dans des

fructifications appelées pycnides chez les Sphaeropsidales et acervules chez les Melanconiales.

1.2. Les poussiéres inorganiques.

Les travailleurs agricoles sont soumis de plus a l'exposition d'aérocontaminants de nature
chimique. En effet, l'utilisation de substances chimiques s'est considérablement développée dans
l'agriculture moderne. Les principales sont les pesticides {insecticides, herbicides, fongicides), les
engrais et les antibiotiques ajoutés aux aliments du bétail. Les tableaux II, III et IV présentent les
différents pesticides utilisés en agriculture.

Mais il faut aussi considérer des émanations gazeuses, d'origine et de nature variées en
milieu agricole :

- le dégagement de dioxyde d'azote lors de la fermentation de céréales ou de plantes
fourragéres en silos,

- les substances gazeuses irritantes issues de le fermentation du lisier, notamment dans les
élevages en batterie de porcs et de volailles : ammoniac, méthane, hydrogéne sulfureux, gaz

carbonique.

2. METHODES D'ETUDE DE LA POUSSIERE EN SUSPENSION DANS L'AIR DU
MILIEU AGRICOLE. '

Afin de pouvoir analyser la relation entre l'exposition professionnelle aux aérocontaminants
et les troubles respiratoires en milieu agricole, il est nécessaire de trouver des méthodes permettant
une évaluation précise de I'exposition. Certaines études ont essaye d'apprécier ce risque de maniére
indirecte,

Ainsi Saia ef al. (1984) ont établi une relation significative entre la survenue d'une
bronchite chronique et I'dge, la taille de l'exploitation et l'activité de traite des vaches. Terho et al.
(1987) mettent en évidence une prédominance de la bronchite chronique dans les exploitations ou

les céréales sont manipulées & la main. Dans I'étude de D'Arco (1993), l'aitération du DEM ,, 4
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(débit expiratoire maximal moyen) est corrélée avec I'dge des agriculteurs et le travail dans de
petites exploitations. Récemment, Dalphin ez al. (1994) trouvent une relation positive entre la
fréquence des bronchopneumopathies chroniques obstructives en milieu agricole, dans le Doubs,

et 'ancienneté de l'exposition professionnelle.

Mais de telles relations restent quelque peu imprécises. Une appréciation précise du risque
professionnel ne peut étre effectuée qu'avec une mesure directe de l'exposition aux
aérocontaminants. Différentes méthodes de prélévement et d'analyse des poussiéres en suspension

dans I'atmosphére peuvent étre employées.
p p

Dans le milieu agricole, les études concernent particuliérement la mesure de la
concentration en poussiéres dans l'air inhalé, et I'analyse qualitative et quantitative des micro-
organismes et notamment des spores fongiques. Nous allons répertorier dans ce paragraphe les

principales méthodes permettant de réaliser de telles €tudes.

2.1. Les méthodes de prélévement.

Différentes méthodes de prélévement de la poussiére en suspension dans l'air ont été
étudiées. Ces méthodes utilisent un des deux phénoménes physiques suivants ;

- le phénoméne d'impact des particules sur une surface liquide ou sur un gel. Les systémes
utilisant ce phénoméne servent a I'étude des micro-organismes en suspension dans l'air.

- le phénomene de filtration de l'air a travers des filtres en gélatine, en polycarbonate ou
en acétate de cellulose. Les méthodes utilisant ce procédé permettent a la fois une étude pondérale
de la poussiére totale en suspension dans un environnement et une étude détaillée des particules

constituant cette poussiére, et notamment les micro-organismes.

2.1.1 Les techniques basées sur un phénomene diimpact des particules.

Un volume d'air connu est aspiré en un temps déterminé et est projeté soit dans des
boites de Pétri contenant un milieu de culture pour le développement des micro-organismes, soit

dans un milieu de récolte.

Ii existe les appareillages suivants :
* L'impacteur en cascade Andersen ou "Cascade impactor.
Ml s'agit du premier appareil, mis au point 2 la fin des années 1950 par Andersen

(1958), permettant de prélever les micro-organismes dans l'air, de les trier en fonction de leur taille
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Figure 1 : L'impacteur en cascade Andersen : vue générale et coupe schématique.

22



aérodynamique et de les dénombrer. C'est un appareil 4 six étages (figure 1) au travers desquels
l'air est conduit de haut en bas. Chaque étage est constitué d'un plateau perforé de 400 trous, juste
en-dessous duquel se trouve une boite de Pétri contenant un milieu de culture. ‘

I'appareil est relié a une pompe a air comprimé & débit constant, calibrée a 28,3 litres par
minute, et l'air circule dans I'appareil a travers les trous.

La taille des trous est constante et connue pour chaque étage mais diminue de haut en bas;
la vitesse du flux d'air est donc uniforme dans chaque étage mais augmente en descendant. Ceci
implique que les particules se répartissent dans les différentes boites de Pétri selon leurs
dimensions.

Apreés prélévement les boites de Pétri sont mises a incuber telles quelles.
* Le capteur a fente.

C'ést un appareil contenant une boite de Pétri remplie d'un milieu de culture et
animée d'un mouvement de rotation, au-dessus de laquelle se trouve une fente. L'air a analyser est
aspiré au moyen d'une pompe et passe a travers la fente. Les micro-organismes sont piégés dans
le milieu de culture. Le débit d'air est réglé & 30 litres par minute. La distance entre la fente et la
surface du milieu de culture est ajustée et doit rester constante pendant la durée du prélévement.
Aprés prélévement la boite de Pétri est directement mise a incuber.

Ce systéme présente deux inconvénients importants auxquels on peut remédier a l'aide de
modifications :

- i le temps de prélévement est assez long, 'eau contenue dans le milieu de culture a
tendance a s'évaporer, ce qui augmente la distance entre la fente et la surface du milieu et qui
diminue 'efficacité de la récolte. Une solution a ce probléme consiste a ajouter du glycérol sur le
milieu de culture, ce qui ralentit 'évaporation, | '

- ce systéme est rapidement surchargeé lors de prélévement dans des milieux contenant de
fortes concentrations en micro-organismes. Si trop de spores fongiques sont piégées, il sera
difficile d'en évaluer le nombre, ies colonies se génant entre elles et inhibant le développement de
leurs voisines.

Une modification de la technique permet de pallier cet inconvénient : on remplace le milieu
de culture par un milieu de récolte a base de gélatine, d'eau et de glycérol. Apres prélévement, le
milieu de récolte est homogénéisé, dilué en série et étendu sur milieu de culture. Puis on met a

incuber.
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* Le cyclone.

1 s'agit d'un systéme qui piége les micro-organismes dans un liquide de récolte. Le

liquide est dilué en série aprés prélévement et étendu sur milieu de culture, puis mis a incuber.,

2.12. La

Il s'agit d'un filtre & surface lisse, aux pores de diamétre connu, monté sur un
support cellulosique et placé dans une cassette en plastique préalablement stérilisée. L'appareil est
relié & une pompe portable a débit constant calibré a 1 litre par minute. L'air passe a travers le
filtre sur leque! sont retenues les particules de poussiére. La nature du filtre est variable : il peut
étre en gélatine, en polycarbonate ou en acétate de cellulose.

La méthode la plus récente et la plus employée actuellement, "The CAMNE.A.
Method", décrite par Palmgren ef al. (1986), utilise des filtres en polycarbonate (filtres
"Nucleopore") de 37 mm de diamétre avec des pores de 0,4 pm. Aprés la période de prélévement,
la pompe est déconnectée, les cassettes contenant les filtres sont fermées et amenédes au
laboratoire.

Ces prélévements sont destinés soit & une analyse pondérale des poussiéres retenues sur
les filtres, soit 4 une étude des micro-organismes prélevés. Dans ce dernier cas, les micro-
organismes sont extraits du filtre grace a un mélange d'eau peptonée. Le liquide d'extraction est

dilué en séries et étendu sur milieu de culture, avant mise a incubation,

2.2, Choix de la méthode et de la stratégie de prélévement.

D'une mani¢re générale, le choix des appareils 2 utiliser dépend du probléme posé,
du contexte dans lequel doivent s'effectuer les mesures, du niveau de connaissance préalable de
la poliution, et des techniques analytiques qui doivent étre appliquées pour traiter les échantillons
issus des prélévements.

Les méthodes de filtration de l'air sont utilisées pour la mesure du niveau d'exposition aux
poussiéres atmosphériques dans un environnement, par pesée directe du filtre de préiévement. De
plus, les poussiéres collectées peuvent ensuite étre extraites du filtre pour différentes analyses
(physico-chimique, granulométrique, microbiologique, mycologique...).

Les techniques d'impaction des particules sont réservées a l'étude des micro-organismes

“contenus dans la poussiére en suspension dans l'atmosphére, et en particulier des moisissures,

bactéries et actinomycétes.
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Pour I'étude des micro-organismes, le choix de la méthode de prélévement dépend du
niveau de pollution supposé de l'atmosphére : |

- Pour des prélévements a l'intérieur, dans un milieu non industriel, ou la concentration en
micro-organismes dans l'atmosphére n'excéde pas 10%m®, on peut utiliser le capteur a fente,
I'impacteur en cascade ou le cyclone.

- Dans des environnements fortement contaminés par la poussiére organique, comme le
milieu agricole ou la concentration en micro-organismes dépasse 10%m’, les systémes de
prélévement par impaction sont assez vite surchargés. On peut alors utiliser la méthode modifiée

du capteur 4 fente. Mais on préfére la méthode des filtres en polycarbonate.

Outre le choix de la méthode de prélévement, le choix d'une stratégie de prélévement est
aussi important. Le prélévement est fortement dépendant de I'environnement, de la période de

I'année, de l'activité au lieu de travail, de 'humidité et de la température ambiante,

Pour I'étude des micro-organismes, la période de prélévement est un facteur déterminant:

- 4 l'extérieur, la concentration en micro-organismes varie selon les saisons : les
concentrations les plus fortes sont enregistrées a la fin de I'été, quand les champignons sporulent.

- & l'intérieur, la concentration en micro-organismes dépend du travail effectug, qui, en
general, est plus intensif pendant I'hiver.

- quand on étudie une maladie, on doit préférer le moment ou la concentration en micro-
organismes est suspectée étre la plus forte. On nomme de telles mesures "prélévements en cas
extréme”. Par exemple, dans le milieu agricole, il s'agira du moment o le travailleur manipule du
foin, du grain ou de la paille, qui sont des matériaux connus pour dégager de fortes quantités de

poussi€res organiques.

On distingue deux modes de prélévement :

- le prélévement en stationnaire : I'appareil qui collecte les poussiéres est placé sur un poste
fixe pendant toute la durée du prélévement,

- le prélévement individuel, réalisable avec des appareils associant une pompe miniature
autonome positionnée au niveau de la ceinture et un capteur placé au niveau des voies

respiratoires supérieures du travailleur.

Dans les méthodes de prélévement que nous avons citées, seules celles de filtration de I'air
proposent de tels appareils portatifs. Cette technique de prélévement est préférée pour étudier

I'exposition de certains travailleurs dont les fonctions impliquent une grande mobilité physique.
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La durée du prélévement varie selon l'appareillage utilisé et la stratégie de prélévement
choisie. En général :

- elle est courte lorsque l'on utilise une méthode de prélévement par impaction afin
d'étudier la composition de I'atmosphére en micro-organismes (de 'ordre de quelques minutes,
voire de quelques secondes).

- avec un appareil de prélévement par filtration, elle varie selon le probiéme pos¢ et la
stratégie de prélévement adoptée

# elle est longue (plusieurs heures) pour un prélévement réalisé en stationnaire dans
un environnement ou F'activité humaine ou animale est faible ou non constante.

# elle peut étre longue pour un prélévement individuel, si 'on veut étudier
P'exposition d'un travailleur trés mobile pendant une journée de travail.

# elle est plus courte (plusieurs minutes a une ou deux heures), si I'on étudie
I'exposition pendant une activité spécifique susceptible de provoquer le dégagement de fortes

quantités de poussiéres, que ce soit en prélévement stationnaire ou individuel.

2.3. Etude quantitative des particules prélevées.

2.3.1. Laméthode gravimétrique.

Cette méthode permet de quantifier la poussiére totale prélevée par un capteur a
filtre. Elle est utilisée pour déterminer le niveau d'empoussiérement dans un environnement ou
pendant une occupation professionnelle donnée. La quantité de poussiére prélevée est détermince
par pesée directe des filtres avant et aprés prélévement sur une balance précise a 0,01 mg. Avant
chaque pesée, ils ont séjourné un temps déterminé dans un dessiccateur, afin d'en retirer toute
trace d'humidité qui fausserait les pesees. |

La concentration en poussiéres dans l'air étudié est alors facilement calculée :
- soit P la masse de poussiére prélevée en mg,

- soit T le temps de prélévement en heures,

- soit D le débit de la pompe aspirant I'air en métres cubes par heure,

la concentration en poussiéres dans 'air est (en mg par m’) :
C=PD.T
Une analyse granulométrique des particules peut ensuite étre réalisée afin de déterminer

la fraction respirable de poussiéres.
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2.3.2. Détection et dénombrement des micro-organismes.

L'analyse quantitative des micro-organismes prélevés dans lair peut étre effectuée
soit par une méthode de mise en culture et de comptage des colondes, soit par des méthodes

utilisant la microscopie.
2.3.2.1. COMPTAGE DES COLONIES APRES MISE EN CULTURE.

Cette méthode consiste 4 mettre & incuber un milieu de culture ensemencé
par les micro-organismes atmosphériques. Aprés incubation, chaque thalle observé provient du
développement d'une spore présente au départ. Le nombre de thalles correspond donc au nombre

de colonies ou de spores viables qui ont été mises en culture.

Comme nous l'avons déja vu, certaines techniques de prélévement des poussiéres piégent
les particules direct'ement sur un milieu de culture contenu dans une boite de Pétri. Dans ce cas,
les boites de Pétri revenant du site de prélévement sont mises a incuber telles quelles.

SiT'on utilise la méthode du capteur a fente modifiée, qui piége les poussiéres sur un milieu
de récolte, il convient, aprés prélévement, d’homogénéiser ce milieu, de le diluer si la
concentration en micro-organismes est €levée, et d'en ensemencer un milieu de culture approprié.

Quant a la méthode de prélévement par filtration, elle nécessite I'extraction des poussiéres
du filtre a I'aide d'un liquide diluant et l'ensemencement de milieu de culture avec ce liquide
d'extraction aprés avoir réalisé ou non une série de dilutions. Différents diluants peuvent étre
employés. Les principaux renferment un agent mouillant tel que le Tween 80. Le plus usuel est
I'eau peptonée dont la composition est

Peptones lg
Tween 80 g
Eau 1000 mL
Quand des dilutions sont nécessaires, elles sont réalisées de raison 10, immédiatement

apres la mise en suspension et 'homogénéisation.

- Répartition des milieux et ensemencement.
Les milieux de culture sont en général coulés en boites de Pétri de 9 cm de diamétre, a
raison de 15 mL par boite. L'ensemencement se fait en surface, par étalement du liquide contenant

les micro-organismes sur le milieu gélosé refroidi.
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- Mise en incubation.

Les boites de Pétri ensemencées sont mises a incuber. La température et la durée
d'incubation varient selon les auteurs et ce que 'on veut isoler. Certains auteurs comme Blomquist
et al. (1984) ou Smid ef al. (1989) préconisent une incubation entre 20 et 24°C pendant 4 jours;
d'autres comme Palmgren ef al. (1986) ou Karlsson et Malmberg (1989) préférent soit la méme
température pendant 7 jours, soit une température élevée pendant 4 jours :

45°C pour le développement des moisissures,

55°C pour les actinomyceétes et les autres bactéries.

- Composition des milieux de culture.
Les milieux de culture utilisés varient selon les études et les micro-organismes que I'on

veut isoler. On distingue:

i) les milieux de routine, peu sélectifs, permettant I'isolement d'un grand nombre
de micro-organismes. Parmi eux, on rencontre souvent :
# le milieu de Mossel, milieu gélosé glucosé a l'extrait de levures, dont
l'acidité le rend inhibiteur a I'égard des bactéries.
# le milieu maité, a base d'extrait de malt, d'agar et d'eau.

# le milieu de Sabouraud, composé de glucose, peptone, agar et eau.

ii) les milieux sélectifs, adaptés & la recherche d'une espéce ou d'un groupe
d'espéces en particulier :

# les milieux anti-bactériens : I'addition d'antibiotiques aux milieux de
culture est réalisée pour empécher le développement des bactéries indésirables dans les isolements
de moisissures. Les antibiotiques les plus utilisés sont la gentamicine et le chloramphénicol en
raison de leurs larges spectres d'action et de leur stabilité (ils peuvent étre stérilisés avec le milieu).
Sont aussi utilisés : la pénicilline, la streptomycine, 'auréomycine.

# les milieux anti-fongiques : on peut privilégier la croissance des bactéries
et actinomyceétes au détriment des muoisissures par addition d'actidione au milieu de culture,
L'addition de rose bengale ralentit la croissance des champignons exubérants comme les Mucor
et les Rhizopus, et inhibe certaines autres moisissures.

# les milieux différentiels sont utilisés pour repiquer des souches en vue de
différencier deux espéces voisines ou pour identifier des genres difficilement reconnaissables avec

un milieu ordinnaire.
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- Le dénombrement.

Apres incubation, les colonies développées dans les boites de Pétni sont comptées. Pour
une boite de 9 cm de diametre, 50 colonies parait le nombre limite en raison d'une compétition -
entre moisissures qui se manifeste au-dela. Les résultats sont exprimés en u. £ ¢. (unités formant
colonie). Compte-tenu de la dilution et du volume d'air aspiré pendant le prélévement, on peut

définir la concentration en micro-organismes dans l'air en u. £ ¢./m’,

2.3.2.2.COMPTAGE DIRECT DES SPORES GRACE A LA MICROSCOPIE
ELECTRONIQUE A BALAYAGE.

Cette technique peut étre appliquée aprés des prélévements utilisant la
méthode du filtre Nucleopore. Des petits fragments de la surface du filtre revenant du site de
prélévement sont .découpés et placés sous I'objectif (1000x a 6000x selon les études) d'un
microscope électronique a balayage. Le comptage des particules est réalisé sur plusieurs champs
microscopiques. Plusieurs parties de la surface du filtre sont ainsi analysées.

Le comptage inclut : les spores individuelles, les spores en agrégats et les autres particules
contenant des micro-organismes et appelées "unités contenant spores” (u.c.s.). D'apres le volume
d'air aspiré pendant le préiévement, on peut calculer la concentration en particules micro-
organiques dans 'environnement étudié. Les résultats sont exprimés en nombre de particules ou
en nombres de spores par m’ d'air.

Cette méthode permet aussi :
- de déterminer la taille des particules et donc la fraction de particules ou de spores
respirables (taille inférieure & 5 pm),
- une classification partielle des micro-organismes dans la poussiére totale :

# les proportions en actinomycétes et en spores fongiques sont établies
grace a des critéres morphologiques.

# certains types de spores sont identifiables d'aprés leur apparence

morphologique, notamment les spores du groupe Aspergillus glaucus.
2.3.2.3. COMPTAGE DES SPORES GRACE A LA MICROSCOPIE FLUORESCENTE,

Cette méthode est utilisée le plus souvent sur des prélévements par filtre
Nucleopore. Elle nécessite une certaine préparation. Les poussiéres prélevées sont d'abord
extraites des filtres grace & un mélange d'eau peptonée, comme avant la mise en cuiture. Puis, on

ajoute a cette suspension du formaldéhyde pour fixer les spores, et de l'orange acridine pour les
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colorer. La suspension est alors passée a travers un filtre en polycarbonate coloré en noir, qui est
séché a l'air libre puis monté sous l'objectif (100x) d'un microscope a épifluorescence. Les micro-
organismes, apparaissant colorés en jaune fluorescent, sont comptés sur plusieurs champs
microscopiques et peuvent auss: étre classés selon leur taille si 'on adapte un micromeétre a
l'objectif.

Comme avec la méthode précédente, le comptage regroupe les spores isolées et celles en
agrégats ou contenues dans des unités particulaires. La taille des particules et la forme des spores
individuelles peuvent aussi étre déterminées. Bien que de nombreuses spores aient une apparence
caractéristique, l'identification n'est possible que dans un certain degré a l'aide des critéres

morphologiques.

2.3.3. Comparaison des méthodes de comptage.

Plusieurs études ont été réalisées afin de comparer les différentes méthodes de
comptage des micro-organismes sur des filtres de prélévement provenant d'environnements
agricoles (Palmgren et al. (1986), Karlsson et Malmberg (1989), Eduard ef al. (1990)). Selon
toutes les études, la méthode de comptage des colonies aprés mise en culture des poussiéres
extraites sous-estime le nombre total de micro-organismes, et en particulier la proportion en
actinomycétes, alors que les deux méthodes utilisant la microscopie donnent des résultats
similaires.

En moyenne, le nombre total d' ufc. correspond au 1/6 du nombre total de micro-
organismes comptés avec les méthodes microscopiques, mais la variabilité individuelle est grande.
De toute maniére, le nombre d' u.fc. refléte le nombre d'unités contenant des spores et non le
nombre réel de micro-organismes isolés. Le pourcentage d'actinomycétes est d'environ 10% avec
la méthode de comptage en u.f.c. contre 50 % avec les méthodes microscopiques. Ceci est en
partie expliqué par le phénoméne de l'agrégation des spores. En effet, selon une étude de Karlsson
et Malmberg (1989), il y a une moyenne de trois spores par unité contenant spores (u.c.s.) avec
la méthode de la microscopie fluorescente mais la variation est grande. Le pourcentage de spores
individuelles varie de 2 4 65 % et environ 93 % des spores sont isolées ou en agrégats de moins
de 10 um de diamétre. La tendance des spores a se rassembler en agrégats est plus prononcée
pour les actinomycétes et lorsque le nombre total de spores est élevé. Ceci explique en partie la
différence entre le comptage en u.f.c. et le comptage direct des spores sous microscope, mais la

grande variabilité laisse présumer d'autres explications telles que :
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- une perte de viabilit¢ des spores les empéchant de former des colonies,
- une croissance lente des actinomycétes,

- une compétition entre moisissures lorsqu'elles sont nombreuses,

- des conditions de cultures inadéquates.

Mais n'oublions pas que la fraction viable de micro-organismes (représentée par le nombre
d'u.fc)) peut varier considérablement, dans un méme environnement, en fonction de la source de
micro-organismes aéroportés, qui peut subir des changements tout au long de la journée, selon
la ventilation, la température, 'humidité, I'activité des animaux ou des travailleurs durant le

prélévement. ..

Les méthodes microscopiques permettent une classification partielle des spores fongiques
d'aprés leur taille et leurs caractéres morphologiques, mais ne suffisent pas pour identifier de
maniére précise tous les micro-organismes. La méthode du microscope épifluorescent ne distingue
pas les actinomycétes des autres bactéries, et le microscope électronique a balayage ne détecte pas
les bactéries autres que les actinomycétes. Sont comptées comme actinomycétes et autres

bactéries toutes les spores de taille inférieure a 1,5 pum.

Le choix de la méthode d'analyse d'un prélévement de poussiéres en suspension dans Fair
dépend de l'information que I'on recherche et de l'environnement étudié. Les informations

provenant de différentes méthodes peuvent étre combinées.

Une classification détaillée des micro-organismes en suspension dans l'air ne peut étre
obtenue que grace a la mise en culture et 4 'étude des colonies, comme nous le verrons plus loin.
Par contre, pour une étude précise du nombre total de micro-organismes, il est préférable d'utiliser
une méthode de comptage sous microscope.

La méthode de la microscopie fluorescente convient le mieux lorsque les micro-organismes
sont en faible proportion, dans un prélévement, par rapport au nombre de particules non

organiques qui rendent le comptage des spores difficile lorsque celles-ci ne sont pas colorées.

2.4. Identification des moisissures.

Comme nous venons de le voir, les méthodes d'observation directe du prélévement au
microscope permettent une identification partielle des spores, mais ne suffisent pas pour une
analyse qualitative précise de l'atmosphére. C'est Ia méthode des cultures en boites de Pétri qui

permet lidentification la plus précise des micro-organismes prélevés dans l'air. Cette identification
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est basee sur les caractéres morphologiques a la fois macroscopiques des colomes observées dans

la boite de Pétri et microscopiques des fructifications du champignon observées au microscope.

2.4.1. Etude des champignons en culture.

Cette analyse est basée sur les caractéres morphologiques des colonies en culture
observées a l'oeil nu et 3 la loupe. _

- La couleur : elle est due a la pigmentation soit du mycélium, soit des spores ou des deux
a la fois.

- L'aspect du thalle : les colonies peuvent étre plates, bombées, séches, humides, a surface
lisse ou plissée...Elles peuvent étre duveteuses, veloutées, laineuses, floconneuses, feutrées,
poudreuses...

- - La vitesse de croissance : les colonies sont plus ou moins extensives en un temps donné.

- Le contour : régulier ou irréguliérement lobé.

- L'odeur : plus ou moins prononcée, ou inexistante,

- Le pigment : diffusible dans le milieu ou limité au revers de la colonie.

2.4.2. Etude microscopique sur lame.

L'analyse microscopique des moisissures nécessite le montage de préparations
microscopiques, parfois une coloration du matériel a examiner, I'étude détaillée de la morphologie

et, quelquefois, des mesures micrométriques.

2.4.2.1. PREPARATION DES LAMES.

Le choix du site de prélévement de I'échantillon sur le thalle est déterminant
pour la réalisation d'une bonne préparation. Cultivés en boites de Pétri, les champignons
présentent tous les stades de leur développement, du mycélium juvénile 4 la marge aux structures
Ies plus différenciées au centre. L'dge du matériel fongique 2 étudier est aussi important : dans une
structure trop jeune, les appareils sporiféres font défaut ; avec un thalle agé, les structures fugaces
ou fragiles ne sont plus observables.

Contrairement aux bactéries, I'étude des moisissures ne nécessite pas la réalisation de
frottis colorés observables dans I'huile 4 immersion. Le matériel fongique est observé en milieu
liquide, entre lame et lamelle. L'eau convient bien au montage des préparations, avec cependant
linconvénient de provoquer un gonflement des structures, de retenir facilement les bulles d'air et
de s'évaporer rapidement. Le lactophénol donne de meilleurs résultats. Prélevé superficiellement

dans la culture, I'échantillon & observer est placé sur une lame, dans une goutte de liquide de

32



montage, puis recouvert d'une lamelle.
2.4.2.2. COLORATION.

Le plus souvent, Fobservation microscopique des moisissures ne requiert
aucune coloration. Cependant, une goutte de colorant mélangée au liquide de montage peut
améliorer la qualité du contraste ou mettre en relief certains détails de la structure (ornementations
des spores, cloisonnement des hyphes...). Les colorants les plus utilisés sont le Bleu coton et la

Lactofuschine,
2.4.2.3. OBSERVATION.

Elle est réalisée successivement aux différents grossissements du
microscope, jusqu'a limmersion. Les bulles d'air indésirables peuvent étre éliminées par chauffage
ménagé de la préparation sur la flamme. Des mesures des différentes structures observées peuvent

étre réalisées avec un micromeétre oculaire.
2.4.2 4. IDENTIFICATION.

Elle est basée sur la morphologie des spores et des structures observées.
- La taille des spores : entre 2 et 80 pm.
- La pigmentation : spores hyalines ou colorées ( brunes, noires, vertes, ocres...).
- La forme des spores : symétrique ou asymétrique, arrondie ou allongée, hélicoidale,
anguleuse, en fuseau, droite ou courbe...
| - Structure des spores : absence ou présence d'une ou de plusieurs cloisons transversales,
longitudinales ou obliques.

- Ornementations | membrane sporale lisse, finement ou grossi¢rement ornementée
(présence de stries, échinules, verrues, granules, crétes...).

- Pore germinal : zone ronde ou allongée, plus claire, visible surtout dans les spores
colorées, a paroi épaisse.

- Mode d'insertion des spores : directement attachées sur le mycélium ou sur des appareils
sporiféres a accroissement défini, dressés perpendiculairement au pian ou s'étend le mycélium ;
simples ou ramifiés, ou enfermées dans des organes reproducteurs différenciés.

- Etude microscopique du mycélium : absence ou présence de cloisons, couleur,
ornementation des parois, largeur, mode de ramification, différenciation des thallospores.

. - Nature des organes différenciés : zygospores, apothécies, périthéces, chlamydospores,

sclérotes, conidiophores...
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- Etude des organes différenciés et de leur contenu : forme, couleur, dimensions, texture

des parois, ornementations...

3. ROLE CLINIQUE DES AEROCONTAMINANTS DU MILIEU AGRICOLE DANS LA
PATHOLOGIE RESPIRATOIRE.

3.1. Réle de l'intensité et de I'ancienneté de I'exposition aux aérocontaminants dans la

bronchite.

3.1.1. Les enquétes épidémiclogiques.

En 1983, le rapport de 'O.M.S. portant sur les niveaux d'exposition aux poussieres
végétales, a montré que lincidence des broncho-pneumopathies chroniques obstructives
(B.P.C.0.) chez les agriculteurs était directement reliée a I'ancienneté et a l'intensité du contact

particulaire respiratoire.

Depuis lors, de plus en plus d'études tentent de démontrer que la manipulation de foin ou
de céréales, et donc l'exposition aux poussicres végétales, est un facteur de risque dans le
développement d'une broncho-pneumopathie obstructive.

Certaines d'entre elles, basées sur les symptémes cliniques, confirment la prévalence de la
symptomatologie chronique (toux, expectoration, dyspnée) chez les manutentionnaires agricoles.
Ainsi, Dopico ef al. (1984) décrivent 49 % de bronchiteux chroniques chez les manutentionnaires
de céréales contre 18 % dans un groupe témoin. Dosman ef al. (1980), qui étudient 90 travailleurs
dans l'industrie céréaliére, non fumeurs, trouve 23 % de bronchite chronique contre 3,3 % dans
le groupe témoin non fumeur.

D'autres études sont effectuées dans le milieu fourrager, c'est a dire dans les exploitations
agricoles ou le type d'activité est proche de l'activité principale de la Haute-Vienne, I'élevage.
Ainsi, Babott et al. (1980) comparent les éleveurs de vaches laitieres du Vermont (U.S.A.) avec
des employés d'industrie du méme état. Il observe une différence significative entre ces deux
populations pour la dyspnée et la bronchite chronique : 25 % de bronchite chronique chez les
fermiers contre 17 % chez les employés d'industrie.

Plus récemment Terho (1988), en Finlande, confirme la prédominance de la bronchite
chronique dans les exploitations ou les céréales et le foin sont manipulés manuellement y compris
pour l'alimentation des animaux.

En France, Pa-iente ef al. (1979) comparent une population de 1900 salariés agricoles
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avec un groupe témoin (salariés de la S N.C.F.) et mettent en évidence un taux d'insuffisance
respiratoire quatre fois plus faible parmi les cheminots.

Plus récemment, Dalphin ef al. (1989) comparent un groupe de 250 éleveurs de bovins a
un groupe contrdle (ouvriers administratifs) : dans le groupe des actifs agricoles, 12 % présentent
une symptomatologie de bronchite chronique contre 6 % dans le groupe témoin. La différence est
encore plus significative pour les sous-groupes : dge supérieur & 40 ans et non-fumeurs. Parmi les
non-fumeurs, le risque d'avoir une bronchite chronique est 7 fois plus important chez les
agriculteurs que dans la population témoin. Les auteurs concluent & une responsabilité du travail
agricole dans le développement de cette pathologie bronchique.

De méme, Milosevic (1986) met en évidence un pourcentage de bronchite chronique plus
important chez les éleveurs de bétail non fumeurs (28 %) que parmi les autres catégories

professionnelles non tabagiques : artisans 9 %, conducteurs d'engins 10,7 %.

D'autres enquétes, basées sur l'étude spiroméirique, complétent l'orientation clinique.
Ainsi, Yach ef al. (1985) décrivent une diminution significative du V.E.M.S. (volume expiratoire
maximal seconde) et du D.EM. ,5 ;5 (débit expiratoire maximal moyen) dans la semaine de travail
parmi les manutentionnaires de céréales sud-afticains. Babott ef al. (1980), aux U.S.A., constatent
un risque deux fois plus élevé de syndrome obstructif (Tiffeneau (c'est & dire rapport V.EM.S.
sur capacité vitale ) inférieur a 70 % de la théorie)} dans un groupe d'éleveurs de vaches laitiéres
non fumeurs (14 %) que dans un groupe témoin (7 %).

Dans le travail de Terho ez al. (1987) en Finlande, une étude compare des €leveurs de
bétail non-fumeurs, sans antécédents respiratoires, a une population de référence travaillant dans
le milieu urbain avec les mémes critéres d'inclusion. Les résultats mettent en évidence des valeurs
moyennes pour le Tiffeneau et le D.E. M., ;, inférieures pour les agriculteurs.

Dalphin et al. (1989) mettent en évidence une baisse significative de tous les paramétres
ventilatoires dans la population globale agricole. Une étude plus précise du D.E.M.,, ;s met en
évidence une baisse de ce paramétre significative dans la population d'dge supérieur a 40 ans par
rapport a un groupe témoin. Pour l'auteur, ceci refléte le lien unissant 1'age et la durée de travail,
donc du temps d'exposition.

Heller et al. (1986) retrouvent une baisse significative du V.EM.S.et du D.E.M.,,., pour
les éleveurs de vaches laitiéres et les manutentionnaires céréaliers par rapport a des sujets

témoins.

Une relation dose-effet entre la concentration en poussiéres de céréales et la vitesse de
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décroissance du débit de pointe (V.E.M.S.) a été mise en évidence par Enarson ef al. (1985). Un
taux d'empoussiérage supérieur ou égal a 5 mg/m’® serait responsable d'une modification
significative du VEM.S..

Des études de Heederik ef al. (1991) et de Smid ef al. (1992) ont mis en évidence une
corrélation significative entre les niveaux d'exposition aux poussiéres de céréales, aux endotoxines

et a l'ammoniaque, et le développement d'une altération des etites voies aériennes superieures.
s p

En conclusion, l'exposition professionnelle 4 la poussiére de céréales et de foin
augmenterait la prévalence des symptomes respiratoires chroniques et abaisserait les valeurs

spiromeétriques.

3.1.2. Physiopathologie.

Par quels mécanismes la poussiére de céréales ou de foin est-elle responsable de la

symptomatoiogie respiratoire de la bronchite chronique ?

Dosman ef al. (1980) rappellent la composition de ce matériel : son analyse révéle 65 %
de substances organiques et 35% de substances inorganiques. On y retrouve des particules de
grains de céréales, des insectes, des pollens, des micro-organismes bactériens, fongiques ou
parasitaires et leurs toxines, des substances chimiques et des particules de silice. La distribution
des tailles de ces particules est d'environ

- 60% de particules de diamétre aérodynamique supérieur ou égal a 5 um,

- 40% de particules de diamétre aérodynamique inférieur & 5 pm, donc susceptibles
de pénétrer au niveau des petites voies aériennes et des alvéoles, et de provoquer une obstruction
périphérique.

Chez les sujets symptomatiques, on retrouve une inflammation diffuse des voies aériennes,

une hyper-réactivité bronchique non spécifique et une hypersécrétion.

Les mécanismes physiopathologiques de la bronchite chronique obstructive agricole ne
sont pas clairement élucidés. Pour fa plupart des études, elie s'expliquerait par des phénomeénes
inflammatoires récidivants ou chroniques au niveau des espaces aériens terminaux. Il a été en effet
démontré par des expérimentations animales, puis chez I'homme, que l'inhalation de certaines
particules végétales (avoine, sorgho...) et surtout de toxines bactériennes ou fongiques,
s'accompagnait d'un afflux de cellules inflammatoires, et notamment de polynucléaires

neutrophiles, au niveau des espaces aériens terminaux.
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Bronchoconstriction p o .
. - air froid, charge particulaire, gaz irritants,
réflexe fume
mées...
- acariens (stockage, domestiques)
- - animaux et protéines animales
Bronchoconstriction ' : .
) - spores fongiques (Alternaria, Aspergillus,
allergique s )
Penicillium, Cladosporium. ..)
- céréales (orge, avoine, soja, ricin...)
Bronchoconstriction - toxines bactériennes et fongiques
inflammatoire - poussiéres de céréales, de fourrage
Bronchoconstriction - anticholinestérases (pesticides :
pharmacologique organophosphorés, carbamates)

Tableau V :

Mécanismes physiopathogéniques impliqués
dans l'asthme en milieu agricole.

(D'aprés Dalphin, 1993).

- Relative rareté des crises aigués sévéres

- Fréquence des manifestations asthmatiformes

- Fréquence de la polysensibilisation

- Rareté de l'allergie pollinique et aux animaux domestiques

- Mécanismes plurifactoriels (rle dominant de phénoménes non immunologiques )

Tableau VI :

Particularités de I'asthme en milieu agricole.

(D'aprés Dalphin, 1993).
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3.2. Réle des adérocontaminants dans les asthmes professionnels agricoles.

3.2.1. Epidémiologie ¢t physiopathologie.

Entre 3 et 8 % des agriculteurs, en fonction des secteurs étudiés, seraient porteurs
d'un asthme connu et diagnostiqué par un médecin. Cette fréquence ne serait que trés légérement

supérieure a celle rapportée dans la population générale.

En revanche, en fonction des secteurs étudiés, 15 a 40 % des agriculteurs rapportent des
épisodes de sibilance, notamment aprés exposition professionnelle, soit une fréquence beaucoup
plus élevée que dans la population générale. Ces symptdmes asthmatiformes reléveraient pius de
mécanismes inflammatoires (tableau V) que de mécanismes allergiques. L'atopie n'est pas plus
fréquente en milieu agricole que dans le reste de la population.

En milieu agricole, on retrouve souvent une polysensibilisation, et paradoxalement,
l'aliergie aux animaux domestiques et aux graminées est rare ; en revanche, la fréquence de
l'allergie aux acariens de stockage, a certaines moisissures et aux squames d'animaux agricoles est

documentée.

Une des spécificités de I'asthme en milieu agricole est le caractére multifactoriel de ses
mécanismes physiopathogéniques (tableaux V et VI), qui regroupent :
- des mécanismes immunologiques :
# réaction allergique de type hypersensibilité immédiate a IgE,
# hypersensibilité semi-retardée a 1gG et complément,
# hypersensibilité retardée 4 médiation cellulaire (lymphocytes T activés).
- des mécanismes non immunologiques :
# histaminolibération et libération de leucotriénes non IgE-dépendantes apres
inhalation de certaines poussiéres,
# activation du complément,
# inhibition enzymatique : par exemple, laction anticholinestérasique des
insecticides organophosphorés. )

- des mécanismes réflexes :

# phénomenes irritatifs ou toxiques.

Tous ces mécanismes peuvent étre imbriqués ; ils sont encore mal connus et les recherches

sur le sujet ne cessent d'apporter de nouveaux éléments.
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3.2.2. Les pneumaliergenes ruraux.

Les pneumallergénes ruraux comprennent essentieliement des allergénes végétaux

et des allergénes animaux, mais il faut aussi considérer des substances chimiques.
3.2.2.1. LES ALLERGENES VEGETAUX.

# Les poussiéres de céréales.

Il s'agit en général d'allergénes multiples souvent associés. Dans la
poussiére de céréales, il existe de nombreux facteurs antigéniques : grains, pollens, acariens,
moisissures, insectes, actinomyceétes thermophiles, bactéries et endotoxines. Parmi les insectes,
le charangon du blé (Sitophilus granarius, Coléoptéres) et Ephestia kuehniella (Lépidoptéres)
sont incriminés pour leur pouvoir allergisant.

Pour les grains de céréales, l'orge est particuliérement allergisant. Les autres céréales (blé,
mais, avoine) sont plus rarement en cause, mais il existe souvent des réactions croisées.
L'agriculteur peut étre géné par ces poussiéres dans de nombreuses circonstances :

- dans le grenier & céréales, lorsque celles-ci sont engrangées depuis longtemps,

- dans la grange, ou le foin est stocké,

- pendant les moissons,

- lors de l'alimentation du bétail,

- lors du remplissage et de I'évacuation des silos céréaliers.

# Les pollens,

D'aprés une étude de Blandin et Sabbah (1977), 19% des agriculteurs
asthmatiques présentent des tests positifs aux pollens. Par ordre de fréquence, i retrouve d'abord
les pollens de graminées, puis de légumineuses, type luzerne et tréfle. La pollinose reste peu

fréquente chez les agriculteurs par rapport aux autres catégories professionnelles.

# Les aliments du bétail.

On distingue les aliments simples, comportant les plantes fourrageres, les
légumineuses (tréfle, luzerne), les cruciféres (colza), la betterave fourragére, les graminges, les
céréales et les tourteaux oléagineux (ricin, soja, colza) ; les aliments composés présentés en
granulés, qui associent plusieurs aliments simples, des éléments minéraux, des vitamines et des
antibiotiques. Parmi les aliments simples responsables d'allergie respiratoire, on retient

essentiellement la farine d'orge, de luzemne, la poudre de soja et les tourteaux oléagineux.
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Classes

(Genres

Espéces les plus communes

Deutéromycetes

Alternaria

A. alternata

Aspergillus

A. flavus
A. fumigatus
A. niger
A. versicolor

Botrytis

B. cinerea
B. allii

Cladosporium

C. herbarum
C. cladosporioides
C. sphaerospermum

Curvularia

C. lunata

Epicoccum

E. purpurascens

Fusarium

F. avenaceum
F. culmorum

F. oxysporum

F. moniliforme
F. lateritium

Penicillium

P. aurantiogriseum
P. brevicompactum
P. chrysogenum
P. decumbens
P. expansum
P. glabrum
P. italicum
P. purpurogenum
P. rugulosum

Stemphylium

S. botryosum

Zygomycetes

Mucor

Rhizopus

R. arrhizus
R. nigricans
R. oryzae

Tableau VII :

Moisissures fréquemment impliquées
dans les phénoménes allergiques. Mallea et Charpin (1986).
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# Les moisissures.

Il existe en milieu rural une trés grande variété de moisissures dont ia
majorité colonise les poussiéres de céréales, de foin, de paille... Leur développement est d'autant
plus intense que les récoltes sont effectuées par temps humide. L'allergénicité de certaines est
reconnue. Le tableau VI indique les moisissures le plus fréquemment responsables d'allergies. Ce
sont essentiellement les genres Aspergillus, Penicillium, Alternaria et Cladosporium.

Le parasitisme de certaines cultures doit étre retenu : Botrytis pour 'ail, Alternaria pour
le colza, Aspergillus ou Verticillium pour le foin et les céréales.

- Alternaria est I'un des principaux genres en cause dans les allergies respiratoires
d'origine fongique. Plusieurs allergénes ont été mis en évidence sur Alternaria alternata
notamment. |

- Aspergillus est responsable de 'aspergillose bronchopulmonaire allergique ou
maladie de Hinson-Pepys. Plusieurs allergénes ont été identifiés, sur Aspergillus fumigatus en
particulier,

- Cladosporium a suscité de nombreux travaux sur la caractérisation de ses
allergénes. Seule l'espéce Cladosporium herbarum, plus abondante dans les pays nordiques, a été
particuliérement étudiée.

- Penicillium donne un grand nombre de tests cutanés positifs, mais son réle
clinique dans les allergies respiratoires n'est pas encore bien connu.

- Mucor et Rhizopus sont des allergénes fongiques importants.
3.2.2.2. LES ALLERGENES ANIMAUX.

- Les acariens.

L'habitat rural est propice au développement des acariens. Une étude
suédoise de Van Hage-Hamsten ef al. (1985), sur 440 fermiers, note une prévalence de l'atopie
de 15,6%. L'allergie aux acariens de stockage aprés anamnése, prick-tests et dosage des IgE
spécifiques est de 12%.

Pour Davies et al. (1976), Glyciphagus destructor parait I'allergéne le plus important de
la poussiére de céréales. Le tableau VIII (page suivante) permet de distinguer les familles

responsables de manifestations respiratoires selon Bousquet et Vergnenégre (1987).
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Nom des acariens

Maison

Céréales

roglyphidae:
Dermatophagotdes pleronyssinus
Dermatophagoides farinae
FEuroglyphus longior-manei

lvciphagidae:
Lepidoglyphus destructor
Glyciphagus domesticus

.H
+
+d et
.+.
++

¥

oglyphidae:
Acarus siro
Acarus farris
Tyroglyphus siro, T. longior
Tyroglyphus putrescenciae

Frid

Répartition et fréquence des acariens de maison et stockage.
(D'aprés Bousquet et Vergnenegre, 1987).

Tableau VIII :
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- Les allergénes des mammifires et volailles.

La plupart des statistiques d'asthme en France montrent la fréquence chez
I'agriculteur, de tests positifs aux squames de bovins. Les phanéres de chat, de chien, de lapin sont,
pour tous les auteurs, plus rarement en cause a la campagne qu'a la ville. Les plumes et les

déjections de volailles sont responsables d'allergies respiratoires fréquentes chez les agriculteurs.
3.2.2.3. LES SUBSTANCES CHIMIQUES.

L'utilisation de ces produits s'est considérablement développée dans
Pagriculture moderne. Les principaux sont les pesticides (insecticides, fongicides, herbicides), les
engrais et les antibiotiques contenus dans les aliments du bétail. Les tableaux II, III et IV ( pages
18 et 19) indiquent les principales familles de pesticides potentiellement responsables de
manifestations respiratoires. Les organophosphorés et les carbamates peuvent déclencher des
crises d'asthme du fait de leur action anticholinestérasique.

Une étude récente de Senthilselvan ef al. (1992), effectuée sur une population de 1939
agriculteurs canadiens, met en évidence une relation significative entre l'utilisation d'insecticides
de type carbamate et une prévalence d'asthme élevée. L'asthme aux organophosphorés est pris en
charge au tableau n°11 des maladies professionnelles. Le pyréthre aussi est allergisant et peut

provoquer de l'asthme.
3.3. Réle des spores de champignons dans la maladie du poumon de fermier.

Reconnue comme maladie professionnelie en milieu agricole depuis 1971, la maladie du
"péumon de fermier" est une forme d'alvéolite allergique extrinséque, due a l'inhalation bronchique
chronique de poussiéres végétales moisies. Le foin est habituellement en cause mais d'autres
végétaux peuvent étre incriminés (paille, céréales...).

Les antigénes responsables les plus souvent rencontrés sont des actinomyceétes
thermophiles comme Micropolyspora faeni et Thermoactinomyces vulgaris. 11 s'agit de micro-
organismes de petite taille (0,5 a 1 um de diamétre) se développant de fagon préférentielle en
milieu humide et a température élevée.

D'autres micro-organismes ont été incriminés, notamment les moisissures telles que
Aspergillus umbrosus, Aspergillus fumigatus ou encore Candida sp.

L'aspect quantitatif et le mode d'exposition sont également importants. Plusieurs études
aérobiologiques récentes ont permis d'cbserver, d'une part un lien étroit entre risque d'alvéolite

allergique et concentration en micro-organismes, et d'autre part la nécessité d'une exposition
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Dénomination Réservoir antigénique Antigéne
habituel
Micropolyspora faeni
Thermoactinimyces vulgaris
. . . 4 .
Maladie du poumon de - Fourrages moisis N '..ef fomy ces SP
fermier - Paille, céréales... M&.QIBMQL_

Aspergillus sp.

Aspergillus umbrosus

Erwinia herbicola

Maladie des éleveurs

- Déjections d'oiseaux

Protéines aviaires (IgA)

d'oiseaux - Sérum
. n Penicillium casei
Maladie des fromagers - Crofites de fromages i caser
Acarus siro
Actinobifida dichotomica
Maladie des - M:cropolyspora Jaeni
. . - Compost moisi -Thermoactinomyces
champignonnistes :
vulgaris
Aspergillus glaucus
Maladie des écorceurs - s Cryptostroma corticale
iy - Moisissures d'écorces
d'érable
- Poussiéres de bois Alternaria
Maladie des ouvriers du bois | exotiques Rhizopus sp.
- Sciure ou bois moisis Mucor sp.
Maladie des charangons du | - Vieux blé Sitophilus granarius
blé - Farine de blé '
Thermoactinomyces
- Résidus fibreux moisis de | vulgaris
Bagassose ; .
canne a sucre Thermoactinomyces
sacchari
Suberose - Poussiére de liége Penicillium frequentans

Tableau IX :

Les principales alvéolites allergiques extrinséques en milieu agricole.

(Daprés Dalphin, 1993),
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antigénique pendant plusieurs semaines voire plusieurs mois. Ainsi Palmgren et al. (1986), en
Suede , ont démontré que les attaques aigués de poumon de fermier apparaissaient a partir d'une |
concentration en micro-organismes dans 'atmosphére de 10° / m’. Les symptomes apparaissent
I'hiver, particuliérement iorsque I'été précédent a été pluvieux.

L'engrangement d'un fourrage mal séché favorise le développement des micro-organismes.
La distribution de ce foin moisi, dégageant une poussiére blanchitre, va entralner la

symptomatologie clinique.

D'autres alvéolites allergiques sont rencontrées en milieu agricole ; elles sont répertoriées
dans le tableau IX avec la nature de l'allergéne en cause. I'explication physiopathologique d'une
alvéolite allergique extrinséque est complexe et reste encore incomplétement élucidée. Différents
~mécanismes, immunologiques et non immunologiques peuvent étre incriminés et peuvent
s'associer. |

La théorie premicre proposée par Pepys applique au poumon une réaction
d'hypersensibilité semi-retardée (de type IlI de Gell et Coombs). A I'appui de cette théorie, Ia
symptomatologie clinique (survenue semi-retardée des symptomes dans les formes aigués) et la
présence d'anticorps précipitants de type IgG dans le sérum.

Mais il existe certainement associée une hypersensibilité retardée 4 médiation cellulaire
(type IV de Gell et Coombs), comme en témoigne la présence de lymphocytes T suppresseurs
dans les liquides de lavage alvéolaire.

Différentes études évoquent le role d'une hypersensibilité immeédiate.

Enfin, les spores contenues dans la poussiére de foin moisi peuvent, soit activer la voie
alterne du complément, soit provoquer de fagon directe au niveau alvéolaire une réaction

inflammatoire a polynucléaires neutrophiles.

3.4.Role des aérocontaminants dans un syndrome aigu fébrile ou syndrome toxique des

poussiéres organiques.

Il est reconnu que I'exposition massive et inhabituelle & des particules organiques est un
facteur déclenchant dans la survenue d'une symptomatologie respiratoire aigué fébrile survenant

quelques heures aprés.

Dans une ¢étude récente de Rask-Andersen (1989), sur 80 agriculteurs victimes d'un
syndrome aigu fébrile, la cause principale, dans 80% des cas, est la manipulation de grains de

céréales moisis. Vient ensuite la manipulation de foin moisi. Les agents principalement
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responsables seraient des endotoxines libérées par les membranes cellulaires de bactéries Gram
négatif ainsi que des moisissures présentes dans la poussiére inhalée en grande quantité.

Deux études suédoises de Malmberg et al. (1988, 1993) comparent l'exposition aux micro-
organismes en suspension dans l'atmosphére pendant la manipulation de foin moisi parmi une
population d'agriculteurs sains et une population d'agriculteurs ayant présentés un syndrome aigu
fébrile. La concentration moyenne en spores fongiques est environ 100 fois supérieure dans les
fermes des sujets malades (8,4.10° spores/m® contre 0,1.10° spores/m’). La survenue d'un
syndrome aigu fébrile est corrélée a des concentrations en micro-organismes dans l'atmosphére
de 10/ mp?,

La physiopathologie du syndrome toxique des poussiéres organiques reste assez floue.
Elle ne fait pas intervenir de mécanismes immuno-allergiques, a l'inverse de l'alvéolite allergique.
La réaction inflammatoire observée au niveau des voies aériennes serait lice aux propriétés pro-
inflammatoires de certaines substances (probablement toxines bactériennes et fongiques).

Différents mécanismes peuvent étre impliqués:

- un mécanisme direct par pouvoir chimiotactique sur les polynucléaires
neutrophiles et histaminolibération non IgE-dépendante.
- un mécanisme indirect par activation de la voie alterne du complément ou des

macrophages alvéolaires.

3.5. Role des émanations gazeuses et des pesticides.

3.5.1. Les émanations gazeuses.

Elles sont d'origine et de nature variées en milieu agricole.

- La "maladie des remplisseurs de silos" est secondaire a linhalation de dioxyde
d'azote, gaz produit par la fermentation de céréales, de plantes fourragéres ensilées. Cette
production gazeuse atteint un pic dés les 24 heures aprés le remplissage et diminue
progressivement en une dizaine de jours. L'exposition 4 ce gaz entraine des signes d'irritation
bronchique tels que : toux, dyspnée, fiévre, céphalées. L'évolution peut conduire a la constitution
de détresse respiratoire aigué pouvant étre mortelle. Les accidents se produisent quand il y a non

respect des mesures de prévention, c'est a dire de ventilation.

- Des symptomes respiratoires non specifiques peuvent apparaitre aprés exposition
a différentes substances présentes dans la plupart des secteurs agricoles. C'est le cas de certaing

gaz tels que I'hydrogene sulfuré, le gaz carbonique qui résultent de la fermentation du lisier, de
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I'ammoniaque a forte concentration en milieu d'élevage et en particulier dans les élevages de
volailles et de porcs, mais aussi des vapeurs et gaz dégagés par les moteurs thermiques. La panne
des systemes de ventilation peut entrainer une élévation de concentrations gazeuses importante,

pouvant étre mortelle.

3.5.2. Les pesticides.

Des oedémes puimonaires évoluant vers des fibroses gravissimes peuvent étre dus
a linhalation accidentelle de pesticides. Les tableaux II, ITI et IV (pages 18 et 19) présentent les

principaux pesticides utilisés en agriculture.

Parmi les insecticides, les produits les plus souvent mis en cause sont:
- les organochlorés,
- les organophosphoreés,
- les carbamates,
- I'hydrogéne phosphoré.
Parmi les fongicides, le soufre et ses composés sont irritants au niveau de la muqueuse
respiratoire.
Parmi les herbicides, il faut citer particuliérement les ammoniums quaternaires, avec

notamment le paraquat, trés largement utilisé.
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CHAPITRE DEUXIEME
MATERIELS ET METHODES
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Dans ce chapitre, nous décrirons successivement les différents matériels utilisés et les
populations étudiées. Puis, nous présenterons les méthodes et les protocoles mis en oeuvre au

cours de l'étude, destinés a identifier les aérocontaminants d'origine fongique du milieu agricole.

1. ECHANTILLON DE LA POPULATION.

Comme nous l'avons signalé précédemment, notre travail fait suite a l'étude de Xavier
D'Arco (1993) intitulée "Enquéte épidémiologique sur les désordres respiratoires chez 1020 actifs
agricoles en Haute-Vienne". Nous avons utilisé les résultats de cette enquéte, afin de sélectionner

un échantillonnage d'exploitations agricoles ou réaliser des prélévements de poussiéres.

Afin de mettre en relation I'exposition professionnelle aux poussiéres de foin avec la
survenue d'une bronchopneumopathie chronique obstructive et avec la taille de I'exploitation, nous
avons sélectionné, parmi les sujets entrant dans l'enquéte de D'Arco, 40 personnes réparties en
deux groupes :

- un groupe de 20 exploitants agricoles actifs présentant, aux épreuves fonctionnelles
respiratoires, un DEM,, ,, inférieur a8 75 % de la théorie ; ces sujets sont atteints d'une
bronchopneumopathie chronique obstructive et constituent le "groupe BPCO".

- un "groupe témoin", comprenant 20 exploitants agricoles actifs, présentant un DEM,, ,,

normal.

Chaque groupe est divisé en deux sous-groupes de 10 personnes :
- un sous-groupe de 10 personnes travaillant dans une exploitation de moins de 50

hectares. Ce sous-groupe est nommé "expl. < 50 ha".
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Figure 2 : Localisatiun des sites de prélévement.
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- un sous-groupe de 10 personnes travaillant dans une exploitation de 50 hectares ou plus.

Ce sous-groupe est nommeé "expl. > 50 ha".

Les critéres communs de sélection des 40 sujets sont les suivants :

- lieu de travail dans une exploitation située en Haute-Vienne dans un rayon de 60 kms
autour de Limoges. Les différents sites sont indiqués sur la carte figure 2.

- type d'activité de l'exploitation : élevage et polyculture.

- particularité de l'activité : foin engrange.

- activité horaire hebdomadaire autour du foin engrangé supérieure ou égale a 7 heures.
- sexe : indifférent.

- age : entre 40 et 60 ans.

- tabagisme : néant, car, étant un facteur de risque dans la survenue d'une obstruction
périphérique, il est un critére confondant important.

- antécédents cardio-respiratoires et pulmonaires : néant, car méme ceux n'entrainant pas
d'obstruction bronchique peuvent induire des symptomes respiratoires et modifier les

épreuves fonctionnelles respiratoires ; ils sont donc aussi un facteur confondant.

2. METHODE ET CONDITIONS DE PRELEVEMENT DES POUSSIERES.

2.1. Le capteur de poussiéres CPM3.

2.1.1. Présentation génerale.

Le capteur de poussiéres CPM3 est un appareil autonome destiné a Ia mesure
pondérale des particules respirables en suspension dans 'atmosphere, c'est a dire susceptibles de
pénétrer dans les alvéoles pulmonaires et de s'y déposer, conformément aux plus récentes données
médicales.

1l se présente sous la forme d'un cylindre muni d'un pied et surmonté d'une poignée
permettant son transport et sa mise en place au lieu de prélévement. Sa caractéristique essentielle
est qu'il reproduit le mécanisme du dépot des poussiéres dans les voies respiratoires de 'homme.

Lorsqu'un ouvrier travaille dans une atmosphére poussiéreuse, trois possibilités
apparaissent :

- une partie des poussiéres qu'il respire est arrétée dans les voies respiratoires supérieures
(nez, bouche, trachée, bronches) ;

- une autre partie pénétre dans Jes alvénies pulmonaires et s'y dépose ;

51



Pognee de transport Prise de recharge
des battenes

Battenas

| Circuits de
Interruptew i regulation de tenstwon

W
Arbre intarmedigire

- Coupeile et tilires
Sorve d'air 1
e Entrée d'air
Cycione
f
Supoon

Yis ge serrage Pied

Figure 3 : Schéma du capteur CPM3.
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- une troisiéme partie est rejetée a l'expiration.
L'autonomie de l'appareil est en moyenne de 10 heures et son débit de 3 m® par heure.

2.1.2. Description.
La figure 3 présente le capteur CPM3.

L'ensemble de l'appareillage comprend le capteur proprement dit et un chargeur. Le
capteur comprend :
- une poignée destinée au transport et i la suspension de l'appareil au point de
prélévement.
- un corps cylindrique comprenant :
- un bloc batterie,
- un circuit électronique de régulation de tension,
- un moteur électrique,
- une coupelle rotative amovible renfermant les filtres en mousse de polyuréthane,

destinée 2 la captation des poussiéres respirables.

L'élément filtrant comprend :

- un filtre & larges mailles (diamétre des pores de 500 4 600 um) de 5 mm d'épaisseur,
placé au fond de la coupelle.

- un filtre fin (diamétre des pores de 250 pm) de 15 mm d'épaisseur, comportant un orifice
central de 20 mm, placé a la partie supérieure.

- un cyclone destiné a la captation des plus grosses particules, non respirables, qui sont
collectées dans un godet.

- un pied cylindrique permettant la pose du capteur au point de prélévement.

2.1.3. Principe de fonctionnement.

* Aspiration :

La mise sous tension du moteur a pour effet d'animer la coupelle renfermant les
filtres d'un mouvement de rotation. La rotation de I'équipage mobile, a une vitesse de l'ordre de
5000 tours par minute, a pour effet de produire la dépression nécessaire a l'aspiration de Fair, a
l'image d'un ventilateur centrifuge.

L'air poussi€éreux a analyser :
- est aspiré dans le cyclone par l'orifice d'entrée ot il prend un mouvement tourbillonnaire,

- pénétre dans le corps de l'appareil,
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- traverse en mouvement radial la coupelle renfermant les filtres,

- ressort a atmosphére par l'orifice de sortie d'air.

* Captation des poussiéres
Les poussiéres en suspension sont arrétées de la maniére suivante -
’ - Les plus grosses particules, qui se déposent normalement dans les voies respiratoires
supérieures de I'homme, sont retenues par le cyclone et se rassemblent dans le godet inférieur.
- Les particules fines respirables, qui pénétrent normalement dans les alvéoles pulmonaires
et s'y déposent, sont captées par les filtres placés dans la coupelle.
- Les plus fines, qui sont normalement rejetées a l'expiration, s'échappent par l'orifice de

sortie d'air.

* Mécanisme de la captation des poussiéres respirables :

La mousse de polyuréthane utilisée est du type a cellules ouvertes. Il s'agit d'un
matériau poreux constitué d'un grand nombre de fibres reliées les unes aux autres et de faible
€paisseur par rapport aux alvéoles qu'elles délimitent. La figure 4 donne une vue de ce filtre placé
sous le microscope.

L'air poussiéreux pénétrant dans ce milieu, animé d'un mouvement rotatif rapide
perpendiculairement a son écoulement, voit ses particules captées par impact sur les fibres qui se
présentent. Chaque fibre, en commengant par les premiéres rangées, se charge ainsi de poussiéres.
La capacité de rétention des fibres est toutefois limitée. Lorsqu'elles sont recouvertes d'une
certaine quantité de poussiéres, elles ne peuvent plus en absorber. A ce stade, si d'autres particules
se présentent, il y a alors surcharge et réentrainement des poussiéres sous forme d'agglomérats.
Ces derniers sont alors captés par les fibres plus profondes non encore saturées et ainsi de suite.

A la limite, il y a rejet des particules a I'extérieur.

Il s'ensuit que
- les pores ou alvéoles restent toujours largement ouverts et il n'y a pas de colmatage |
- la capacité de rétention du filtre est limitée par la saturation des fibres. Elle est de l'ordre

de I gramme avant que n'apparaisse tout phénoméne de rejet,
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2.2. Conditions de prélévement.

2.2.1. Lieu de prélévement.

Dans un premier temps, nous avons effectué des prélévements destinés aux essais
préliminaires de mesure pondérale des poussieres respirables. Deux séries de prélévements ont été
réalisées : - une premiére série dans une grange, au milieu du foin, porte fermée, sans activité
autour du capteur A

- une deuxiéme série dans une étable, en présence d'animaux.

Dans tous les cas, le capteur est posé ou suspendu a environ 1,70 m du sol.

Puis les prélévements destinés a l'analyse qualitative et quantitative des particules

fongiques sont réalisés dans les 40 exploitations définies précédemment.
Dans chaque exploitation, le prélévement est effectué dans une grange ou du foin est stocké
depuis plusieurs mois. Les prélévements étant effectués durant les mois de mai & septembre 1993,
le foin présent dans les granges est toujours celui stocké depuis I'année précédente.

L'appareil est posé ou suspendu a environ 1,70 métre du sol dans la grange, a proximité
du foin.

Dans certaines granges, il peut y avoir présence d'animaux pendant un certain temps du
prélévement, mais ils se trouvent toujours a distance de I'appareil (au moins 5 métres). Pendant
le temps du prélévement il y a peu d'activité autour de l'appareil. La porte de la grange reste

fermée le plus longtemps possible pendant le prélévement.

2.2.2. Temps de prélévement.

L'appareil est laissé en place pendant 7 heures. Son débit étant de 3 m’ par heure,

21 m?® d'air sont donc aspirés pendant chaque prélévement.

3. MESURE PONDERALE DES POUSSIERES RESPIRABLES.

Les principes mis en oeuvre par la coupelle tournante font qu'une partie de la poussiére
prélevée se trouve fixée dans la mousse de polyuréthane, alors qu'une fraction complémentaire
se dépose sur les rebords internes de la coupelle. Pour cette raison, les pesées portent sur la
coupelle munie de sa mousse et non sur la mousse seule.

Les opérations de pesée des coupelles ont pour objet de donner le poids total des
poussiéres captées durant le prélévement : elles se font suivant une méthode différentielle utilisant

une coupelle témoin.
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3.1. Préliminaires a la pesée.

La mousse de polyuréthane étant sensible a la température et au degré hygrométrique de
la piéce au moment de la pesée, il convient de mettre les filtres en équilibre hygrométrique avec
I'atmosphére du laboratoire. Pour cela, on laisse séjourner chaque coupelle durant un quart d'heure
dans l'atmosphére du laboratoire avant la pesée, afin qu'elle s'équilibre avec I'humidite relative et
la température de la piéce.

Avant chaque pesés, les coupelles ont séjourné une nuit dans un dessiccateur : la coupelle
chargée revenant du site de prélévement est placée dans le dessiccateur contenant la coupelle
témoin, le soir ; elle est donc préte & la pesée le lendemain matin. Nous avons essayé deux types

de dessiccateur : I'étuve a 28 °C, et une boite hermétique contenant du gel de silice.
3.2. Pesée.

Les peséees sont effectuées avant et aprés prélévement 4 l'aide d'une balance de laboratoire
a 0,1 mg. Le poids des poussiéres recueillies par une coupelle est égal a l'augmentation de son

poids différentiel par rapport au témoin. L'incertitude absolue sur ce poids est de 1,2 mg.
3.3. Mode opératoire.

*On choisit un filtre de référence : celui ayant le plus faible poids. Ce dernier est destiné
a rester dans le dessiccateur et  étre pesé en méme temps que les filtres de mesure.
* Avant toute pesée, on laisse chaque coupelle pendant 15 minutes dans l'atmosphere du
laboratoire afin de réaliser la mise en équilibre thermique et hygrométrique.
*es coupelles sont pesées rapidement.
*Calcul du poids de poussiéres prélevées :
- soient P, le pdids de la coupelle renfermant le filtre de mesure avant prélevement
et P, le poids de cette méme coupelle aprés prélévement, |
- soient T, le poids de la coupelle témoin avant prélévement et T, le poids de la

coupelle témoin aprés prelévement.

Le poids de poussiéres prélevees est :
P= (PyP) - (TT)
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4. METHODE D'ETUDE DES SPORES INHALEES.
4.1. Extraction des poussiéres respirables.

Les poussiéres contenues dans les filtres en mousse de polyuréthane sont récupérées pour
l'analyse mycologique ultérieure. Les filtres revenant du site de prélévement sont placés au fond
d'un bécher d'un diamétre légérement supérieur au leur. Ils sont rincés 4 l'aide de 20 mL d'eau
distillée. Pour cela on procéde en deux étapes :

- on verse d'abord la moitié de I'eau distillée dans le bécher, on presse plusieurs fois les
filtres a l'aide d'un agitateur en verre. La suspension obtenue est versée dans un tube de
centrifugation en maintenant les filtres pressés.

- l'opération est recommencée avec l'eau distillée restante. La suspension obtenue,
contenant les poussiéres extraites, est centrifugée.

Les filtres, aprés séchage, sont réutilisables.
4.2. Mise en culture des poussiéres extraites.

Un milieu de culture a préalablement été préparé et coulé dans des boites de Pétri de 9 cm
de diametre. Il s'agit d'une gélose de Sabouraud-chloramphénicol, milieu séiectif adapté a la
recherche des moisissures et inhibiteur a I'égard des bactéries.

Le culot de centrifugation obtenu & I'étape précédente est prélevé a l'aide d'une pipette
Pasteur et sert 4 'ensemencement d'une boite de Pétri. L'ensemencement est réalisé en surface,
par étalement sur le milieu gélosé refroidi. Puis, la boite de Pétri fermée est mise a incuber a

I'étuve a 28°C pendant 6 jours.

4.3. Comptage et identification des champignons en culture.

4.3.1. Comptage des colonies.

Aprés incubation, des colonies se sont développées, chacune correspondant 4 une
spore viable présente dans la suspension étalée sur la gélose. On différencie plusieurs types de
colonies selon leurs caractéristiques morphologiques. Pour chaque type, on exprime la quantité

en " unités formant colonie " (u.fc.).

4.3.2. Identification des moisissures.

Une premiére identification est basée sur les caractéres culturaux. Il s'agit d'une observation
macroscopique des colonies. Puis une détermination plus précise des moisissures est obtenue par

I'observation au microscope de préparations montées sur lames.
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*Caractéres culturaux.

Les colonies sont observées & l'oeil nu et leurs caractéres morphologiques

sont relevés : _

- La vitesse de croissance : les colonies sont plus ou moins extensives en un temps donné.

- La couleur : elle est due a la pigmentation soit du mycélium, soit des spores, soit des
deux a la fois.

- L'aspect : les colonies peuvent étre plates, bombées, séches, humides, & surface lisse ou
plissée...Elles peuvent étre duveteuses, veloutées, laineuses, floconneuses, feutrées, poudreuses...

- Le contour . il peut étre régulier ou irrégulierement lobé.

- L'odeur : elle peut éire plus ou moins prononcée ou inexistante.

- Le pigment peut étre diffusible dans le milieu ou limité au revers de la colonie.
*Analyse microscopique.

Afin d'affiner l'identification des champignons, il est nécessaire de se référer
a leurs caractéres microscopiques. Cette observation nécessite le montage de préparations
microscopiques.

i) Préparation des lames.

Un échantillon de chaque sorte de colonie est prélevé en vue d'un
montage entre lame et lamelle. On choisit de prélever un morceau de thalle situé
approximativement a égale distance du centre de la colonie et de sa périphérie, de maniére a
pou{roir observer les structures les plus différenciées sans qu'elles soient pour autant trop agées
et fragilisées.

L'échantillon, prélevé superficiellement dans la culture, est placé sur une lame dans une
goutte de bleu lactique, puis recouvert d'une lamelle. La préparation est 1égérement chauffée sur
la flamme afin de chasser les bulles d'air indésirables et de fixer le montage. Le champignon est

prét pour I'observation.
i1) Observation microscopique.

L'observation est réalisée successivement aux différents
grossissements du microscope, jusqu'a l'immersion. L'identification est basée sur la morphologie

des spores et des fructifications observees.
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iit) Organisation du champignon.

- Etude microscopique du mycélium . absence ou présence de cloisons, couleur,
ornementation des parois, largeur, mode de ramification, différenciation des thallospores.

- Nature des organes différenciés . zygospores, apothécies, périthéces, chlamydospores,
sclérotes, conidiophores...

- Etude des organes différenciés et de leur contenu - forme, couleur, dimensions, texture
des parois, ornementations.

- Mode d'insertion des spores : directement attachées sur le mycélium ou sur des appareils
sporiféres a accroissement défini, dressés perpendiculairement au plan ou s'étend le mycélium,

simples ou ramifiés ou alors enfermées dans les organes reproducteurs différenciés.

iv) Caractéres morphologiques des spores.

- Taille : entre 2 et 80 pm.

- Pigmentation : spores hyalines ou colorées (brunes, ﬁoires, vertes, ocres...).

- Forme . symétrique ou asymétrique, arrondie ou allongée, hélicoidale, anguleuse, en
fuseau, droite ou courbe... ‘

- Structure : absence ou présence d'une ou de plusieurs cloisons transversales,
longitudinales ou méme obliques.

- Ornementation . membrane sporale lisse, finement ou grossiérement orementée
(présence de stries, échinules, verrues, granules, crétes...).

- Pore germinal : zone ronde ou allongée plus claire, visible surtout dans les spores

colorées, a paroi épaisse.
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CHAPITRE TROISIEME
RESULTATS
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Nous allons présenter dans ce chapitre les résultats obtenus lors de nos expériences.
Une premicre partie est consacrée aux résultats des essais préliminaires de mesure pondérale des
poussieres respirables.

Dans une deuxieme partie nous allons exposer les résultats concernant l'analyse qualitative
et quantitative des particules fongiques prélevées.

Des comparaisons seront effectuées dans les différents groupes de prélévements.

1. ESSAIS PRELIMINAIRES DE MESURE PONDERALE DES POUSSIERES
RESPIRABLES.

Afin d'évaluer la sensibilité et la reproductibilté de la méthode et de l'appareil de
prélévement, plusieurs essais sont réalisés dans une grange et dans une étable. L'objectif est de

mesurer la quantité de poussiéres captées sur les filtres.

Rappelons la formule énoncée dans le chapitre précédent pour le calcul du poids de
poussiéres prélevées :
Soient : - P, le poids de la coupelle renfermant le filtre de mesure avant prélévement,

- P, le poids de cette méme coupelle aprés prélévement,

- T, le poids de la coupelle témoin avant prélévement,

- T, le poids de la coupelle témoin aprés prélévement,
Le poids de poussiéres prélevées est :

P =(P,-Py) - (T-T)).
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1.1. Prélevements dans une grange.

Une premiére série de prélévements a €té réalisée dans une grange, au milieu du foin, porte
fermeée, sans activité autour du capteur.

Plusieurs méthodes de mesure pondérale des poussiéres ont été essayées :

i) Sans utilisation d'un dessiccateur et sans utilisation de la formule utilisant la coupelle-
témoin. Les coupelles contenant les filtres sont pesées avant et aprés prélévement. La différence
entre les deux pesées donne la quantité de poussiéres prélevées.

Cing prélévements sont effectués dans les mémes conditions, au méme endroit.

On obtient les résultats suivants :

P,=5mg
P,=12mg
P, =37 mg
P,=1mg
P;=-61 mg

it} Méme expérience, mais les filtres sont pesés aprés avoir passé une nuit & I'étuve 3 28°C
(avant et aprés prélévement).

On obtient 5 autres résultats :

P,=-2mg
P,=0mg
P;=8mg
Py=-1mg
Ps=0mg

iif) L'étuve est remplacée par un dessiccateur contenant un gel de silice.
On utilise la formule avec la coupelle témoin afin de tenir compte de la variation du degré
hygrométrique entre les pesées. La coupelle témoin reste au laboratoire dans le dessiccateur.

Cinq mesures sont réalisées dans ces conditions, dont voici les résultats :

P,,=7mg
P=1mg
P,;=0mg
P,,=3mg
Ps=1mg
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Type de moisissure Norpbre ‘de’prélévemgr-lts ou sont '.Fréq‘uencg
identifiées les moisissures d'identification
Aspergillus niger - 40 100 %
Aspergillus glaucus 8 20 %
Aspergillus fumigatus 16 40 %
Aspergillus flavus 3 7,5 %
Aspergillus versicolor 1 25%
Penicillium sp. 2 5%
Mucorales 25 62,5%
Fusarium sp. 2 5%
TABLEAU X :

Fréquence d'identification des différentes colonies

dans les prélevements de poussiére.
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1.2. Prélévements dans une étable.

Une deuxieme série de prélevements, dans une étable, en présence d'animaux, donc
d'activité autour du capteur, est réalisée. On utilise le dessiccateur a gel de silice et la formule avec

coupelle témoin.

On obtient cinq autres résultats :

P,=1mg
P, =0mg
Pis=2mg
P, =0mg
Pyy=1mg

On constate .globalement la fiabilité limitée de cette méthode, qui a fourni dans certains
cas des résultats négatifs. La nature irréguliérement adsorbante du support en mousse dépend de

maniere trop sensible de 'humidité relative ambiante. Ces résultats ne sont pas exploitables.

2. ETUDE QUALITATIVE ET QUANTITATIVE DES PARTICULES FONGIQUES.

Les résultats exposés ici concernent l'analyse des 40 prélévements effectués dans les 40

exploitations et dans les conditions définies dans le chapitre précédent.

2.1. Analyse qualitative des moisissures.

Les moisissures qui se sont développées en culture appartiennent aux Mucorales et aux
Deutéromyceétes.
L'identification des colonies, aprés six jours d'incubation, a permis de distinguer différentes

espeéces. Parfois l'identification s'arréte au genre. Nous avons pu identifier

Aspergillus niger Penicillium sp.

Aspergillus glaucus Fusarium sp.

Aspergillus fumigatus Rhizopus sp

Aspergillus flavus Absidia sp., notamment A. corymbifera
Aspergillus versicolor Mucor sp.

Le tableau X présente la fréquence d'identification des différents types de colonies dans

les 40 prélévements de poussiéres.
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Nombre de prélévements ou ont été identifiées les
moisissures
Type de moisissure sati
Exploitations Exglpxtatlons
P 5 supérieures ou Total
inférieures 4 50 ha , .
¢gales a 50 ha
Aspergillus niger 20 20 40
Aspergilius glaucus 7 1 8
Aspergillus fumigatus 7 9 16
Aspergillus flavus 2 1 3
Aspergillus versicolor 1 0 1
Penicillium sp. 2 0 2
Mucorales 13 12 25
Fusarium sp. 0 2 2
TABLEAU XI :

Fréquence d'identification des colonies
selon la taille de I'exploitation.

Nombre de préléveme.nt.s ou ont été identifiées les
Type de moisissure TO1SISSures.
Groupe témoin Groupe BPCO Total
Aspergillus niger 20 20 40
Aspergillus glaucus 5 3 8
Aspergillus fumigatus 5 11 16
Aspergillus flavus 2 1 3
Aspergillus versicolor 1 0 I
Penicillium sp. 2 0 2
Mucorales 9 16 25
Fusarium sp. 2 0 2
TABLEAU XII :

Fréquence d'identification des colonies selon I'état de santé respiratoire.
Le groupe BPCO comprend les personnes atteintes de bronchopneumopathie chronique
obstructive. Elles présentent aux épreuves fonctionnelles respiratoires (EFR) un DEM,; 5
inférieur 4 75 % de la théorie. -
Le groupe témoin présente aux EFR un DEM,; ,s normal (supérieur ou égal a 75 %).
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Nombre de prélévements
wn

Nombre de colonies différentes développées

Figure 5 : Répartition des différents groupes de préiévements selon le nombre
de colonies différentes développées.

Groupe T<50 : Prélévements effectués dans une exploitation < 50 hectares, lieu de travail
de sujets appartenant au groupe témoin.

Groupe T 350 : Prélévements effectués dans une exploitation d'au moins 50 hectares, lieu de
travail de sujets appartenant au groupe témoin.

Groupe BPCO<50 : Prélévements effectués dans une exploitation <50 hectares, lieu de travail
de sujets atteints de bronchopneumopathie chronique obstructive. -

Groupe BPCO 50 : Prélévements effectués dans une exploitation d'au moins 50 hectares,
lieu de travail de sujets atteints de bronchopneumopathie chronique obstructive.
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On remarque la forte présence du genre Aspergillus, dont 5 espéces sont représentées,
avec l'omniprésence d'4. niger, identifié dans tous les prélévements. A. fumigatus est retrouvé
dans 40 % des prélévements. Les autres espéces d'dspergillus (4. glaucus, A. favus,

A.versicolor) sont moins souvent identifiées,

Les Mucorales, représentées par différentes espéces de Mucor, Absidia et Rhizopus, sont
aussi souvent présentes (62,5 % des prélévements). Il s'agit de colonies trés envahissantes qui

rendent difficile l'identification d'autres espéces,

Les Penicillium et Fusarium sont peu représentés. Chacun des deux genres a été identifié

dans seulement deux prélévements.

2.1.1.Comparaison des fréquences d'identification des moisissures en fonction

de la taille des exploitations.

Les fréquences d'identification des espéces de moisissures en fonction de la taille de
I'exploitation agricole sont présentées dans le tableau XI.

On remarque peu de différences entre les valeurs hormis pour 4. glaucus, identifié dans
7 prélévements provenant d'exploitations inférieures a4 50 hectares, contre seulement 1

prélévement provenant d'une exploitation supérieure 4 50 hectares.

2.1.2.Comparaison des fréquences d'identification des moisissures en fonction

de I'état de santé respiratoire des sujets travaillant dans les exploitations étudiées.

Les résultats de ces comparaisons sont présentés dans le tableau XI1.

On retrouve environ deux fois plus souvent A. fumigatus et les Mucorales dans les
prélévements correspondant au groupe des sujets atteints de bronchopneumopathie chronique
obstructive (groupe BPCO) que dans les prélévements provenant du groupe de sujets sains

(groupe témoin).
2.1.3.Infestation unique ou polyinfestation ?

La figure 5 présente la répartition des différents groupes de prélévements selon le nombre
de sortes différentes de colonies développées.

On remarque que dans la majorité des prélévements on observe de un 2 trois types de
colonies. On trouve plus de 4 types de colonies différentes dans seulement 7 prélévements, dont

5 proviennent d'une exploitation inférieure a 50 hectares.
On remarque que sur les 12 prélévements ou I'on a retrouvé une seule espéce de
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Nombre total Nombre de prélévements

du.fe. T<50 T250 BPCO<50 | BPCO250 Total
20459 | 3 8 4 2 17
60 a 89 2 0 3 5 10

100 ou plus 5 2 3 3 13

: TABLEAU XI1I
Répartition des différents groupes de prélévements selon la quantité d'unités formant colonies
(u.f.c.) développées.

Groupe T<50 : Prélévements effectués dans une exploitation inférieure & 50 ha, lieu de
travail de sujets sains appartenant au groupe témoin.
Groupe T250 : Prélévements effectués dans une exploitation d'au moins 50 ha, lieu de
travail de sujets sains appartenant au groupe témoin.
Groupe BPCO<50 : Prélévements effectués dans une exploitation inférieure a 50 ha, lieu de
travail de sujets atteints de bronchopneumopathie chronique obstructive.
Groupe BPCO>50 : Prélévements effectués dans une exploitation d'au moins 50 ha, lieu de
travail de sujets atteints de bronchopneumopathie chronique obstructive.
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champignon, 9 ont été réalisés dans le groupe témoin. De méme, sur les 14 prélévements ou l'on
a identifié 3 types différents de colonies, 10 font partie du groupe BPCO. Donc, dans la moitié
des prélévements réalisés dans le groupe témoin, nous avons identifi¢ une seule espéce de
moisissure, alors que nous en avons identifié 3 différentes dans la moitié des prélévements du
groupe BPCO.,

En conclusion :

- La présence de 4. glaucus serait corrélée avec la petite taille des exploitations,

- A. fumigatus et des Mucorales seraient présents préférentiellement dans les prélévements
provenant du groupe BPCO.

- Les prélévements provenant du groupe BPCO contiendraient un nombre plus élevé de

moisissures différentes que ceux du groupe témoin.

2.2. Analyse quantitative des moisissures.

2.2.1. Nombre total d'unités formant colonies.

Le nombre d'unités formant colonies (u.f.c.) développées par boite de Pétri apreés six jours
d'incubation varie de 20 4 environ 130.

Le tableau XIII montre la répartition des différents groupes et sous-groupes de
prélévements dans des tranches quantitatives correspondant au nombre d'u.f.c. développées par

prélévement.

On remarque :

- la prédominance de prélévements comptant de 20 a 59 u.fic.

- que la tranche 20-59 ufc. regroupe une majorité de prélévements provenant
d'exploitations de taille supérieure ou égale a 50 hectares (10 sur 17), alors que les prélévements
contenant au moins 100 u.fc. sont en majorité issus d'exploitations de taille inférieure a 50
hectares (8 sur 13).

- que la tranche 20-59 u.f.c. regroupe plus de prélévements du groupe témoin que de
prélévements du groupe BPCO (11 sur 17), alors que 14 prélévements du groupe BPCO sur 20

contiennent au moins 60 u.f.c. (contre 9 prélévements sur 20 dans le groupe témoin).

En conclusion, les grandes exploitations seraient moins infestées par les moisissures que
les petites, et les prélévements provenant du groupe BPCO seraient légérement plus colonisés que

ceux provenant du groupe témoin.
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Nombre de prélévements
A

20229 30449 50 et plus
Nombre d'u.f.c.

Figure 6 : Etude quantitative d' Aspergillus niger :
répartition des différents groupes de prélévements selon le nombre
d'unités formant colonies développées.

Groupe T <50 ; Prélévements effectués dans une exploitation < 50 hectares, lieu de travail
de sujets appartenant au groupe témoin.

Groupe T > 50 : Prélévements effectués dans une exploitation d'au moins 50 hectares, lieu de
travail de sujets appartenant au groupe témoin.

Groupe BPCO <50 : Prélévements effectués dans une exploitation <50 hectares, lieu de travail
de sujets atteints de bronchopneumopathie chronique obstructive.

Groupe BPCO > 50 : Prélévements effectués dans une exploitation d'au moins 50 hectares,
lieu de travail de sujets atteints de bronchopneumopathie chronique obstructive.
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Nombre de prélévements
Ln

0 1a9 10419 20429
Noembre d'u.f.c.

Figure 7 : Etude quantitative des Mucorales :
répartition des différents groupes de prélévements
selon le nombre d'unités formant colonies développées.

Groupe T <50 : Prélévements effectués dans une exploitation < 50 hectares, lieu de travail
de sujets appartenant au groupe témoin.

Groupe T > 50 : Prélévements effectués dans une exploitation d'au moins 50 hectares, lieu de
travail de sujets appartenant au groupe témoin.

Groupe BPCO <50 : Prélévements effectués dans une exploitation <50 hectares, lieu de travail
de sujets atteints de bronchopneumopathie chronique obstructive.

Groupe BPCO » 50 : Prélévements effectués dans une exploitation d'au moins 50 hectares,
lieu de travail de sujets atteints de bronchopneumopathie chronique obstructive.
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Nombre de prélévements

0 1a9 i0al19 20429 30449 50 et +
Nombre d'u.f.c.

Figure 8 : Etude quantitative d' Aspergillus fumigatus :
répartition des différents groupes de prélévements seion le nombre
d'unités formant colonies développées.

Groupe T <50 : Prélévements effectués dans une exploitation < 50 hectares, lieu de travail
de sujets appartenant au groupe témoin.

Groupe T = 50 : Prélévements effectués dans une exploitation d'au moins 50 hectares, lieu de
travail de sujets appartenant au groupe témoin.

Groupe BPCO <50 : Prélévements effectués dans une exploitation <50 hectares, lieu de travail
de sujets atteints de bronchopneumopathie chronique obstructive.

Groupe BPCO > 50 : Prélévements effectués dans une exploitation d'au moins 50 hectares,
lieu de travail de sujets atteints de bronchopneumopathie chronique obstructive.

73



2.2.2, Etude quantitative des différentes espéces identifiées.

Lorsqu'une espéce ou un genre de moisissure est identifié¢ dans un prélévement, le nombre
d'u.f.c. observées varie de 1 a plus de 50.

Pour l'expression des résuitats, nous avons distingué 5 tranches quantitatives représentant
le nombre d'u.f.c. approximatif de chaque espéce ou genre :

- absence de colonie,

- nombre du.fc.de 149,

- nombre d'u.f.c. de 104 19,

- nombre d'u.f.c. de 20 4 29,

- nombre d'u.f.c. de 30 a 49,

- nombre d'u.f.c. supérieur ou égal a 50.

Les figures 6, 7 et 8 répartissent les différents groupes et sous-groupes de prélévements

dans les différentes tranches quantitatives pour les moisissures le plus souvent identifiées.

Les résultats de cette étude sont présentés dans la figure 6.

Des colonies d'4. niger ont été identifiées dans tous les prélévements et en quantité
importante par rapport aux autres moisissures. En effet, prés de la moitié des prélévements (19
sur 40) a revélé plus de 50 u.f.c. d'4. niger et les trois-quarts plus de 30 u f.c.

Si on compare les deux groupes de prélévements, on remarque que ce sont surtout des
prélévements provenant du groupe BPCO qui révélent au moins 50 u.fc. d'4. niger (12
prélevements BPCO contre 7 témoins).

Les résultats concernant les Mucorales sont présentés dans la figure 7.

Rappelons que nous avons identifié trois genres dans l'ordre des Mucorales : Rhizopus sp.,
Absidia sp. (notamment A. corymbifera) et Mucor sp.

Les différentes colonies sont assez envahissantes, et nous n'avons pas pu quantifier chaque
genre avec précision. Les résultats quantitatifs regroupent donc les trois genres. Nous avons déja
remarqué que les Mucorales n'étaient pas présentes dans tous les prélévements. Quand elles sont
présentes, elles sont souvent en quantité importante : 11 prélévements, sur 25 en contenant,
révélent au moins 50 u.f.c. de Mucorales.

Si I'on compare les quantités de Mucorales en fonction de la taille des exploitations, on
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remarque que ce sont surtout des prélévements provenant des petites exploitations qui contiennent
des Mucorales en grande quantité : 10 prélévements provenant d'exploitation de taille inférieure
a 50 hectares contiennent plus de 30 u.f.c. contre 4 prélévements provenant d'exploitation d'au

moins 50 hectares.

- Etude quantitative d'dspergillus fumigatus.

Les résultats de cette étude sont présentés dans la figure 8.
Nous avons déja remarqué que 4. fumigatus se retrouve dans moins de la moitié des
prélévements (16 sur 40). A. fumigatus n'a jamais été identifié en grande quantité : aucun
prélévement ne contient plus de 50 u.fc. et la majorité en contient moins de 20.
On constate que 11 prélévements sur les 16 qui ont permis l'identification d'4. Jumigatus,
font partie du groupe BPCO, ce qui correspond a prés de 70 %. De plus, sur les 5 prélévements
qui contiennent le bius d'A. fumigatus (30-49 u.f.c.), 4 font partie du groupe BPCO.,

En conclusion :

- les colonies d'4. niger ont été isolées en quantité plus importante dans les prélévements
provenant du groupe BPCO,

- les Mucorales se sont développées en quantité plus importante dans les prélévements
provenant de petites exploitations,

- les prélévements contenant le plus d'u.f.c. d'4. fumigatus proviennent en majorité du
groupe BPCO.
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CHAPITRE QUATRIEME
DISCUSSION
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Aprés un bref rappel des résultats obtenus dans notre étude et quelques remarques sur les
méthodes que nous avons employées, nous comparerons :i0s résultats & ceux relevés dans la

littérature au cours de différentes études sur I'aérocontamination en milieu agricole.

1. RESUME DES RESULTATS DE NOTRE ETUDE.
1.1. Mesure pondérale des poussiéres respirables.

Comme le montrent les essais préliminaires, les résultats obtenus avec la méthode que nous
avons employ€e ne peuvent pas étre exploités. Cette méthode est une extrapolation d'une
technique d'évaluation des poussiéres minérales inhalées par les sujets soumis au risque de sificose.
Elle nous avait été proposée par des pneumologues. De toute évidence, la méthode n'est pas
adaptée a l'appréciation du poids de particules organiques, et notamment de spores fongiques,

retenues sur les filtres, compte-tenu de leur trés faible densité.

De plus, il paraitrait plus intéressant, pour apprécier de maniére la plus fiable possible
I'exposition réelle du travailleur a la poussiére, d'utiliser un détecteur individuel porté par l'ouvrier

durant son travail. Nous ne disposions pas d'un tel appareil pour notre étude.

Peut-étre aurait-il été plus judicieux de réaliser les prélévements sur une durée plus courte,
mais en reproduisant, a cté du capteur, les activités d'un agriculteur produisant de la poussiére,

comme, par exemple, la manipulation de foin.

Enfin, des facteurs climatiques, et notamment I'humidité relative de I'air ambiant et la

température, jouent probablement un réle dans la dispersion de la poussiére dans I'atmosphére.
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1.2. Etude mycologique des poussiéres respirables.

1.2.1. Résyltats.
1.2.1.1. Analyse qualitative.

Les moisissures le plus souvent identifiées dans les prélévements
appartiennent:
- au genre Aspergillus, avec surtout A. niger, puis 4. fumigatus et A. glaucus.

- a l'ordre des Mucorales, avec les genres Absidia, Mucor et Rhizopus.
La présence d'A. glaucus parait étre corrélée avec la petite taille des exploitations.

Les prélévements provenant du groupe présentant une obstruction bronchique contiennent,
en moyenne, plus de types différents de moissures et contiennent plus souvent 4. fumigatus et des

Mucorales que les prélévements issus du groupe témoin.
1.2.1.2. Analyse quantitative.

Le nombre d'unités formant colonie (u.f ¢c.) développées par boite de Pétri
varie de 20 4 plus de 130. Les colonies développées en plus grand nombre sont celles d'4. niger
et des Mucorales. Les mucorales sont présentes en plus grande quantité dans les petites
exploitations que dans les grandes. Globalement, les grandes exploitations seraient moins infestées
par les moisissures que les petites et les prélévements provenant du groupe BPCO seraient

légérement plus contaminés que ceux issus du groupe témoin.

1.2.2. Remarques.

* Le capteur de poussiéres CPM3 que nous avons utilisé est un appareil destiné
a la mesure pondérale des particules " respirables " en suspension dans l'atmosphére. Il est utilisé
en particulier dans les houilléres pour mesurer I'exposition aux particules de silice. Méme si la
notice livrée avec l'appareil prévoit le prélévement et I'extraction de tous les types de poussiéres
(selon le mode opératoire que nous avons suivi), nous pouvons nous demander si cette méthode
est vraiment adaptée 4 notre étude aéromycologique :
- notamment, les spores fongiques, une fois piégées dans les filtres en mousse de
polyuréthane, gardent-elles toutes leur viabilité jusqu'au moment de la mise en culture ? II est
possible que des spores de certaines espéces de moisissures plus fragiles aient été prélevées mais

ne se soient pas développées eu culture. Ceci expliquerait en partie I'absence de nombreuses
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espéces fongiques identifiées dans plusieurs études aéromycologiques de la littérature,
- le temps de prélévement de sept heures, recommandé pour les mesures pondérales, est-il

approprié pour I'étude des spores fongiques ?

* D'autre part, les méthodes de mise en culture et d'incubation pendant 6 jours que nous
avons utilisées conviennent au développement de la plupart des champignons, mais peut-€tre ne
représentent-elles pas les conditions de croissance idéales pour certaines especes qui, de ce fait,

n'ont pas été identifiées.

* Nous avons pu remarquer que les Mucorales sont observées en grande quantité et
qu'elles se développent en colonies trés envahissantes. Il faut noter que les espéces de cet ordre
ont des sporocystes trés fragiles, ce qui favorise une large dissémination des spores. Peut-étre ont-

elles masqué d'autres colonies que nous n'avons pu détecter.

* Une autre explication de I'absence de certaines espéces fongiques pourrait étre la
compétition entre les moisissures lorsqu'elles se retrouvent en trop grand nombre sur un milieu
de culture : certaines inhiberaient le développement des autres. Selon Blomquist e al. (1984), le
nombre limite de colonies pouvant se développer sans se géner dans une boite de Pétri de 9 cm
de diamétre est de 40 4 50 au maximum. Or, nous avons détecté beaucoup plus d'unités formant
colonie (u.f.c.} dans de nombreux prélévements. Nous aurions donc peut-étre di adopter la
technique de dilution et d'homogénéisation de la suspension d'extraction avant d'ensemencer un
milieu de culture avec une petite quantité de cette suspension, ou bien réduire le temps de

prélévement.

* Les études sur les micro-organismes en suspension dans l'atmosphére référencées dans
notre bibliographie ont été réalisées a l'aide de capteurs de poussiére recueillant la poussiére totale
en suspension dans l'atmosphére étudiée. Notre capteur CPM3 ne retient sur ses filtres que les
particules " respirables " (c'est & dire susceptibles de pénétrer dans les alvéoles pulmonaires et de
s'y déposer) de taille comprise entre 0,5 et 5 um de diamétre aérodynamique. Or, certaines
moisissures possédent de grosses spores, notamment le genre Alfernaria dont les conidies
mesurent 20 4 200 um de long sur 9 a 20 um de large. Ceci peut expliquer leur absence dans nos
prélévements. De plus, selon plusieurs études (Karlsson et Malmberg, 1989 ; Eduard e al., 1990,
Blomaquist ef al., 1994), les spores peuvent se présenter rassemblées en agrégats, ce qui forme des

particules plus grosses non captées par le CPM3.

* Nous avons effectué un seul prélévement dans chaque environnement étudié. Or, nous
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savons que le contenu d'un prélévement peut varier, dans un méme environnement, selon la
température, 'humidité, la ventilation, le moment de la journée, l'activité autour de l'appareil. Ii
faudrait donc réaliser plusieurs prélévements dans un méme environnement afin d'obtenir des

résultats plus fiables.

* Contrairement 4 toutes les études sur le sujet, nous n'avons pas déterminé la
concentration en spores fongiques dans l'atmospheére. Par contre, nous avons essayé de réaliser
tous les prélévements et les études qualitative et quantitative dans les mémes conditions, afin de

pouvoir comparer les résultats pour les différents prélévements.

Nous voyons donc qu'il est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la littérature

puisque l'appareillage et les méthodes utilisées différent sur plusieurs points.

2. COMPARAISON A LA LITTERATURE.
2.1. Mesure pondérale des poussiéres respirables en milieu agricole.

Les études sur l'exposition aux poussiéres en milieu agricole sont peu nombreuses, surtout
dans le secteur de 'élevage et de la polyculture, ou les activités agricoles sont multiples, la durée
d'exposition journaliére aux poussiéres imprécise, variable dans I'année, en fonction des saisons.

Des mesures d'empoussiérage en milieu confiné ou dans l'industrie céréaliére sont plus courantes.

2.1.1. Mesure en milieu d'élevage confiné.

Différentes études, principalement dans des pays scandinaves et les états nord-américains,
mesurent la concentration en poussiéres dans des élevages de porcs et de volailles. Les
prélévements sont réalisés selon la méthode du filtre Nucleopore, en position stationnaire a 1,6
m au-dessus du sol, en différents sites dans les batiments ou sont logés les animaux, et avec des
capteurs individuels, dans la zone de respiration durant le travail.

La concentration totale en poussiéres est mesurée selon la méthode gravimétrique que
nous avons utilisée dans nos essais préliminaires, avec utilisation d'un filtre témoin et passage des
filtres au dessiccateur avant chaque pesée. La proportion de poussiéres organiques est quelquefois
déterminée aprés réduction des poussiéres en cendres.

Certaines études réalisent une distribution des tailles des particules grace a des
préiévements avec un capteur centripéte a cascade a plusieurs étages.

Une étude finlandaise (Louhelainen et al.,, 1987) s'intérese 4 la concentration en poussicres

en suspension dans l'air dans 15 porcheries, comprenant des fermes d'engraissement de porcs et
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des élevages de truies. La concentration moyenne en poussiéres totales sur les sites de
orélévements stationnaires est de 9,4 mg/m’ dans les fermes d'engraissement de cochons et de 5,2
mg/m® dans les élevages de truies. Dans la zone de respiration pendant le travail, elle est
respectivement de 8,6 mg/m® et 7,9 mg/m’. La proportion en poussiéres organiques s'éléve a 90
% par rapport au poids de poussieres totales.

La norme d'empoussiérage maximal, fixée & 5 mg/m’ par le "National Board of Labour
Protection” pour les poussiéres organiques, est donc facilement dépassée. La distribution des
particules selon la taille permet de calculer un taux de 14 % de poussicres respirables (de taille
inférieure 4 5 pm) par rapport a la masse totale, ce .qui correspond a 1,3 mg/m’® de poussiéres

respirables dans les fermes d'engraissement de porcs et 0,7 mg/m’ dans les élevages de truies.

Une autre étude réalisée en Finlande (Louhelainen ef al., 1987) concerne la concentration
en poussiéres dans des élevages de volailles et de porcs. Les résultats révélent une concentration
en poussiéres totales de 12,6 mg/m’ dans les porcheries et 12,8 mg/m’ pour les élevages de

volailles.

Plus récemment, une étude menée dans un état nord-américain par Donham et al. (1995),
compare la relation entre I'exposition professionnelle a ia poussi¢re et les perturbations de la
fonction pulmonaire parmi 207 éleveurs de porcs. La corrélation entre I'exposition et la réponse
pulmonaire est plus importante apres 6 années d'exposition. L'étude montre qu'une concentration

en poussiéres totales supérieure ou égale 4 2,8 mg/m’ est associée & une baisse de 10 % du FEV,.

Enfin, une étude canadienne (Zejda ef al., 1994) réalisée parmi 54 éleveurs de porcs révéle
une concentration moyenne en poussiéres totales de 2,93 mg/m’, et en poussiéres respirables de
1,13 mg/m’. Les études de corrélation ne montrent pas de relation entre la concentration en

poussiéres respirables et les troubles respiratoires.

2.1.2. Mesure en milieu céréalier.

Deux enquétes réalisées aux Pays-Bas et en Finlande ont mesuré la concentration en

poussiéres en suspension dans l'atmosphére au sein d'exploitations céréaliéres.

La premiére, aux Pays-Bas (Smid ef al., 1992}, est effectuée au moyen de prélévements
de poussiéres par des capteurs individuels 2 filtre Nucleopore portés par les ouvriers pendant 8
heures durant leur travail. Des prélévements sont effectués sur plusieurs ouvriers occupant
différents postes de travail. Les concentrations en poussiéres totales sont déterminées par la

méthode gravimétrique classique. Les concentrations les plus importantes sont retrouvées parmi
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les ouvriers déchargeant les céréales (29,7 mg/m’®). La moyenne de tous les prélévements est de
9 mg/m®. La corrélation avec les problémes respiratoires montre que les valeurs d'exploration

fonctionnelle respiratoire diminuent quand le niveau d'exposition aux poussiéres augmente.

La deuxiéme étude, réalisée en Finlande (L.ouhelainen et al, 1987), mesure la
concentration en poussiéres en suspension dans l'air dans trois exploitations de production de
grains. Les prélévements sont effectués pendant le travail en des endroits fixes et aussi dans la
zone de respiration des travailleurs grace a des capteurs individuels. La teneur en poussiéres est
mesurée selon la méthode gravimétrique. Différents postes de travail sont étudiés. Dans tous les
cas, la concentration moyenne en poussiéres organiques dans la zone de respiration excede la
valeur d'empoussiérage maximal fixée 4 5 mg/m’. L'empoussiérage serait maximal pendant le
traitement des grains avant semence : la concentration moyenne en poussiéres totales a ce poste
est de 31,4 mg/m’.

Les travaux de labour produisent aussi beaucoup de poussiéres : 16 mg/m’ en moyenne.
Pendant le labour, les mesures révélent que la concentration en poussiéres est inférieure dans la
cabine du tracteur qu'a I'extérieur (11 mg/m’® contre 52,4 mg/m’®).

Lorsque les céréales sont sorties du séchoir, la concentration en poussiéres est élevée
quand les prélévements sont effectués dans la zone de respiration (22 mg/m’), mais ne serait que

de 8,9 mg/m’ quand les prélévements sont réalisés selon la méthode stationnaire.

2.1.3. Mesure en milieu fourrager.

Les études réalisées dans le milieu fourrager, c'est-a-dire dans des exploitations agricoles
ou le type d'activité est proche de l'activité principale de la Haute-Vienne, sont peu nombreuses
et orientées vers l'analyse mycologique des prélévements de poussiéres plus que vers les mesures

pondérales.

Cependant, une étude finlandaise de Louhelainen et al. (1987) a réalis¢ ce type de mesures
dans 8 exploitations d'élevage de vaches laitiéres. Des prélévements ont été effectués dans des
étables et des granges en des sites stationnaires et dans la zone de respiration grice a des capteurs
individuels. La méthode gravimétrique est utilisée pour mesurer la quantité de poussiéres
prélevées. Les résultats donnent des concentrations en poussiéres totales trés inférieures a celles
trouvées dans les autres secteurs de l'agriculture. La concentration moyenne en poussiéres
totales d'apres les prélévements stationnaires est de 1 mg/m’. Selon les prélévements individuels,
elle est de 5,6 mg/m’.
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2.2, Etude des micro-organismes en suspension dans l'atmosphére du milieu agricole.

La plupart des études sur les micro-organismes en suspension dans l'atmosphére du milieu
de travail agricole s'intéressent a l'ensemble des micro-organismes, ce qui englobe non seulement

les spores des moisissures filamenteuses mais aussi les levures, les actinomycétes et les bactéries.

Les méthodes de prélévement varient selon les études (cf. chap. I) : des méthodes basées
sur l'impaction des particules sur des milieux de culture aux méthodes de filtration de l'air.

L'identification des micro-organismes est réalisée a l'aide de la méthode de mise en culture
des poussiéres prélevées ou par observation des spores sur le filire, au microscope. Le
dénombrement des micro-organismes utilise soit la méthode de comptage des colonies aprés mise
en culture, ce qui correspond au nombre de germes viables et permet de déterminer la
concentration enu.f.c./ m’ d'air, soit une méthode de comptage direct sur le filtre de prélévement,
utilisant la microscopie, les résultats s'exprimant en nombre de micro-organismes ou de spores par
m’ d'air. Comme nous I'avons vu dans le premier chapitre, I'analyse de I'environnement de travail
est différente selon que l'on prend en compte le comptage direct au microscope ou le comptage

de la fraction viable.

2.2.1. Les micro-organismes identifics.

Les micro-organismes que I'on retrouve dans la poussiére inhalée dans le milieu agricole
varient selon le secteur étudié. La plupart des études portent soit sur le milieu fourrager, soit sur
le milieu céréalier. D'une maniére générale, les moisissures les plus fréquemment rencontrées dans
le milieu fourrager appartiennent aux genres Aspergillus, Penicillium et aux Mucorales. Dans le

milieu céréalier, dominent les genres Cladosporium, Alternaria, Verticillium et Penicillium.

Les principales études sur le sujet sont réalisées dans des pays scandinaves. Ainsi, Karlsson
et Malmberg (1989) ont étudié la composition en micro-organismes dans des élevages de vaches
laitieres en Sueéde. Il ont détecté environ 50 espéces fongiques dans des prélévements de
poussiéres réalisés pendant le travail de Pagriculteur dans les granges et les étables. Mais la
composition en micro-organismes est trés variable selon les prélévements et certaines espéces ne
sont représentées que rarement et en faible quantité. Seules quelques espéces sont retrouvées
fréquemment. De nombreux prélévements sont dominés par la présence des genres Aspergillus
et Penicillium et par les actinomycétes, dans des proportions trés variables.

Le tableau ci-dessous présente les espéces les plus communes, isolées dans 97

prélevements, avec leur fréquence d'identification.
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Aspergillus 76 %, avec  A. fumigatus 24 %

A. glaucus 16 %
Penicillium 67 %, avec  P. verrucosum 22 %
Mucorales 27 %, avec une forte majorité de Rhizomucor sp.
Cladosporium 19 %
Actinomycétes 34%

Aucune différence significative n'est détectée, dans la composition en micro-organismes,
entre des prélévements provenant de fermes ou I'agricuiteur se plaint de symptdmes respiratoires

et des prélévements provenant de fermes ou aucun symptéme respiratoire n'est rapporté.

Une autre étude suédoise effectuée récemment par Eduard er al. (1990), réalise Ia mise
en cuiture de poussiéres prélevées dans des granges pendant la manipulation du foin.
L'identification des colonies révéle une forte proportion en actinomyceétes et autres bactéries (plus
de 80 % en moyenne) avec, en majorité, les espéces Faenia rectivirgula et Thermoactinomyces
vulgaris. Les principales espéces fongiques identifiées parmi une vingtaine sont, par ordre
d'importance décroissant : A. glaucus, A. fumigatus, A. nidulans, Rhizomucor pusillus. Les
Penicillium et A. niger ne sont identifiés qu'en trés faible quantite.

D'autres prélévements sont effectués a coté d'un silo & grains. L'analyse des micro-
organismes révéle des concentrations en actinomycetes et autres bactéries encore plus importantes
(plus de 90 % par rapport au nombre total de micro-organismes). Dans les colonies fongiques, ce
sont les Rhizomucor et les Penicillium qui dominent, Les Aspergillus sont en plus faible quantité,

et on note la présence du genre Cladosporium.

En Finlande, deux études réalisées par Kotimaa ef al. {1984, 1991) ont pour but de
comparer la composition en micro-organismes contenus dans la poussiére prélevée pendant la
manipulation de matériels végétaux. La mise en culture des poussiéres permet de constater que
l'espéce A. glaucus domine dans la poussiére dégagée par le foin moisi, alors que, pendant la
manipulation de grains, les moisissures les plus répandues sont des Cladosporium sp. et des
Penicillium sp. L'étude des actinomycétes met en évidence la prépondérance de
Thermoactinomyces vulgaris et de Streptomyces sp. dans les deux environnements.

D'autre part, des comparaisons sont effectuées entre des prélévements provenant de fermes
ou l'agriculteur est atteint de poumon de fermier et des prélévements issus de fermes ou aucun

symptOme respiratoire n'est rapporté. La concentration atmosphérique en spores totales est trois
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fois plus importante dans les fermes de sujets malades, la supériorité étant surtout marquée pour
Thermoactinomyces vulgaris et Aspergillus umbrosus, dont la quantité est multipliée par 9 par

rapport a celle présente dans les fermes de sujets sains.

Enfin, une étude réalisée en Grande-Bretagne dans le milieu céréalier par Darke et al.
(1976) analyse la poussiére dégagée pendant la moisson. Des prélévements sont effectués dans
la cabine de moissonneuses-batteuses. L'analyse aéromycologique révéle la prédominance de
moisissures appartenant aux genres Cladosporium, Alternaria, Verticillium, Penicillium,

Paecilomyces, Botrytis et Mucor.

2.2.2. Comptage des micro-organnismes.

Le dénombrement des micro-organismes en suspension dans l'atmosphére varie, pour un
méme environnement, selon la méthode de comptage utilisée. Nous avons déja souligné que la
méthode de mise en culture et de comptage des colonies mesure la fraction viable des micro-
organismes, alors que les méthodes de comptage direct au microscope dénombrent Ia totalité des
spores.

Selon toutes les études, la méthode de mise en culture sous-estime le nombre total de
micro-organismes présents dans les prélévements de poussiéres et apporte des résultats d'une

grande variabilité,
2.2.2.1. Comptage direct au microscope.

Différentes études ont montré que les résultats étaient identiques avec les deux méthodes
de comptage des spores sous microscope, que nous avons présentées dans un chapitre précédent

(microscope a balayage et microscope a fluorescence).

En revanche, le dénombrement des micro-organismes est trés variable selon les études en
fonction de f'environnement étudié et de la stratégie de prélévement. Dans le milieu agricole, la
concentration en micro-organismes totaux, c'est-a-dire en spores fongiques, actinomycétes et
autres bactéries, dans I'atmosphére, varie de 10° & 10" micro-organismes/m* (Darke et al., 1976;
Palmgren ef al, 1986 ; Blomquist et al., 1987 ; Malmberg ef al., 1987 ; Malmberg et Rask-
Andersen, 1988 ; Karlsson et Malmberg, 1989 ; Eduard ef al., 1990 ; Malmberg et al,, 1993).

Dans la plupart des études, il n'est pas fait d'analyse de taille des particules et le comptage
englobe toutes les spores contenues dans le prélévement, quelle que soit leur taille. Selon

- différentes études, la fraction respirable des spores (spores de diamétre aérodynamique inférieur
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ou égal 4 5 pm) en suspension dans I'atmosphére du milieu agricole serait supérieure 4 90 % par

rapport au nombre total de spores.

Les études que nous avons référencées ont pour la plupart été réalisées dans des pays
scandinaves. Les prélévements sont réalisés avec un capteur individuel équipé d'un filtre en
polycarbonate.

Selon plusieurs études (Blomquist ef al., 1987 ; Eduard ef al., 1990 ; Palmgren ef al.,
1986), les plus fortes concentrations sont retrouvées au niveau des silos a céréales et pendant la
manipulation de grains ou de foin dans les granges et les étables.

La concentration en micro-organismes dans I'atmosphére varie selon I'état du matériel
végeétal manipulé. Une étude suédoise (Malmberg e al., 1987) montre que la concentration en
micro-organismes totaux dans 'atmosphére pendant la manipulation de foin varie de 107 a 10"%m’,
selon si le foin manipulé est plus ou moins moisi. La proportion en actinomycétes et en bactéries
dans les prélévements est trés variable : de 10 4 100 %. '

Selon Karlsson et Malmberg (1989) les spores d'actinomycétes et bactéries représentent
en moyenne 50 % de la concentration, mais la variabilité est trés grande selon les prélévements
(0 & 100 %).

La concentration en micro-organismes est différente selon l'activité sur le lieu de
prélévement des poussiéres. Une €tude suédoise (Malmberg et Rask-Andersen, 1988) compare
le niveau d'exposition aux micro-organismes pendant la manipulation de matériel végétal moisi,
situation représentant une exposition massive inhabituelle 4 la poussiére, et pendant des travaux
agricoles produisant moins de poussiére. La concentration en micro-organismes totaux est 100
a 1000 fois supérieure (10° 2 10'° micro-organismes/m’®) lors d'une forte exposition a la poussiére

végétale.

Enfin, plusieurs études (Malmberg et Rask-Andersen, 1988 ; Malmberg ef al., 1987,
Malmberg et al., 1993) comparent les niveaux d'exposition aux micro-organismes de différents
agriculteurs pendant la manipulation de matériel végétal : des sujets sans symptdmes respiratoires,
des sujets présentant un syndrome aigu fébrile aprés une forte exposition a la poussiére végétale
et des sujets atteints de poumon de fermier. Les résultats montrent une corrélation significative
entre un niveau d'exposition aux spores élevé et la présence d'un syndrome aigu fébrile ou d'une
alvéolite allergique extrinséque : I'exposition aux micro-organismes est 10 a 100 fois supérieure
pour les sujets malades que pour les sujets sains. Le déclenchement d'une crise aigué de poumon

de fermier est corrélé & un niveau d'exposition aux spores de 10° micro-organismes par m’.
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Un syndrome aigu fébrile est corrélé a une concentration en micro-organismes de 10'%m®,
2.2.2.2. Mise en culture.

Deux études scandinaves utilisent cette méthode pour dénombrer les micro-
organismes viables dans la poussiére prélevée dans 'atmosphére de différents environnements
agricoles.

La premi¢re, en Suéde (Eduard et al,, 1990), mesure l'exposition aux micro-organismes
dans différents environnements agricoles a l'aide de capteurs individuels a filtre. La concentration
moyenne en spores totales viables varie de 10° 4 10° u.f.¢./ m®, la proportion d'actinomycétes et
autres bactéries variant de 80 a plus de 90 %. Les plus fortes concentrations sont retrouvées dans
l'environnement d'un silo céréalier et pendant la manipulation de foin.

La deuxiéme étude, finlandaise (Kotimaa et al., 1989), compare l'exposition aux spores
en suspension dans 'atmosphére dans des fermes de sujets sains et dans des fermes de sujets
atteints de poumon de fermier. Les prélévements de poussiére sont réalisés en stationnaire avec
un impacteur en cascade dans des situations réefles de travail. La concentration moyenne en spores
aéroportées dans les fermes témoins est de 7,7.10° u.f.c./m’, avec une proportion en actinomycétes
thermophiles et autres bactéries de 20 % ; elle est multipliée par 3,5 dans les fermes de sujets

atteints de poumon de fermier, avec une proportion en actinomycétes de plus de 50 %.

L'étude des poussiéres respirables en milieu agricole parait donc assez difficile. Ce chapitre
montre la grande variabilité des résultats obtenus.
Les difficultés sont liées en partie au milieu agricole lui-méme, surtout le secteur de
I'élevage et de la polyculture ou I'exposition est multifactorielle et variable dans l'année.
De plus, la diversité des méthodes employées, tant au niveau du prélévement que de
I'analyse quantitative et qualitative, limite les comparaisons entre les différentes études.
Cependant, on peut retenir quelques grands traits :
- Les secteurs de I'agriculture qui exposent le plus a la poussiére sont le secteur de
I'élevage confiné et le secteur céréalier. Les mesures pondérales de poussiéres dans
atmosphére du secteur fourrager sont peu nombreuses et révélent des niveaux
d'empoussiérement en moyenne inférieurs, mais de grande variabilité.
- Les principaux micro-organismes identifiés dans la poussiére respirable du milieu
agricole sont des bactéries, des actinomycétes et des moisissures.

Dans le milieu fourrager les moisissures dominantes sont des Aspergillus, des
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Penicillium et des Mucorales. En milieu céréalier, on retrouve plutdt des moisissures
appartenant aux genres Cladosporium, Alternaria, Verticillium et Penicillium.
- Un niveau d'exposition élevé aux micro-organismes totaux en suspensioﬁ dans
la poussiére du milieu agricole est responsable de pathologies respiratoires :
- le déclenchement d'une crise aigué de poumon de fermier est corrélé a un
niveau d'exposition aux spores de 10° micro-organismes par m®.
- un syndrome aigu feébrile est corrélé a une concentration en micro-

organismes de 10"/ m’.

88



CONCLUSION

Ii a été démontré que la prévalence des désordres respiratoires est plus élevée dans la
population agricole que dans la population générale, notamment en terme de broncho-

pneumopathie obstructive.

Les activités agricoles exposent quotidiennement I'arbre respiratoire au froid et a
I'humidité, mais aussi a de nombreux aérocontaminants, parmi lesquels des poussiéres d'origine

végétale ou organique, susceptibles de pénétrer dans le poumon.

Le but de notre travail était de trouver un moyen de quantifier de maniére directe le risque
encouru par l'exposition aux poussiéres de foin, afin de mettre en relation ce paramétre avec la

survenue d'une bronchopneumopathie obstructive et avec la taille des exploitations agricoles.

A l'aide d'un capteur de poussiéres fonctionnant par filtration de l'air aspiré, nous avons
effectué des essais préliminaires de mesure pondérale des poussieres respirabies. Les résultats de
ces essais n'étant pas exploitables, nous avons réorienté notie objectif vers une analyse
mycologique des poussiéres respirables. Quarante prélévements ont été réalisés dans des granges

d'exploitations agricoles d'élevage en Haute-Vienne.

Les moisissures le plus souvent identifiées dans les prélévements appartiennent au genre
Aspergillus, avec surtout A. niger, puis A. fumigatus et A. glaucus, et a l'ordre des Mucorales,

avec les genres Absidia, Mucor et Rhizopus.
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L'analyse comparative des résultats montre que la présence d'4.glaucus parait étre correlée
avec la petite taille des exploitations (inférieure 4 50 hectares). De méme, les Mucorales sont
présentes en plus grande quantité dans ces petites exploitations. Globalement, les grandes

exploitations seraient moins infestées par les moisissures que les petites.

Les prélévements effectués dans les installations ou travaillent des sujets présentant une
obstruction bronchique révélent plus souvent la présence d'Aspergillus fumigatus et des
Mucorales et, dune maniére générale, sont plus "polyinfestés" que ceux réalisés dans les granges
appartenant & des sujets sains.

Bien siir, ces résultats ne sont pas définitifs et une étude sur un plus grand échantillon de
population est nécessaire.

Nous avons vu aussi que des modifications des méthodes que nous avons employées
pourraient se révéler profitables. Ainsi, la réalisation de plusieurs prélévements répartis dans une
année, dans chaque environnement, permettrait de prendre en compte le role des conditions
climatiques. Par ailleurs, une dilution de la suspension avant la mise en culture éviterait le
phénoméne de compétition des moisissures entre elles lorsqu'elles sont trop nombreuses et

permettrait une évaluation plus précise du nombre de colonies développées.

Méme si I'existence d'un risque professionnel en milieu agricole li¢ a I'exposition a des
aérocontaminants divers semble évidente, la relation entre la symptomatologie et l'exposition

professionnelle n'est pas facile 4 analyser.

La diversité des méthodes employées dans les différentes études et la variabilité des
résultats obtenus montrent qu'il persiste encore a 'heure actuelle un besoin impératif d'évaluation
précise des expositions et de leurs effets respiratoires spécifiques, préalables nécessaires au

développement de programmes de prévention adaptes.
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CLOT Sandrine. LA BRONCHITE CHRONIQUE EN MILIEU AGRICOLE. ETUDE
DES AEROCONTAMINANTS D'ORIGINE FONGIQUE.
Université de Limoges, 1997. 96 p.

La revue de la littérature met en évidence une prévalence des désordres respiratoires
supérieure dans la populaiion agricole p¢r rapport a la population générale, notamment en terine
de bronchopathies chroniques obstructives.

Outre le froid et I'humidité, les agriculteurs sont exposés quotidiennement a des
aérocontaminants divers tels que des poussiéres végétales et rganiques.

Le but premier de notre travail était de mettre au point une méthode permetiaut de
quantifier de maniére directe I'exposition professionnelle des agriculteurs aux poussiéres. Ce but
n'a pu étre atteint complétement. ;

Finalement, nous avons réalisé une étude rycologique de poussiéres respirables prélevées
dans 4v exploitations fourragércs de Haute-Vienne.

Les moisissures le plus souvent identifiées dans les prélévements sont des Aspergillus et
des Mucorz'=s.

La j:-sence d'd.glaucus semble étre corrélée ave la petite taille des exploitations
(inférieure & 5 "-actares ). De méme la quantité des Mucorlis semble étre supérieure dan:: ces
petites exploitai’-.

Globalemeni, *=» grandes exploitations seraient r =2+ snfestées par les moisizsures que les
petites.

Les prélévements effectués chez des sujets présentant une obstruction bronchique révelent
en moyenne plus souvent des A fumigatus et des Mucorales et, d'une maniére générale, sont plus
"polyinfestés" que ceux réalisés chez des sujets sains.

L'existence d'un risque professionnel en milieu agricole li¢ a I'exposition . «ar
aérocontaminants divers semble évidente de nos jours. Cependant la relation entre ia
symptomatolugie et l'exposition professionnelle n'est pas facile a analyser.

Ce travail, de petite ampleur, demande 2 étre confirmé pzi une étude sur un plus grand
échantillon de population. Des matésiels et méthodes e travail plus fiables peuvent étre proposés.

MOTS-CLES: - agriculture
- bronchite chronique
- aérocontaminants
- moisissures
- exposition professionnelle
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