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Dédicace.  
 
Il est toujours difficile de se souvenir de toutes les personnes à qui l’on doit quelque chose 
dans le cadre d’un travail précis. Dans mon cas, je crois que je dois beaucoup et à de très 
nombreuses personnes. La rédaction des remerciements d’un travail de plusieurs années 
est donc quelque chose de très délicat puisque de nombreuses personnes œuvrent dans 
l’ombre et que le travail qu’ils font, bien que différent de celui présenté dans les quelques 
pages qui suivent, a pu contribuer, d’une manière ou d’une autre, à la réalisation de ce 
projet. 
Je pourrais adresser mes remerciements à chacun, en essayant de trouver une formule 
appropriée à chaque cas, je remercie untel pour sa bonne humeur, une telle pour m’avoir 
aidée dans tel domaine, mais je n’ai jamais aimé faire comme tout le monde. On m’a dit, 
quand j’étais jeune (ouh-là, ça date), que je devais cultiver mon don pour l’écriture 
romancée, chose qu’il est difficile de concilier avec un travail de recherche. Et comme à mon 
habitude, comme la tête de Normand que je suis (non, Durupt dirait mon père !!!), j’ai 
laissé tomber, par manque de temps, et surtout par esprit de contradiction. En effet, 
pourquoi entretenir quelque chose, si ce quelque chose est un don et donc naturel et ne 
devrait pas disparaitre avec le temps. Je vais donc voir, dans cette partie dédicace, si mes 
talents de narratrice sont toujours intacts.  
Pour éviter d’oublier de remercier quiconque, j’ai donc décidé de vous narrer mes trois 
années de recherche, non pas du point de vue scientifique, mais du point de vue personnel. 
Au lieu de vous exposer la diversité fongique et bactérienne que certains d’entre vous 
auront le courage de lire jusqu’au bout, je vais vous exposer la diversité anthropologique et 
sociale qui m’a permis d’arriver jusqu’au bout. 
 
Chapitre 1, le début… 
 
Tout a commencé très tôt. Ce désir de faire de la recherche. J’ai toujours été comparée à mon 
frère, scientifique lui aussi et qui a de nombreuses facilités dans le domaine de la 
recherche. Depuis ma plus tendre enfance, on m’a dit que je lui ressemblais en de nombreux 
points. Alors quoi de plus normal que de suivre son exemple. C’est donc grâce à mes 
parents qui m’ont toujours abreuvée de noms latins (herbus simplex diraient mes frères) et 
de leur connaissance de la nature (mon dieu, que je détestais ça à l’époque), que je me suis 
lancée dans une carrière scientifique. Je leur dois beaucoup, c’est vrai, mais quelques 
autres personnes, alors que j’étais à l’université de Nancy, m’ont également beaucoup 
aidée. Je pense surtout à Madame Trabalon, qui m’a permis d’entrer en contact avec Patrick 
Giraudoux pour faire un Master à Besançon, à Madame Bel avec qui les discussions 
éthologiques étaient intenses à l’époque et aussi à Madame Duval, professeur d’anglais, 
qui m’a incitée à partir une année aux Etats-Unis « ça t’ouvrira des portes, les chercheurs 
qui parlent anglais, on en recherche partout… ». C’est vrai que c’était un moment très 
intéressant de ma vie. J’y ai rencontré des personnes qui m’ont permis de me voir comme 
quelqu’un d’utile pour les autres, même si quelques mœurs que l’on m’a fait partager 
n’ont pas toujours été pour mon plaisir (ceux à qui j’ai raconté mon périple américain 
comprendront). J’y ai rencontré des amis qui m’ont aidée à m’intégrer et à améliorer mon 
anglais, ce qui n’a pas toujours été facile, les jumelles Marcie et Michelle, Lisa et Katherine 
pourraient vous en dire quelque chose… Et des professeurs, proches de leurs élèves, qui 



n’hésitent pas à répondre à des questions encore cinq ans plus tard (spéciale dédicace au 
professeur Tom Jones (non, pas le chanteur) qui m’a encore envoyé quelques aides de 
vocabulaire agricole dernièrement. Qui sait comment on dit une étable entravée en 
anglais ?). Malheureusement, Madame Duval n’avait pas totalement raison et le fait d’être 
partie outre atlantique pendant une année, même si cela m’a fait rencontrer des gens 
exceptionnels et que maintenant, je peux m’exprimer presque normalement en anglais, ne 
m’a pas ouvert grand-chose, sauf peut être l’esprit.  
 
Chapitre 2, le début du milieu… 
 
Mon retour des Etats-Unis a donc été quelque peu mouvementé. Sans diplôme obtenu là-
bas malgré ma photo sur le tableau des honor-students, il a fallu justifier d’un trou d’une 
année dans mon cursus. Ma rencontre avec Patrick Giraudoux, alors que je commençais à 
chercher un emploi de caissière pour une année en espérant pouvoir reprendre mes études 
plus tard, a été une sorte de révélation. La formation de Master "environnement santé 
société" est quelque chose que je n’oublierai jamais. Les professeurs qui m’ont encadrée 
durant cette année, entre autres et principalement messieurs Giraudoux, Richard, Mudry, 
Viel, et Piarroux, m’ont permis d’avoir une vision globale d’un problème, sans me focaliser 
sur un aspect unique, et grâce à eux, j’aime à pouvoir me considérer comme une passeuse de 
frontières (spéciale dédicace aux professeurs Giraudoux et Viel dont c’est l’expression 
favorite). Un passage de quelques mois dans le service d’hygiène hospitalière, sous le 
regard bienveillant des docteurs Talon et Bertrand, m’a permis de reprendre contact avec la 
biologie moléculaire, le travail en laboratoire et surtout, m’a incitée à m’imposer dans la vie 
de ce même laboratoire. Les personnes avec lesquelles j’ai eu l’occasion de travailler pendant 
ce stage et qui m’ont montré les bases du travail de laboratoire hospitalier (Catherine, 
Véronique, Rolande, Mimi, Aurélie, Arno, Houssein et Sophie) sont des personnes 
exceptionnelles de bonté et resteront dans mon cœur comme mes premiers véritables 
collègues. C’est surtout pendant ce stage que j’ai eu la chance d’être repérée par le Professeur 
Piarroux, dont je suivais des cours dans le cadre de ma formation et qui était directeur à 
l’époque, du service de Parasitologie – Mycologie de l’hôpital. Je me souviendrai toujours du 
jour où il est venu me voir à ma paillasse pour me demander si j’avais trouvé un sujet de 
thèse pour l’année suivante, et que si non, il avait quelque chose pour moi. C’était, je crois, 
une très belle journée pour moi. Grâce à une recommandation de la part de Monsieur Talon, 
à partir de ce moment, j’ai eu l’honneur de travailler sous la coupe de cette personne que je 
considère comme mon mentor. J’ai rarement vu, de ma vie, quelqu’un s’investir autant 
dans son travail et connaître autant de choses dans tellement de domaines (je vais peut-
être arrêter là les compliments, ou il va y avoir des chaussures qui vont se trouver d’un 
coup trop petites). J’ai donc commencé là mon travail de thèse. Lors de mon premier jour, je 
me suis fait promener de salle en salle par Abdellah, la personne de qui je continuais le 
travail et par une personne qui m’a parlé sans arrêt (ça, ça n’a pas changé depuis) du labo, 
me donnant des conseils sur l’attitude à avoir envers telle ou telle personne, à qui 
demander des services, et autres et qui est depuis devenue l’un de mes principaux collègues 
et amis, avec qui les discussions de travail et les discussions ornithologiques (je reprends 
ici une phrase des remerciements de ta propre thèse…) n’ont jamais cessé, j’ai nommé 
monsieur Bertrand Sudre, un ami comme on en a peu. Dès les premiers jours dans ce labo, 
j’ai donc fait la connaissance de personnes qui m’ont aidée dans mon travail et dans mon 



insertion, Ma’am Martin, Anne, Jacqueline, Karine, Isabelle et Alice,  comme quoi une 
thèse ne se fait pas toute seule. Dans le laboratoire, la vie était bien rangée, le chef laissait 
ses ouailles aller et venir comme bon leur semblait, sa devise (devenue la mienne depuis) 
étant que peu importent les horaires de travail tant qu’il est fait… Le problème avec cette 
devise, c’est qu’elle marche dans les deux sens. Je me suis vite fait prendre à mon propre jeu, 
cherchant toujours à en faire plus, ce que mes trois stagiaires successifs (Mike, Camille et 
Vincent) n’ont pas toujours apprécié. Vive les horaires décalés. Au début d’un travail de 
thèse, il y a une étape qu’il est difficile de shunter. La recherche de fonds. Sous les conseils 
de Monsieur Piarroux, j’ai donc postulé pour une bourse de la région Franche-Comté. Je 
tiens encore une fois à mettre en avant le boulot incroyable de mon chef qui a réussi à me 
sortir d’un joli pétrin sur ce coup là. Jamais plus je ne passerai d’oral juste après avoir 
changé mon diaporama et après une semaine de boulot d’interprète. Très mauvaise idée. 
Quoi qu’il en soit, je crois que je dois dire un grand merci (mince, je l’ai fait quand même) 
aux personnes qui constituaient le jury à cette époque et qui ont quand même décidé de me 
faire confiance. Dans le brouillard qui entoure cette journée, je crois me souvenir d’une 
phrase qui m’a beaucoup marquée, prononcée par l’un des membres du jury pour, je pense, 
me sortir de ma léthargie : « mais pourquoi avoir perdu une année à aller aux Etats-Unis si 
vous n’en avez même pas rapporté de diplôme ? ». Aïe, ça fait mal quand ça tombe… Que 
voulez vous répondre à ça ? J’aurais pu dire que si je suis allée là-bas, c’était parce que je 
bénéficiais d’une bourse pour pratiquer le lancer à haut niveau, mais je ne suis pas certaine 
que de mettre en avant mes gros bras aurait été une bonne idée à ce moment (faut-il 
rappeler que l’on m’a longtemps surnommée "frappe qu’un coup" ?). Mais je n’ai évoqué que 
la partie langue du voyage et c’est passé. Ouf.  
 
Chapitre 3, le milieu… 
 
Au bout de quelques mois, un projet de recherche est venu s’ajouter au projet initial sur 
lequel je travaillais. J’ai dû commencer à travailler avec une personne tous les jours. Un 
travail en équipe. En permanence. Jours… et nuits. Je peux vous dire que dans ces 
conditions, il vaut mieux bien s’entendre avec la personne. Et je dois dire que ça s’est plutôt 
bien passé. Très bien même. A tel point que l’on nous avait donné des surnoms dans le 
labo. Laurel et Hardy, les Vamps des fermes, Tic et Tac… Astérix et Obélix… Pas toujours 
cool. Mais on a toujours pris ça avec le sourire, surtout quand, de retour des fermes où nous 
avions eu des contacts prolongés avec les vaches, ces mêmes personnes devaient supporter 
notre proximité olfactive. Et NA !!! Est-il besoin que je nomme mon double ? Peut-être, pour 
ceux qui ne nous connaissent pas personnellement. Donc voilà, ma sœur de boulot, c’est 
Mallo. On en a fait ensemble, des journées de boulot, des lapsus, des échanges de dialectes. 
Savez-vous d’ailleurs comment on appelle un pis en Charente ? Je vous le donne en mille… 
Un r’meuil… Peut être même avec deux ou trois r. Un rrr’meuil. Ça râpe en bouche. 
Bref, nous avons donc visité ensemble nos seize fermes dont les agriculteurs étaient tous 
plus gentils les uns que les autres et sans qui ce travail n’aurait pas pu être ce qu’il est. 
Un très très grand merci à eux et à leur très bon lait que nous avons goûté dans tous les 
cas (mince, je l’ai encore fait !!! Promis, j’arrête là.). Pendant cette période, nous avons 
partagé le fruit de nos voyages franc-comtois avec Philippe Guyot et Yvette Bouton, deux 
membres du "Comité Interprofessionnel du Gruyère à Comté" sans qui l’élaboration de tout 
le projet n’aurait pas pu avoir lieu.  



Le travail sur deux sites est quelque chose de souvent difficile à concilier. Heureusement, 
dans mon cas, les deux sites sont assez proches physiquement. Une fois le travail 
d’analyse effectué à l’hôpital, et ce souvent grâce au travail exceptionnel des filles de 
l’ombre (Dominique, Marie-Claude, Edith, Florence, Suzanne et Véronique), le travail 
d’analyse de biologie moléculaire pouvait avoir lieu. Là, ce sont d’autres personnes qui sont 
entrées en jeu. Tout d’abord, le groupe des Echinococcasiens, Jean-Mathieu dont les conseils 
techniques et les discussions sur tout et rien m’ont beaucoup aidée principalement pendant 
une période de contamination de matériel, Martine, pour le travail informatique, Jenny, 
notre écolo locale qui n’a jamais hésité à donner un coup de main et avec qui je restais 
souvent tard au labo (j’avoue, tu m’as souvent battue en la matière, mais je m’améliore) et 
Stéphane, un très bon ami avec qui, comme avec tout ami qui se respecte, il y a eu 
beaucoup de hauts et de bas (mais en ce moment, c’est des hauts…). La virologue, 
Stéphanie, qui n’a jamais hésité à donner des conseils sur les techniques d’identification 
bactériennes et qui a accepté de jeter un œil, quand je ne pouvais pas le faire, sur le travail 
de celui qui s’est autoproclamé mon esclave. Le groupe des Africains avec Hamidou 
(Doudou), qui malgré sa présence occasionnelle au labo ces derniers mois, est l’une des 
figures emblématiques de la fac de ces dernières années, et Didier, mon double en plus 
foncé, avec qui nous avons respectivement toujours répondu présents et pour qui je 
n’arrêterai jamais de l’être (pour lui, sa femme et ses enfants). Le groupe des mycologues. 
Un groupe uni dont je ne fais partie que superficiellement à mon grand désarroi. Pendant 
presque un an, j’ai partagé un bureau avec Emeline, une fille extra, que je ne connaissais 
pas avant mais qui s’est avérée avoir passé une partie de son enfance à quelques centaines 
de mètres de là où j’ai moi-même grandi. Incroyable non ? Dans ce groupe, il y a également 
Sandrine, dont les conseils en écriture sont précieux, Pauline qui nous surprend toujours 
avec ses changements d’apparence, Fred, un monument à lui tout seul, Gabi dont les 
connaissances en microorganismes, quels qu’ils soient, sont une véritable mine d’or, 
Laurence, directrice actuelle du service depuis le départ de mon mentor vers le soleil, 
Coralie, nouvelle venue mais dont la bonne humeur apporte tous les jours du soleil à une 
région dont la réputation est de ne connaître que deux saisons (pour ceux qui ne 
connaissent pas l’adage, c’est l’hiver et le 15 Août) et Bénédicte, dont le sourire et la bonne 
humeur font que tout le monde voudrait prendre sa place… Je sais, la quantité de personnes 
que j’ai rencontrées et qui m’ont influencée à cet endroit est tellement grande que je suis 
en train de tomber dans une énumération des personnes du labo. Mais c’est le risque dans 
ces circonstances. En parlant de circonstances, le dernier groupe de personnes que je vais 
citer est sans doute le plus important et s’est révélé à la suite d’un petit différent au centre 
duquel je me suis trouvée dans le laboratoire. Le groupe des bactériologistes. Je dirais que le 
terme de famille leur convient mieux que celui de groupe. J’ai énormément apprécié que 
Patrick Plésiat, directeur du service de Bactériologie, m’accepte dans ce petit cercle d’initiés 
à un moment où j’avais quelques difficultés à me trouver une place d’un point de vue 
social dans ma nouvelle équipe. Le fait qu’il prenne ma défense ou du moins qu’il se 
propose de le faire si besoin était m’a permis d’avoir envie de me battre pour montrer que, 
malgré le qu’en dira t’on, le travail que je réalisais pouvait donner un résultat très 
intéressant. Katy aussi a été d’une grande aide pour moi, mais pas seulement à ce 
moment là. Elle m’a donné de nombreux conseils (que j’ai toujours suivis ou presque) sur 
mes protocoles, mes graphiques et a toujours accepté de répondre à mes questions. En 
retour, j’ai toujours beaucoup apprécié la confiance qu’elle m’a accordée et c’est quand elle 



veut que mon bureau se retransformera en QG de campagne… Angelin, dont le rythme de 
déplacement, digne d’un Antillais, m’a beaucoup fait rire et continuera de le faire dès que 
je penserai à lui. Catherine, m’a elle aussi fait partager ses connaissances dans de 
nombreux domaines et je la remercie (mince, c’était donc pas fini) d’avoir été là pour me 
conseiller dans les modifications inhérentes à ma publication. Les nouvelles arrivantes, 
Marie-Cécile et Marjorie, que je n’ai pas eu le temps de bien connaitre mais dont la joie de 
vivre a tout de suite été communicative. Enfin, Cédric et Sophie, qui sont devenus de 
véritables amis, qui comme moi, n’ont pas de montre et dont les encouragements réguliers 
m’ont fait tenir jusqu’au bout.  
 
Chapitre 4, la fin… 
 
Voilà pour ce qui est de l’histoire de ma thèse. En fait de narration, je me rends compte que 
j’ai terminé par remercier les gens que j’ai rencontrés, mais leur apport journalier à mon 
travail et à ma vie sociale est tel qu’il m’était difficile de raconter mon histoire avec eux en 
quelques lignes. Toutes les personnes citées ici sont celles qui ont joué un rôle quotidien 
dans mon travail et sans qui rien n’aurait été possible.  
Pour conclure cette dédicace, je vais tout de même remercier quelques personnes qui ne 
pouvaient pas l’être dans la narration en tant que telle.  
 
Je remercie mes parents, mes frères et belles-sœurs, ma sœur (la vraie)  et son compagnon, 
ainsi que mon neveu et mes nièces pour leur soutien, leur compréhension et leur présence 
continuelle à mes côtés. En particulier, je tiens à remercier ma mère qui, malgré sa soi-
disant incompréhension totale du sujet, a accepté de relire chaque chapitre plusieurs fois en 
quête de phôttes d’aurtograffe (tu les as ratées celles-là). 
 
Je remercie tous mes collègues ornithologues qui m’ont permis de voir autre chose que les 
quatre murs de mon bureau durant ces derniers mois et avec lesquels j’ai pu passer des 
moments exceptionnels pendant ces trois années et qui ont accepté que je réalise quelques 
prélèvements de déjections à des fins d’études. Au fait, il serait sympa de ne plus m’appeler 
tinette, ça va cinq minutes… 
 
Je remercie les membres de la chambre régionale et des chambres départementales 
d’agriculture (Thierry Dubief et Michel Billot plus particulièrement) pour leur 
accompagnement dans la réalisation des prélèvements, ainsi que les membres du projet 
Gabriel.  
 
Un grand merci à Dick Heederik et à Inge Wouters pour cleurs relectures, commentaires et 
corrections des articles nés de ce sujet. Merci à Charlotte Braun-Fahrlander pour les 
commentaires échangés à propos du lait.  
 
Je tenais particulièrement à adresser mes remerciements les plus sincères à Erika Von 
Mutius qui n’a pas hésité à nous adresser, à Mallo et à moi-même, des messages 
personnels d’encouragement pour la réalisation de notre travail.  
 



Merci à vous, membres du jury, qui n’allez pas pouvoir éviter la lecture des quelques 
dizaines (voire centaines) de pages qui suivent… 
 
Enfin, depuis quelques mois maintenant, et afin de terminer la rédaction de cette thèse, 
j’ai migré vers le Sud, comme la plupart des oiseaux quand l’hiver est trop rude (ce qui a 
été le cas cette année, vous en conviendrez). Je voulais donc remercier ma nouvelle équipe 
pour son accueil, sa gentillesse et sa disponibilité. Un grand merci en particulier à Carole, 
Gérald, Benoit, Joëlle, Stéphane, Annie, Martine 1, Martine 2, Mireille, Jérémy, Chantal, 
Nathalie, Momo et tous les autres.  
 
 
 
Merci à tous et à chacun d’entre vous, ceux que j’ai cités et ceux que j’ai oubliés. Vous êtes 
tous importants pour moi et resterez dans ma mémoire comme une part intégrale de tout ce 
travail. Sans vous, rien n’aurait été possible.  
 
Cette thèse est la nôtre.  
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L’asthme et les maladies allergiques représentent un problème de santé majeur dans les pays 

industrialisés. Les allergies, caractérisées par une réaction excessive du système immunitaire à 

une substance étrangère, touchaient, en 2004, environ 20% de la population mondiale (8, 11). 

Des revues de la littérature récentes suggèrent que la prévalence des maladies allergiques est 

actuellement en augmentation en Europe et que ces maladies ne sont plus limitées à une 

exposition à des allergènes saisonniers ou à des environnements particuliers (10, 120). 

L’asthme, maladie inflammatoire chronique des voies respiratoires, a maintenant une 

prévalence qui varie entre 5 et 25% chez les enfants de moins de 14 ans en Europe en fonction 

des pays considérés. De nombreuses hypothèses ont été émises pour expliquer cette 

augmentation, faisant intervenir soit une exposition plus importante à des facteurs favorisant 

la sensibilisation des sujets (la pollution atmosphérique, par exemple), soit une exposition 

plus faible à des facteurs protecteurs. Il a été notamment observé que certains modes de vie 

« traditionnels » semblent associés à une protection contre ces maladies. Par exemple, une 

étude menée sur des enfants américains a montré que les enfants mormons avaient un risque 

environ trois fois inférieur aux autres enfants de souffrir d’asthme, de rhume des foins et 

d’eczéma atopique (2). Pour les auteurs de cette étude, cette diminution des manifestations 

allergiques serait probablement due au fait que les Mormons ne prennent jamais 

d’antibiotiques. En 1999, une étude menée en Suède par Alm et al. a montré des résultats 

similaires chez des enfants fréquentant une école prônant la pensée anthroposophique (14). 

Cette étude a permis de mettre en évidence une relation entre la diminution des manifestations 

allergiques et la durée de l’allaitement maternel, le fait de ne jamais avoir consommé 

d’antibiotiques, le fait d’avoir contracté la rougeole, de consommer des légumes fermentés et 

l’hérédité. 

C’est dans ce contexte qu’à la fin des années 80, a été formulée l’hypothèse hygiéniste. Une 

association négative entre l’atopie et les maladies infectieuses avait déjà été suggérée durant 

la décennie précédente par Gerrard et al. d’après une étude menée sur des habitants d’une 

communauté du nord du Saskatchewan (Canada) (115). Cette hypothèse met en avant 

l’importance des contacts réguliers avec un environnement riche en micro-organismes dans le 

développement de mécanismes de protection contre les maladies allergiques. A l’appui de 

cette hypothèse, des études portant sur des populations agricoles du nord de l’Arc Alpin ont 

montré que le contact avec l’environnement de l’étable était associé à une incidence plus 

faible des manifestations allergiques et asthmatiques chez les enfants d’agriculteurs. Ces 
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mêmes études ont aussi mis en évidence une association protectrice entre la consommation de 

lait cru issu de ces fermes et la protection contre ces mêmes maladies.  

L’environnement fermier a dès lors fait l’objet d’études destinées à évaluer la composition 

microbienne et antigénique de l’atmosphère des fermes. Plusieurs approches ont été adoptées 

pour rendre compte de l’exposition aux micro-organismes des enfants vivant dans des fermes 

d’élevage bovin. Ces approches incluaient soit des prélèvements d’air, soit plus souvent la 

collecte de poussière sédimentée, dans l’étable, dans le bâtiment d’habitation fréquenté par les 

enfants de fermiers ou même sur le matelas de l’enfant. Cependant, la grande majorité de ces 

études s’est focalisée sur le dosage de molécules considérées comme représentatives de la 

flore microbienne aéroportée et des poussières sédimentées (endotoxines, ergostérol, 

bétaglucanes) et l’on manque d’information sur la diversité de la flore microbienne des 

étables et des logements fermiers. Or, s’il est établi que la protection contre les maladies 

allergiques et certaines formes d’asthme est associée à une exposition à de grandes quantités 

d’endotoxines et de bétaglucanes, rien ne permet d’affirmer que ces molécules agissent par 

elles-mêmes et qu’elles ne sont pas simplement les marqueurs d’une exposition microbienne 

particulière qui constituerait le véritable facteur protecteur.  

Le travail que nous présentons ici avait donc pour but de connaître la composition 

microbienne d’un environnement complexe : celui des étables et des fermes d’élevage bovin 

du nord de l’Arc Alpin. Il s’agit tout particulièrement de mettre en évidence les flux de 

circulation de la microflore aéroportée au sein de l’étable puis vers la chambre de l’enfant, 

d’une part, et vers la salle de traite et le lait, d’autre part. En effet, nous avons posé comme 

hypothèse pour ce travail qu’il existe trois moyens principaux pour l’enfant d’entrer en 

contact avec les microbes de l’environnement fermier. Le premier est de respirer directement 

l’air des étables, le second est d’inhaler les micro-organismes transportés depuis les étables 

jusque dans les logements fermiers, le troisième est d’ingérer ces microbes via la 

consommation de lait cru, dont la microflore pourrait refléter en partie la flore microbienne 

circulant dans l’étable. Dans un deuxième temps, nous présenterons les résultats d’une étude 

multicentrique mettant en évidence une association très prononcée entre l’exposition 

d’enfants à certains micro-organismes présents dans les fermes et la diminution de l’incidence 

de l’asthme et de l’atopie. Ce travail a été réalisé dans le cadre du Projet Européen GABRIEL 

« A multidisciplinary study to identify the genetic and environmental causes of asthma in the 

European Community » Project no. LHSB-CT-2006-018996. 
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I/ Généralités 

A/ Santé 

1/ Asthme 

Comparée à d’autres maladies chroniques, l’asthme a un taux de létalité relativement faible. 

En effet, cette maladie sévit dans tous les pays, quel que soit leur niveau de développement 

mais la plupart des décès qui lui sont imputables surviennent dans les pays à revenu faible ou 

intermédiaire. L’asthme ne se guérit pas facilement mais on peut juguler les troubles et 

assurer une qualité de vie satisfaisante à ceux qui en souffrent. De nos jours, on estime que 

300 millions de personnes souffrent d’asthme dans le monde. En Europe, l’asthme touche en 

moyenne un enfant sur dix et engendre un coût très important pour la société, estimé à plus 

d’un milliard d’euros par an (4). D’après le centre de contrôle et de prévention des maladies, 

la prévalence de l’asthme aux Etats Unis était de 3.6% en 1980 et de 5.8% en 2003. Des 

augmentations similaires de la prévalence de l’asthme ont été observées dans d’autres pays 

durant la deuxième moitié du XX
ème

 siècle. En Australie, ce taux est passé de 19% en 1964 à 

46% en 1990 chez les moins de 7 ans (241, 260), à Cardiff (Pays de Galles) la prévalence 

cumulée de l’asthme a été multipliée par 2 entre 1973 et 1988 (51), et à Aberdeen (Ecosse) la 

prévalence de l’asthme est passée de 5% en 1964 à 10% en 1989 (201) pour la même tranche 

d’âge. 

a/ définitions 

D’après la définition de l’Organisation Mondiale de la Santé, l’asthme est une maladie 

chronique dont la gravité et la fréquence varient d’une personne à l’autre. Cette maladie se 

caractérise par des crises récurrentes où l’on observe des difficultés respiratoires et une 

respiration sifflante. En 1992, le ministère de la santé des Etats-Unis en énonçait la définition 

suivante : « l’asthme est un désordre inflammatoire des voies aériennes ; cette inflammation 

est secondaire à un infiltrat inflammatoire polymorphe, comprenant des mastocytes et des 

polynucléaires éosinophiles. Sur un terrain particulier, cette inflammation entraîne des 

symptômes qui sont en général en rapport avec une obstruction bronchique diffuse et variable, 

réversible spontanément ou sous l’effet du traitement ; par ailleurs cette inflammation est la 

cause d’une hyper-réactivité bronchique à de nombreux stimuli. » 

L’asthme n’est pas une maladie au sens pasteurien du terme dans la mesure où il n’existe pas 

de cause unique facilement identifiable dont le traitement spécifique conduirait à la guérison. 
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Il s’agit plutôt d’un syndrome multifactoriel pouvant se déclencher sous l’influence de 

facteurs variant d’un patient à l’autre et même chez un même patient à différents moments de 

sa vie. Classiquement on considérait qu’il existait deux types d’asthme : l’asthme extrinsèque 

(ancienne dénomination), qui correspond à un asthme allergique, et l’asthme intrinsèque 

(ancienne dénomination) ou asthme non-allergique, dont la composante allergique n’est pas 

décelable. Des études ont récemment rapporté que 80% des cas d’asthme infantile et 40 à 

50% des cas d’asthme chez l’adulte sont liés à des mécanismes allergiques. Trois types 

d’asthmes sont maintenant différenciés dans la littérature récente. On parlera d’asthme 

allergique IgE médié lorsqu’il est prouvé que les IgE sont à l’origine des réactions allergiques 

immédiates ou retardées, d’asthme allergique non-IgE médié (ce sont alors les lymphocytes T 

qui vont reconnaître l’antigène combiné au complexe majeur d’histocompatibilité et induire la 

lyse de la cellule infectée) et enfin, d’asthme non-allergique pour lequel aucun mécanisme 

immunologique n’est impliqué. 

b/ symptômes 

L’asthme peut s’exprimer de différentes manières, la plus fréquente étant la crise d’asthme 

avec sifflements se produisant à l’expiration. Cette crise est caractérisée par des épisodes de 

dyspnée sibilante survenant le soir ou dans la deuxième moitié de la nuit. Il s’agit 

classiquement d’une bradypnée expiratoire : l’expiration est difficile, lente et prolongée. La 

crise évolue en deux phases :  

- la phase sèche est caractérisée par une bradypnée expiratoire qui réveille la personne 

brutalement par une impression d’étouffement. Au début de cette phase se crée un 

spasme de la musculature bronchique, un œdème de la muqueuse et une secrétion d’un 

mucus épais et adhérent qui s’accumule dans la lumière de la bronche. Il s’ensuit une 

obstruction des voies respiratoires. Tout l’air inspiré ne peut être expiré et demeure 

dans les alvéoles. La personne doit s’asseoir, ce qui lui facilite la respiration. Le 

thorax est bloqué en inspiration.  

- La phase humide catarrhale est le deuxième temps. Lorsque l’hypersecrétion des 

glandes muqueuses s’est déversée dans les bronches de petit calibre, les sibilants 

apparaissent. Ce sont des sifflements expiratoires souvent perçus spontanément par le 

malade et son entourage.  

Au bout d’un certain temps, spontanément ou sous l’effet du traitement, la crise cesse mais les 

sibilants persistent quelques heures.  
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La production d’un effort physique peut également provoquer un asthme. Cela peut même 

être parfois la seule manifestation apparente de la maladie. La crise débute souvent après 

l’arrêt de l’exercice physique, à la récupération et cède spontanément en quelques minutes. 

Les causes du bronchospasme sont multiples : l’hyperventilation, la libération de médiateurs 

chimiques lors des mouvements respiratoires amples, ou encore la respiration buccale d’un air 

plus froid et plus sec que celui inspiré par respiration nasale.  

c/ diagnostic 

Le diagnostic pose surtout des problèmes pour la première crise d’asthme chez une personne 

jusqu’alors épargnée par cette maladie. Les symptômes respiratoires évocateurs entraîneront, 

de la part du médecin, une recherche des antécédents familiaux d’allergie, d’asthme et 

d’eczéma ; d’épisodes infectieux ORL à répétition ayant entraîné des prescriptions 

d’antibiotiques ; de la répétition d’épisodes respiratoires selon un mode stéréotypé ; de la 

survenue de crises lors d’exposition aux allergènes ; de l’amélioration des symptômes par les 

médicaments. L’étude des fonctions respiratoires (E.F.R.) avec des tests de provocation 

bronchique est particulièrement utile et l’on ne peut suivre l’évolution d’une maladie 

asthmatique sans pratiquer ces tests au moins une fois par an. L’étude de la fonction 

respiratoire a pour but de mesurer différents volumes et débits mobilisés au cours de la 

respiration au moyen de spiromètres informatisés. Ces examens d’une durée d’environ 20 

minutes, non invasifs, permettent d’évaluer l’importance du déficit de la fonction respiratoire, 

de rechercher d’éventuelles anomalies fonctionnelles associées, d’évaluer la réversibilité de 

l’obstruction et de suivre l’évolution de la maladie.  

d/ traitements 

La prise en charge de la maladie asthmatique repose sur l’utilisation d’un certain nombre de 

médicaments. La participation active de l’asthmatique et de sa famille à la gestion de la 

maladie et du traitement est une part essentielle de cette prise en charge. Le traitement de 

l’asthme comprend deux éléments : le traitement de la manifestation aiguë et le traitement 

préventif de la survenue de la crise. Les médicaments de la crise d’asthme doivent être actifs 

sur l’obstruction bronchique (broncho-dilatateurs) et sur l’inflammation des voies aériennes 

(anti-inflammatoires). Les broncho-dilatateurs utilisés dans les cas d’asthme sont de deux 

types. Les plus utilisés sont de la famille des bêta-2-mimétiques. Ils permettent le relâchement 

du muscle lisse bronchique et ont un effet très rapide. L’autre médicament utilisé en cas de 
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crise d’asthme est la théophylline. C’est le plus ancien des médicaments de l’asthme. C’est un 

broncho-dilatateur moins efficace que les bêta-2-mimétiques et son utilisation est limitée par 

le risque de toxicité puisque les concentrations toxiques sont proches des concentrations 

thérapeutiques. Pour traiter l’inflammation bronchique et en prévention d’autres crises, deux 

types d’anti-inflammatoires peuvent être utilisés. Les corticoïdes, qui sont l’un des traitements 

majeurs de l’asthme et les antiallergiques, qui ne sont actifs que dans le cadre d’un traitement 

préventif des asthmes allergiques.  

2/ Atopie 

a/ Définition  

Définition de WAO/EAACI : « L'atopie est une prédisposition personnelle et/ou familiale, se 

manifestant le plus souvent durant l'enfance ou l'adolescence, à devenir sensibilisé et à 

produire des anticorps IgE spécifiques en réponse à une exposition naturelle à des allergènes, 

en général des protéines. En conséquence, les sujets atopiques peuvent développer des 

symptômes typiques d'asthme, de rhino-conjonctivite ou d'eczéma. Les termes "atopie" et 

"atopique" devraient être réservés pour décrire la prédisposition génétique à devenir 

sensibilisé par l'intermédiaire d'IgE spécifiques vis-à-vis d'allergènes rencontrés 

communément dans l'environnement et auxquels chacun est exposé. Les sujets atopiques 

synthétisent des IgE spécifiques de ces allergènes alors que la majorité de la population ne 

réagira pas à cette exposition. Ainsi, l'atopie est une définition clinique d'une personne 

prédisposée à synthétiser de grandes quantités d'anticorps IgE. Le terme "atopie" ne doit donc 

pas être utilisé à moins qu'une sensibilisation IgE dépendante ait été documentée par la 

présence d'anticorps IgE dans le sérum ou par la présence de tests cutanés (Prick-tests) 

positifs. Plus simplement, l’atopie est une prédisposition héréditaire à produire de manière 

excessive des immunoglobulines de type E, au contact d'allergènes, et à développer des 

manifestations d'hypersensibilité immédiate comme l'asthme ou le rhume des foins. Bien que 

d’origine différente, l’atopie est souvent confondue avec l’allergie du fait de la similitude des 

symptômes. L’atopie serait actuellement responsables d’environ 80% des cas d’asthme en 

Occident.  
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b/ Symptômes 

Ils sont semblables aux symptômes de l’allergie. Leur manifestation est souvent précoce, 

commençant par une dermatite vers l’âge d’un mois à deux ans, et pouvant évoluer en asthme 

puis en rhino-conjonctivites avec l’âge. Cependant, l’évolution et la persistance des 

symptômes à l’âge adulte ne semblent concerner qu’une minorité des enfants malades. 

c/ Diagnostic 

Le diagnostic de l’atopie en tant que telle, repose sur le diagnostic de la dermatite atopique, 

premier symptôme clinique et anamnestique de l’atopie. L’atopie étant une maladie chronique 

et ayant une évolution aléatoire, le diagnostic précoce est difficile à rendre et peut nécessiter 

une prise de sang pour mettre en évidence une hyper-éosinophilie et une augmentation des 

IgE. Cependant, la nature héréditaire de la maladie reste un argument important du diagnostic. 

d/ Traitements 

Aucun traitement ne permet actuellement de guérir de l’atopie. Tout comme pour l’asthme, 

seuls les symptômes peuvent être traités. Des mesures de prévention semblables à celles 

préconisées pour l’allergie peuvent limiter ou prévenir l’apparition des symptômes en 

contrôlant l’environnement du malade. Les formes légères de l’atopie peuvent disparaître au 

bout de quelques années, même si des rechutes à l’adolescence peuvent avoir lieu sous 

l’influence des hormones ou suite à un stress important.  

3/ Allergies 

Les allergies respiratoires couvrent un éventail de pathologies sous-tendues par des 

mécanismes immunologiques de divers types. Les plus fréquentes sont dues à des 

mécanismes IgE-dépendants, qui associent des manifestations aiguës, en relation avec la 

dégranulation des mastocytes en présence d’allergènes de l’environnement, et des 

manifestations chroniques, liées à l’infiltration des muqueuses respiratoires par des cellules 

inflammatoires, tout particulièrement les éosinophiles.  



-22-

a/ définition 

L’allergie est une réaction anormale et excessive du système immunitaire de l’organisme 

consécutive à un contact avec un allergène, substance d’origine protéique appartenant à 

l’environnement. Cet allergène est souvent un élément de la vie quotidienne qui est bien 

toléré par la plupart des membres de la population. Lorsqu’au contact de cet allergène, 

l’organisme réagit excessivement, on parle d’allergie ou d’hypersensibilité. Les maladies 

allergiques ont été notées depuis des siècles et l’asthme, l’urticaire et l’eczéma ont été décrits 

dans la littérature médicale de la Chine, de l’Egypte et de la Grèce (68, 265). Le premier cas 

d’allergie relaté dans l’histoire mondiale semblerait être le Pharaon Menes, qui, selon les 

hiéroglyphes, serait mort en 2641 avant notre ère d’une piqûre de guêpe (20). Avant cela, 

dans la littérature chinoise, Huang Ti, en 2698 avant JC, avait décrit des symptômes de 

respiration bruyante. Hippocrate, en 460 av JC, décrit pour la première fois une 

hypersensibilité au fromage de chèvre et la première description de l’asthme allergique 

apparaît en 25 av JC, par Aulus Cornelius Celsus, médecin romain.  

Le mot allergie a fait son apparition dans la littérature médicale le 24 juillet 1906 dans un 

article écrit par Clemens Von Pirquet, un pédiatre officiant à Vienne, pour le Münchener 

Medizinische Wochenschrift (299). Von Pirquet décrit alors le phénomène comme étant une 

réactivité spécifique altérée de l’organisme. Sa définition inclut les réactions 

d’hypersensibilité mais aussi la baisse de réponse immunitaire, aspect devenu depuis obsolète 

puisque l’allergie est maintenant définie comme une hypersensibilité immunologique 

spécifique qui conduit à une maladie. Un nouveau consensus de l’organisation mondiale de 

l’allergie (World Allergy Organization) sur la terminologie de l’allergie a été publié en 2004 

(146) : « L'allergie est une réaction d'hypersensibilité provoquée par des mécanismes 

immunologiques. L'allergie peut être médiée par des anticorps ou par des cellules. Le plus 

souvent, les anticorps responsables appartiennent à la classe des IgE et les patients souffrent 

d'une allergie IgE-médiée. Les allergies associées aux IgE ne surviennent pas uniquement 

chez les patients atopiques. Dans les cas d’allergies non IgE-médiées, les anticorps peuvent 

être des IgG. C’est le cas de l’anaphylaxie due aux immun-complexes contenant du dextran. 

L’intervention d’IgG est aussi notée au cours des réactions dites de type III. Ainsi, on peut 

trouver à la fois des IgE et des IgG dans les aspergilloses broncho-pulmonaires allergiques 

(ABPA). L’allergie de contact est représentative des allergies médiées par les lymphocytes. ».  
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Depuis 1873 et les tests cutanés réalisés par Blackley (32) à partir de pollens, de nombreux 

pas ont été faits pour la compréhension du phénomène allergique. La découverte des 

mastocytes en 1877, de l’histamine en 1910, de la cortisone en 1949, et plus récemment, en 

1996, du rôle des anti-IgE dans la thérapie ont permis de mieux comprendre les allergies. De 

plus, la description et la définition de maladies comme l’allergie en 1906, l’atopie en 1923 et 

la maladie du poumon de fermier en 1961, ainsi que la découverte des immunoglobulines E 

en 1966 par Kimishige Ishizaka sont des avancées qui ont grandement amélioré notre 

compréhension de ces phénomènes.  

b/ symptômes 

Les symptômes de l’allergie peuvent prendre plusieurs formes : les formes cutanées dont font 

partie l’eczéma de contact, la dermatite atopique, l’urticaire et l’œdème angioneurotique ; les 

formes pulmonaires : asthme, pneumopathie interstitielle, pneumopathie à éosinophiles ; les 

formes oculaires : conjonctivite et kératite ; les formes oto-rhino-laryngologiques : rhinite, 

sinusite ; les formes digestives : vomissements, diarrhées, douleurs abdominales ; et enfin les 

formes hématologiques : anémie, thrombopénie, leucopénie et hyperéosinophilie. La crise 

d’allergie peut avoir plusieurs niveaux d’expression comme par exemple une gêne respiratoire 

avec ou sans éternuements ; une sensation de malaise allant jusqu’aux vertiges, syncopes, 

évanouissements ; de l’urticaire dû à des piqûres d’insectes, des médicaments, du latex, 

certains produits de beauté ; un œdème de Quincke, un gonflement des lèvres, paupières, 

doigts ou des démangeaisons dans tout le corps ; ou encore un choc anaphylactique, réaction 

extrême, brutale et pouvant conduire à la mort.  

c/ diagnostic 

Les allergènes sont des antigènes, pour la plupart des protéines, pouvant être responsables de 

réaction exagérée faisant intervenir les IgE et les IgG. Poussière, pollens, spores de 

moisissures, poils d'animaux sont les allergènes les plus fréquemment responsables d’allergies 

respiratoires, bien que de nombreuses autres substances puissent devenir des allergènes pour 

un sujet donné. Il est assez rare que la réaction allergique se produise dès le premier contact 

avec l’allergène. Ainsi, une personne pourra se faire piquer dix fois par une guêpe et ne 

déclarer d’allergie qu’à la onzième piqûre. Même si le premier contact n'entraîne aucune 

réaction visible, les cellules responsables de l'allergie deviennent hypersensibles à une 

substance normalement inoffensive. Aux contacts suivants, l'allergène entraînera une cascade 
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de réactions aboutissant à une manifestation allergique (du simple rhume des foins au choc 

anaphylactique). Au contact de ces allergènes, les mastocytes vont libérer des molécules 

chimiques comme l’histamine (qui peut entraîner, entre autres, une vasodilatation, une 

broncho-constriction, ou un prurit), la sérotonine (augmentation de la perméabilité vasculaire 

et inflammation), les leucotriènes (vasodilatation et broncho-constriction), ou encore les 

prostaglandines (vasodilatation, broncho-constriction et induction de la contraction des 

muscles lisses). 

On estime que l’allergie alimentaire touche entre 4 et 6% des enfants aux Etats-Unis (262), 

9% des enfants entre 1 et 4 ans en Finlande (226), 1,7% des jeunes adultes de 22 ans au 

Danemark (207) et 7,4% des patients visitant les cliniques d’allergologie en Espagne (104). 

Les principaux allergènes alimentaires sont les arachides et les légumes (20% des allergies 

alimentaires recensées par le Allergo Vigilance Network de 2002 à 2004), les noix (14%), les 

crustacés (10%), les allergies aux aliments dits à latex (possédant des protéines semblables à 

celles du latex et donc provoquant des allergies alimentaires chez les personnes déjà sensibles 

au latex : avocat, banane, châtaigne, pomme de terre, tomate, kiwi, ananas, papaye, aubergine) 

(7%) (189). Les allergies alimentaires sont l’une des principales causes de chocs 

anaphylactiques. Dans certains pays, comme en Italie, elles sont en cause dans 38,5% des cas 

de choc anaphylactique (212). Les allergies médicamenteuses sont elles aussi très importantes 

dans certains pays (28% des cas en Australie (47) et 62% au Royaume Uni (263, 264)) tandis 

que les allergies aux piqûres d’insectes restent la principale cause de chocs anaphylactiques en 

France (24%) (25) et en Suisse (58,8%) (128). Comme pour le cas des fruits à latex, il peut y 

avoir un phénomène d’allergie ou de sensibilisation croisée, avec reconnaissance par le 

mastocyte de l’épitope d’un allergène, identique à la séquence d’acides aminés d’un autre 

allergène. Dans ce cas, la réaction de l’organisme à un allergène peut se faire dès le premier 

contact, sans qu’il y ait eu de sensibilisation préalable. On peut ainsi assister à une 

sensibilisation croisée entre l’inhalation de pollen d’ambroisie et l’ingestion de céleri, entre 

l’inhalation de pollens de graminées et l’ingestion de tomates, pommes de terre ou de 

poivrons, ou encore une sensibilisation croisée entre les acariens, les escargots et les crevettes 

ou entre la viande de porc et les poils de chat (5). 
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d/ traitements 

Quatre types de traitements de l’allergie sont actuellement proposés. 

- Pour lutter contre les manifestations allergiques, des comportements d’évitements peuvent 

être recommandés. Ainsi, en fonction des calendriers polliniques, l’usage de masques anti-

pollens peut contribuer à diminuer le risque d’allergies aux pollens ; le fait d’aérer les 

maisons régulièrement, de ne pas utiliser d’aspirateur mais plutôt une serpillière, de ne pas 

installer de moquettes permet de lutter contre les allergies aux acariens ; l’évitement 

systématique des contacts avec les animaux ou le fait de frotter leur pelage une fois par jour 

avec un chiffon humide diminue le risque d’une manifestation allergique aux animaux à poils.  

- La prise d’antihistaminiques comme la cétirizine (commercialisée sous le nom de Zyrtec


), 

ou la méquitazine (Primalan


) peut être conseillée dans certains cas d’allergie. Ils agissent 

directement sur le mécanisme de l’allergie en se fixant sur les récepteurs à histamine des 

cellules, inhibant ainsi les effets vasodilatateurs de l’histamine.  

- La prise d’anti-inflammatoires locaux (solution nasale ou collyre) permet de traiter les 

symptômes. Dans les cas difficiles, il peut être prescrit des corticoïdes et en cas de choc ou 

d’œdème de Quincke, de l’adrénaline. 

- Une désensibilisation peut être aussi tentée visant l’induction d’une tolérance de l’organisme 

vis-à-vis de l’allergène.  

4/ mécanismes immunitaires 

En réponse à un contact avec un élément étranger à l’organisme, le système immunitaire de 

chacun va réagir de manière différente. Ainsi, dans de nombreux cas, l'organisme se défend 

contre les dysfonctions de ses cellules et les agressions, c'est-à-dire des processus qui ont pour 

conséquence de détruire des êtres vivants. 

a/ allergies 

La première étape de la cascade d’événements aboutissant à la manifestation allergique est la 

fixation de l’allergène à son récepteur spécifique sur la paroi de la cellule lymphocytaire T 

helper (Th). La poursuite de l’activation du système immunitaire nécessite une co-stimulation 

et la présence d’un ensemble de cytokines favorisant une orientation des sous-populations 

lymphocytaires autrement appelée polarisation (Th1, Th2, Th17 ou Treg).  
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b/ asthme 

La présentation de l’allergène aux lymphocytes T helper est réalisée par les cellules 

présentant les épitopes. Lors de la première présentation d’un antigène, les lymphocytes Th0 

appartiennent à une population lymphocytaire naïve vis-à-vis de la reconnaissance de cet 

antigène. Ces lymphocytes Th0 vont se différencier soit en suivant la voie Th1 soit la voie 

Th2 en fonction des cytokines présentes dans l’environnement cellulaire. Suite à des travaux 

réalisés sur le modèle murin (49, 110, 124, 259), il a été observé que certains malades 

asthmatiques ont une augmentation des cytokines de type Th2 (dont IL-4) associée à une 

augmentation de la production d’IgE, d’Il-4 et d’IL-5 dans le liquide de lavage broncho-

alvéolaire (125, 126, 242).  

c/ rhinite allergique 

Les symptômes cliniques initiaux sont dus à la libération de cytokines par les mastocytes de la 

muqueuse nasale. Dans un deuxième temps, l’inflammation entraîne une congestion nasale 

accompagnée par une infiltration cellulaire de polynucléaires neutrophiles puis à la phase 

tardive de polynucléaires éosinophiles et basophiles (65). 

d/ prédisposition génétique 

Elle reste un facteur conséquent de risque d’allergie alimentaire. Il a été montré qu’elle est 

plus fréquente chez les atopiques (57%) que chez les non-atopiques (17 %) (155).  

5/ facteurs environnementaux  

Les facteurs environnementaux qui peuvent conduire à l’apparition de symptômes 

asthmatiques incluent la pollution atmosphérique (229), l’exposition à l’environnement 

professionnel (168), le style de vie, le régime alimentaire (290), l’exposition in-utero au tabac 

(295), le contact avec des animaux domestiques (130, 206) et avec des allergènes aéroportés 

(266). Les polluants de l’air incluent les agents de l’intérieur (fumée de cigarette (267) et 

acariens) et la pollution extérieure (fumées de véhicules et aéroallergènes). Les différences de 

style de vie, incluant les habitudes alimentaires, doivent aussi être considérées. Il est probable 

que l’asthme soit causé par une combinaison de facteurs environnementaux qui sont 

influencés par les allergènes, les agents pathogènes, le climat, les habitudes alimentaires, le 
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style de vie et par la pollution de l’air, de l’eau et de la nourriture. Le lien entre la pollution de 

l’air, particulièrement les fumées de voitures, et l’asthme reste à identifier plus clairement. Il 

existe des endroits où la pollution de l’air est importante et où la prévalence de l’asthme est 

faible (Santiago du Chili) et des endroits où le niveau de pollution est faible dans l’air mais où 

la prévalence de l’asthme est élevée (Nouvelle Zélande) et les effets de différents types de 

pollution de l’air (intérieur et extérieur) restent à déterminer (270).  

6/ Hypothèse hygiéniste 

a/ le concept 

En 1989, David Strachan, de l’université Saint-Georges de Londres, est à l’origine de la 

formulation de l’hypothèse hygiéniste. Lors d’une étude épidémiologique sur les relations 

entre la taille de la fratrie et la prévalence de la rhinite allergique, Strachan a proposé que les 

infections de la petite enfance, transmises par contact avec les autres membres de la fratrie ou 

acquises pendant la période prénatale, sont des facteurs de prévention du développement de 

maladies allergiques. Cette hypothèse permet d’expliquer l’augmentation des maladies 

allergiques au sein de sociétés dans lesquelles les enfants en bas âge évoluent dans un 

environnement surprotégé et sont moins exposés aux facteurs environnementaux. Des études 

ultérieures ont mis en avant plusieurs faits à l’appui de cette hypothèse hygiéniste, notamment 

l’impact des infections humaines liées aux virus ou aux bactéries et le rôle des expositions 

microbiennes qui semblent tous deux diminuer le risque allergique chez les enfants. 

Cependant ces effets ne semblent pas constants et varient en fonction de la période de contact. 

L’hypothèse hygiéniste implique donc de connaître la fenêtre temporelle d’exposition, 

d’utiliser une unique définition des phénotypes des maladies allergiques et d’étudier les 

interactions du patrimoine génétique individuel avec ces deux précédents facteurs. Depuis que 

l’hypothèse hygiéniste a été proposée, un nombre croissant d’études épidémiologiques ont 

cherché à mettre en évidence des facteurs protecteurs ou aggravants des maladies allergiques. 

L’hypothèse hygiéniste a reçu, au cours des dernières années, une attention croissante. Elle 

part du principe que les enfants qui entrent en contact avec des agents microbiens infectieux 

ou avec des substances telles que les produits du métabolisme des bactéries ou des 

champignons, lors des premières années de leur vie sont protégés contre l'apparition de 

l'asthme et des allergies. Le meilleur modèle actuellement, pour ce type de relations, est 

constitué par les enfants de la ferme. Il a été montré que les enfants qui grandissent dans une 



-28-

ferme souffrent plus rarement d'asthme bronchique, de rhume des foins et de sensibilisation 

atopique (45, 81, 217, 240, 295, 297, 304).  

Les raisons de cet "effet de ferme" ne sont cependant pas complètement connues. 

Les résultats d'études récentes montrent qu’il existe un effet protecteur de la poussière de 

l’étable sur le développement de l'allergie. Des arguments complémentaires ont été apportés 

par l’étude de modèles animaux. Ainsi, les souris BALB/c, après un traitement avec des 

extraits de la poussière de l'étable, sont protégées contre le développement de l’allergie (219). 

Du point de vue de la réponse immunitaire, selon l’hypothèse hygiéniste, le contact microbien 

pourrait induire un statut immunitaire favorable à la tolérance des allergènes par le biais soit 

de l’augmentation de la réponse immune des lymphocytes Th1, soit de la diminution de 

l’expression d’une réponse des lymphocytes Th2 (139, 182). Récemment, il a été montré que 

le principe de l’hypothèse hygiéniste peut également être appliqué au cas du cancer, avec une 

diminution significative du risque de cancer du poumon chez les agriculteurs lorsque le 

nombre de vaches augmente dans une étable (183). Cette diminution du risque pourrait alors 

être imputée à la balance TH1/TH2 influencée par la quantité d’endotoxines de 

l’environnement.  

b/ arguments en faveur de l’hypothèse hygiéniste 

Il a été observé de façon reproductible dans différentes études menées dans plusieurs pays 

d’Europe, que les enfants ayant grandi à la ferme, en particulier dans de petites exploitations 

de production laitière très traditionnelles d’Europe centrale, présentaient moins d’asthme, de 

rhume des foins et de sensibilisation allergique que leurs homologues qui n’avaient jamais 

vécu à la ferme (43-45, 240, 295). Les résultats de ces études suggèrent de surcroît qu’une 

présence très régulière dans les étables de bovins et que la consommation de lait cru non-

pasteurisé sont les facteurs les plus significativement en relation avec la tolérance vis-à-vis 

des allergènes environnementaux et que l’acquisition de cette tolérance débute probablement 

in utero (240). Une étude de Braun-Fahrlander (45) suggère qu’il existe une protection liée à 

la présence de l’enfant dans l’étable indépendante de l’exposition aux endotoxines. Il y aurait 

donc intervention d’autres facteurs tels que la présence de microbes, d’allergènes comme les 

pollens (273) ou encore des substances d’origine bovine.  
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c/ arguments en défaveur ou limitant la portée de l’hypothèse hygiéniste 

Des études récentes dans le domaine de l’épidémiologie de l’asthme ont montré que  

l’"épidémie" d’asthme dans les pays industrialisés a commencé à décliner (222). Des auteurs 

ont montré que moins de 50% des cas d’asthme étaient liés à un terrain atopique (216) ou à 

une infiltration des voies respiratoires par les éosinophiles (signe d’une allergie) (82). Ainsi, 

l’importance de l’hypothèse hygiéniste est minimisée puisqu’elle ne permet alors d’expliquer 

qu’une partie réduite des cas d’asthme. Il est d’ailleurs montré dans une étude récente que les 

cas d’asthme non-atopique auraient été en augmentation plus importante que l’asthme 

atopique (282).  

Le fait que la prévalence de l’asthme ait décliné chez les enfants (19, 214) mais également 

chez les adultes (57) dans les pays industrialisés, irait aussi à l’encontre de l’hypothèse 

hygiéniste puisqu’il est difficile d’envisager à l’heure actuelle une baisse de l’hygiène ou une 

augmentation de la taille des familles dans les pays concernés (85). Pour une raison 

inexpliquée, la prévalence de l’asthme est élevée dans des pays d’Amérique latine dépassant 

celle observée en Espagne ou au Portugal, deux pays européens partageant de nombreuses 

similitudes culturelles avec les pays latino-américains (215). 

L’hypothèse hygiéniste insiste sur le fait qu’une exposition lors des premiers mois de la vie 

est souvent génératrice de protection contre l’asthme atopique. Cependant, des études récentes 

ont suggéré qu’une exposition régulière et se prolongeant tout au long de la vie aux facteurs 

protecteurs, dont les agents microbiens, peut être requise pour maintenir une protection 

optimale contre la maladie (84, 88).  

De manière générale, aucune de ces remarques ne contredit complètement l’hypothèse 

hygiéniste. Seul l’aspect concernant la période d’exposition semble être ici remis en question.  

Les personnes qui doutent de la véracité de cette théorie insistent sur le fait que l’hypothèse 

hygiéniste à elle seule ne peut pas expliquer l’augmentation de la prévalence de l’asthme 

observée pendant ces dernières décennies ou le déclin observé plus récemment (86).  
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B/ Etude bibliographique sur la microflore de l’environnement fermier 

Les agriculteurs travaillent souvent dans une atmosphère chargée en poussières. Une partie de 

cette poussière est minérale. Elle est composée en grande partie de matériaux provenant du 

sol, quartz, silicates, argiles. Certains composés non organiques peuvent déclencher ou 

aggraver des problèmes respiratoires en fonction de la concentration à laquelle on les retrouve 

dans l’environnement (1). La poussière générée par les travaux à la ferme est aussi, en grande 

partie composée de matériaux biologiques. La manipulation de fourrages dans une étable 

produit en effet une grande quantité de poussière organique contenant des débris végétaux 

issus du fourrage, mais il y a également de nombreux autres composants. Ainsi, on peut y 

identifier des champignons et des spores, des bactéries, des mycotoxines (aflatoxine produites 

par les Aspergillus, zearalenone émises par les Fusarium, ochratoxine par les Penicillium…), 

des composants bactériens (endotoxines, peptidoglycanes, enzymes protéolytiques), des 

acariens, des insectes, d’autres matières animales (membres d’insectes, poils de rongeurs, 

plumes d’oiseaux et excréments). La mesure de l’exposition à ces composants organiques en 

milieu agricole est d’autant plus compliquée que l’exposition des agriculteurs est très variable 

qualitativement et quantitativement d’un lieu à un autre et d’un moment à un autre (247, 249).  

1/ Microflore aéroportée et sédimentée dans les poussières 

Les micro-organismes des différents environnements agricoles ont fait l’objet d’études 

diverses en relation avec les activités qui y sont pratiquées. En effet, dans tout environnement, 

la réalisation d’une activité, que ce soit simplement le déplacement d’un individu dans une 

pièce ou la distribution de foin dans une étable, modifie la quantité de micro-organismes 

présents dans l’air, et par conséquent l’exposition aux micro-organismes.  

Les micro-organismes aéroportés peuvent être de taille variable (des plus petits virus de 0.003 

microns jusqu’aux spores de pollen et de champignon mesurant jusqu’à 500 microns). Les 

organismes les plus petits peuvent s’agglomérer, s’attacher à des particules de poussière ou à 

des gouttelettes et ainsi se comporter comme des aérosols de plus grande taille, mais pour la 

plupart, les micro-organismes qui sont présents dans l’air constituent des particules 

aéroportées dont la taille leur permet d’être directement inhalés.  
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a/ méthodes de prélèvement 

Les méthodes de prélèvement de l’air reposent sur deux éléments clé : le mode de 

prélèvement et sa durée. En effet, si l’on considère un appareil prévu pour reproduire la 

respiration humaine, il ne devra pas recueillir de particules excédant 10µm (le dépôt optimal, 

par impaction, sédimentation ou diffusion, dans les voies aériennes se fait pour des particules 

de taille comprise entre 0.5µm et 10µm). D’un autre côté, si l’on utilise un appareil prévu 

pour recueillir un grand volume d’air sur une longue durée, il deviendra rapidement surchargé 

dans un environnement agricole. Le calcul de la durée optimale d’échantillonnage est 

particulièrement problématique pour les bio-aérosols subissant des variations temporelles de 

concentration (41, 163). En effet, la concentration des aérosols varie considérablement dans le 

temps et elle reste rarement stable pendant la durée du prélèvement sauf si la période 

d’échantillonnage est courte (de l’ordre de la minute) ou si l’atmosphère n’est pas du tout 

perturbée par une quelconque activité. L’échantillonnage pose également le problème de 

récupérer les particules biologiques sans en altérer leur viabilité ou leur activité.  

Les méthodes les plus souvent utilisées pour échantillonner l’environnement sont des 

méthodes d’échantillonnage d’air, de poussière sédimentée sur un dispositif installé à cet 

effet, ou encore des échantillonnages de poussière sur la surface de certains matériaux situés 

dans le local à échantillonner (78, 79). Les échantillons de surface, obtenus à l’aide 

d’écouvillons, de scotchs ou encore de boîtes de contact sont fréquemment utilisés dans la 

détection de la contamination fongique des logements (63). L’alternative qui consiste à 

réaliser un échantillonnage de poussière sédimentée est généralement privilégiée dans les 

études environnementales. Il permet d’obtenir une meilleure reproductibilité des résultats et 

ces derniers sont plus représentatifs d’une exposition sur le long terme que les échantillons 

d’air (79, 292).  

Plusieurs études ont ainsi été menées pour vérifier si les micro-organismes cultivables 

retrouvés dans la poussière sont des indicateurs stables de la contamination microbienne. 

Ainsi, en 1988, Miller et al. a trouvé que les concentrations en champignons cultivables dans 

la poussière présente dans un aspirateur était similaire à celle collectée fraîchement (188). En 

1994, Takatori et al. a trouvé que la concentration en espèces fongiques cultivables dans la 

poussière de dix résidences était similaire d’un mois à un autre sur cinq années consécutives 

(276). D’autres études ont cependant montré que les concentrations et types de micro-

organismes dans la poussière pouvaient varier avec le temps (137, 293).  
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Diverses méthodes ont été décrites dans la littérature afin d’échantillonner et d’analyser les 

bio-aérosols (3, 17, 33, 145, 176, 198, 283, 284). Certaines prennent en compte les 

composants, microbiens ou chimiques, tandis que d’autres se focalisent sur les microbes eux-

mêmes qu’ils soient cultivables ou non. Avec les méthodes basées sur la culture, le milieu 

utilisé est formulé pour cultiver un large spectre de micro-organismes ou pour sélectionner 

certains d’entre eux (3, 33, 50). Il est assez rare que des méthodes de biologie moléculaire 

telles que la PCR, le clonage ou le séquençage soient utilisées pour identifier les micro-

organismes de l’environnement (172, 307) du fait de la charge de travail et du budget 

nécessaire. Ces différentes méthodes ont cependant souvent été utilisées pour la 

caractérisation de la flore des laits ou celle des fromages (38, 52, 53, 69, 93, 129, 180, 190). 

b/ analyses microbiennes 

Un certain nombre d’études se sont intéressées aux micro-organismes auxquels les 

agriculteurs sont exposés. En général, les bactéries identifiées sont des bactéries communes 

du sol ou des plantes. Quelques-uns des micro-organismes en question ont été retrouvés dans 

quasiment tous les prélèvements d’air échantillonnés dans les granges étudiées. Ces micro-

organismes font partie des genres Pseudomonas, Enterobacter, Flavobacterium, Bacillus et 

Corynebacterium pour les bactéries et des genres Cladosporium, Penicillium, Aspergillus, 

Alternaria et Fusarium pour les champignons (94, 164, 313).  

�/ analyses bactériennes 

Dans la plupart des études publiées jusqu’ici, les bactéries sont identifiées par culture sur des 

milieux spécifiques. Ces méthodes de culture sont principalement utilisées dans la recherche 

de bactéries pathogènes, en milieu hospitalier où le nombre de bactéries recherchées est limité 

et connu. Selon le tribunal canadien du commerce extérieur, il existe plus de 800 milieux de 

culture bactériologiques (7). Les différents ingrédients des milieux de culture peuvent aussi 

varier en fonction des bactéries recherchées (par exemple ajout de sel pour les bactéries 

halophiles). Cette méthode peut également être complétée par des galeries d’identification 

bactérienne. 

Cependant les bactéries de l’environnement fermier appartiennent pour la plupart à des 

espèces différentes de celles ciblées par les systèmes d’identification utilisés en pratique 

médicale. Il faut alors passer à l’identification de l’isolat par des techniques de biologie 

moléculaire impliquant une extraction de l’ADN à partir de la culture, une Polymerase Chain 
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Reaction (PCR) et un séquençage de la région 16S de l’ADN ribosomal. Cette technique a été 

étendue à divers domaines allant de l’analyse de bactéries non identifiables par culture en 

routine hospitalière à la détermination de la diversité bactérienne cultivable dans les hauts 

fonds marins, en passant par la détermination de la diversité bactérienne dans la croûte des 

fromages (129, 172, 213, 220, 224, 307). Mais même en procédant ainsi, il a été prouvé, dans 

la littérature, que les inventaires bactériens d’un échantillon donné, basés sur une étape de 

culture, sous-estiment largement la diversité bactérienne réelle (15, 140), sachant que dans les 

environnements naturels, moins de 1% des organismes sont cultivables (208).  

La méthode d’électrophorèse en champ pulsé (PFGE = Pulsed Field Gel Electrophoresis), 

couplée à la méthode de fingerprinting est, quant à elle, basée sur la répartition des sites de 

restriction sur le génome de la bactérie. Après une phase de culture pure de la bactérie, le 

génome est digéré par une enzyme de restriction spécifique ce qui aboutira à un profil d’une 

trentaine de bandes par souche bactérienne. Cette méthode est souvent utilisée pour identifier 

la diversité clonale au sein d’une même espèce (27, 28, 66, 91, 277). 

Ainsi, d’autres techniques doivent être utilisées pour éviter la sélection par l’étape de culture.  

Elles font appel en premier lieu au clonage de produits de PCR après extraction de l’ADN 

total de l’échantillon et permettent de mieux apprécier la diversité réelle d’un environnement 

(42, 103, 157, 210). En s’affranchissant de la phase de culture, la méthode de clonage permet 

d’aborder la diversité bactérienne réelle de l’environnement mais elle exige des manipulations 

lourdes à effectuer puisqu’elle implique le séquençage systématique de chaque clone obtenu.  

Les fragments issus d’une PCR d’ADNr 16S sont tous de taille similaire et une électrophorèse 

en gel d’agarose aboutit à la visualisation d’une bande unique. La méthode DGGE 

(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) permet de séparer les produits de PCR en fonction 

des différences au niveau des séquences qui se traduisent par des variations dans les 

conditions de dénaturation des molécules et donc par une vitesse de migration modifiée dans 

un gradient dénaturant. Pendant une DGGE, les produits de PCR sont mis en contact avec des 

concentrations croissantes de produits chimiques dénaturants au travers d’un gel de 

polyacrylamide. Les séquences d’ADN de différentes bactéries vont se dénaturer à des 

concentrations spécifiques, ce qui aboutira à un profil de bandes, chacune représentant 

théoriquement une population de bactéries différentes. Cette méthode a déjà été utilisée pour 

apprécier la diversité bactérienne lors d’infections dentaires ou encore pour évaluer la 

diversité dans la rhizosphère ou dans les milieux marins (77, 173, 174). Elle a pour limite de 

ne pas distinguer deux bactéries dont la teneur en GC est identique. Cette technique peut être 
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appliquée à des échantillons d’ADN totaux extraits de prélèvements ou d’ADN extraits d’une 

culture. 

La technique de PCR en temps réel permet de connaître la concentration en certaines bactéries 

dans un échantillon donné. Cette technique a notamment été utilisée pour rechercher les 

salmonelles dans le lait cru ou dans l’eau, certains champignons des sols, Mycobacterium 

leprae sur des échantillons de tissus épidermiques ou encore Mycoplasma hominis dans des 

prélèvements de laparoscopie chez des femmes cherchant à recevoir un traitement de fertilité 

(21, 29, 106, 245, 287). 

La méthode des puces à ADN, aussi appelée microarray, a été développée initialement dans le 

but de déterminer le profil d’expression de certains gènes dans diverses conditions naturelles 

ou expérimentales (6). Cette méthode, qui repose sur l’hybridation du génome à des 

molécules d’ADN fixées à une plaque de verre, a également été utilisée pour détecter dans 

certains milieux (bouche, foie…), le génome de bactéries pathogènes (58, 179, 225, 274, 

309). Seules les bactéries spécifiquement recherchées peuvent être identifiées ainsi. 

Mis à part la méthode de clonage, chacune de ces méthodes sous-entend de connaître les 

bactéries que l’on recherche.  

�/ analyses fongiques 

Plusieurs études ont déjà été menées sur la diversité fongique dans l’environnement agricole, 

dans le cadre de maladies professionnelles (maladie du poumon de fermier). De nombreuses 

espèces fongiques sont régulièrement isolées dans les fermes. L’utilisation de milieux de 

culture différents, à plusieurs températures d’incubation, permet souvent d’obtenir une 

composition acceptable de la diversité fongique d’un échantillon environnemental (16, 121, 

136, 234, 235, 244).  

Lorsque le but de l’étude est d’évaluer la concentration de certains micro-organismes dans 

l’environnement, comme par exemple connaître la concentration de Cladosporium 

sphaerospermum, Penicillium chrysogenum, Aspergillus versicolor, Alternaria alternata et 

Stachybotrys chartarum dans différents types de logements (24), une méthode de PCR en 

temps réel, ciblée sur chaque espèce fongique grâce à des sondes spécifiques, est applicable. 

Comme pour les bactéries, des méthodes de biologie moléculaire faisant intervenir le 

séquençage de produits de PCR existent pour les champignons. La PCR est alors ciblée sur 

l’ADNr 18S du génome. Des techniques de DGGE, de clonage ou de séquençage ont ainsi été 

utilisées pour identifier la diversité fongique des sols, de la rhizosphère, mais aussi pour 

identifier les pathogènes dans le cas de kératites microbiennes (67, 100, 205, 268).  
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c/ poussière et maladies respiratoires 

L’impact sur le système respiratoire de l’exposition aux différentes poussières varie en 

fonction de leur composition. L’exposition à des poussières organiques peut affecter les voies 

respiratoires et, en fonction des antigènes portés par les matériaux et de la susceptibilité de 

l’hôte, résulter en des manifestations d’asthme, de pneumopathies d’hypersensibilité ou 

d’infections chroniques des voies respiratoires. Les endotoxines et les autres composants des 

poussières organiques peuvent également générer un ensemble de symptômes constitutionnels 

connus sous le nom d’ODTS (pour Organic Dust Toxic Syndrome) dont les symptômes se 

rapprochent des formes aiguës de pneumonies d’hypersensibilité (12, 184, 311).  

2/ lait 

De nombreuses études ont montré le rôle de la flore naturelle du lait cru, dans sa globalité, sur 

les caractéristiques biochimiques et organoleptiques des fromages (36, 119). Plus récemment, 

des travaux de biologie moléculaire portant sur la description de l’écosystème microbien du 

Comté suggèrent qu’une part importante de la flore d’affinage provient du lait cru (26, 37). 

Les rares études réalisées sur la flore d’intérêt technologique montrent d’une part que la 

composition microbiologique des laits est globalement stable d’année en année (72) et d’autre 

part que la diversité des pratiques de traite influence le niveau des flores microbiennes et la 

proportion entre les flores d’intérêt technologique et les flores d’altération (187). Ces 

observations suggèrent que le niveau et la nature de la flore microbienne des laits crus 

dépendraient des facteurs en amont de la production (pratiques comportementales de 

l’exploitant, éléments structuraux du milieu).  

Ainsi, l’aspect santé, qu’il s’agisse de rechercher des facteurs protecteurs ou au contraire 

susceptibles de favoriser la survenue de maladies, n’est pas le seul débouché des études 

portant sur la flore microbienne des étables.  

a/ contamination du lait de vache et provenance des micro-organismes 

Le lait contient de façon naturelle environ 1000 bactéries par litre de lait dans des conditions 

de traite optimales (300). En fonction de la température de conservation du lait, en 24 heures, 

cette quantité peut doubler ou augmenter de façon exponentielle. 
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La qualité bactériologique du lait de vache est très réglementée dans de nombreux pays (102, 

286). La quantité de bactéries contenues dans le lait peut varier en fonction de la température 

de conservation mais aussi de la propreté du matériel de traite et de l’environnement ou 

encore du fait qu’un ou plusieurs animaux du cheptel souffrent d’infection (mammite ou 

autre) (286). Des études ont été menées pour évaluer la diversité bactérienne dans le lait de 

vache (71), mais aussi sur le lait de chèvre (52). Certaines espèces bactériennes sont 

communément retrouvées dans le lait ; c’est le cas de Lactococcus lactis, Enterococcus 

faecalis, Lactobacillus casei, Leuconostoc sp., Kocuria sp., Pantoea agglomerans, 

Pseudomonas putida, Staphylococcus epidermidis Staphylococcus equorum, et Micrococcus 

sp.. D’autres genres bactériens identifiés dans les fromages sont parfois également retrouvés 

dans le lait, comme par exemple Corynebacterium sp., Arthrobacter sp., Brachybacterium sp., 

Clostridium sp., et Rothia sp.. Parfois, des genres atypiques du lait ont également pu être 

isolés dans le lait : Jeotgalicoccus sp. (bactéries halotolérantes), Exiguobacterium sp. 

(bactéries du permafrost sibérien). Certaines levures sont fréquemment retrouvées dans le 

lait : Debaryomyces sp., Trichosporon sp., Rhodotorula sp., Candida sp., Cryptococcus sp.. Il 

a en outre été montré que la composition en micro-organismes du lait, dans une étable pour 

laquelle les règles d’hygiène sont parfaitement respectées, varie avec les saisons (72).  

Ainsi, les bactéries que l’on retrouve dans le lait sont nombreuses et ont plusieurs origines 

possibles. Une étude publiée par Delbès en 2007 (69) fait état de la présence d’au moins 35 

espèces bactériennes obtenues par clonage à partir de lait cru de vache, produit en vue de 

fabrication de Saint-Nectaire. D’autres études ont été menées pour trouver la provenance des 

bactéries pathogènes qui contaminent le lait, comme les salmonelles (132, 133, 192), Listeria 

sp. (252-254), E. coli (271), ou encore S. aureus (105). Ainsi, il a été montré que la majorité 

de la flore pathogène du lait provient des matières fécales des vaches. Après que les vaches 

ont souillé leur litière, ces micro-organismes peuvent contaminer la peau de leurs trayons. 

Bien que plusieurs équipes de recherche aient étudié et suivi la flore bactérienne du lait dans 

sa totalité, il n’existe pas, à notre connaissance, d’étude investiguant non seulement la flore du 

lait mais aussi la flore de l’environnement qui entoure sa production. Il a également été 

observé que la diversité microbienne dans les laits crus serait un atout pour faire barrière aux 

pathogènes tel que Listéria sp. (80, 101, 180), et cette constatation peut être renforcée par le 

fait que ces dernières auraient une croissance plus faible dans le lait cru que dans le lait 

stérilisé (46). La mise en place de normes sur les bactéries pathogènes dans le lait a conduit à 

diminuer le risque de présence de bactéries pathogènes, mais a également entraîné une 

diminution globale des concentrations en micro-organismes dans les laits (291), sans pour 
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autant que les conséquences sur la diversité des populations microbiennes présentes dans le 

lait soient connues. 

Il est reconnu que le trayon constitue un réservoir potentiel majeur de flore microbienne : en 

effet, avant préparation, la surface des trayons abrite une forte diversité de groupes microbiens 

avec une forte prédominance des groupes d’intérêt technologique. Les conditions de logement 

des animaux (extérieur en été, intérieur en hiver, litière constituée de paille ou autre) jouent un 

rôle important dans la charge microbienne présente sur les trayons (40).  

Plusieurs enquêtes épidémiologiques, l’une conduite entre 1997 et 1999 sur les facteurs de 

risque de la contamination du lait lors de la production, l’autre menée au début des années 

1990 en Bretagne, ont montré que les principales sources de contamination du lait, au sein de 

l’élevage, sont les déjections des bovins. En règle générale, il est montré que l’application de 

mesures d’hygiène appropriées permet de prévenir la dissémination des bactéries pathogènes 

dans les étables, sur les mamelles et dans le lait. Une étude menée en 1983 sur des élevages 

dont les laits n’étaient pas de bonne qualité bactériologique (239), a montré que les principaux 

vecteurs sont la peau des trayons, souillée par les fèces, et le matériel de traite qui, mal conçu, 

se nettoie mal et permet l’installation des pathogènes entre deux traites. Il peut également y 

avoir une contamination intra-mammaire ou une contamination de l’eau utilisée pour les 

différentes opérations de nettoyage (matériel et mamelles).  

b/ lait cru et allergies 

Des groupes d’études sur le lait ont été mis en place à travers le monde afin de mettre en 

évidence des relations éventuelles avec l’état de santé des consommateurs. Bien que de 

nombreuses personnes, à l’âge adulte, avouent ne plus pouvoir digérer le lait, qu’il soit cru ou 

pasteurisé, ces études ont montré quelques bienfaits de la consommation de lait cru sur la 

santé des consommateurs.  

En effet, cette hypothèse de l’influence de la consommation de lait cru sur la santé des 

consommateurs a été, depuis une dizaine d’années, étendue pour suggérer que la flore 

microbienne qui s’établit dans les intestins dès le plus jeune âge est cruciale pour la bonne 

maturation du système immunitaire naïf. Les probiotiques que l’on retrouve dans le lait jouent 

un rôle de stimulateur dans cette maturation. Une étude réalisée en double aveugle a montré 

que l’administration périnatale de probiotiques (par ingestion par la mère de deux capsules 

contenant soit une dose de Lactobacillus rhamnosus, soit un placebo) diminue de moitié le 

risque de développement d’eczéma atopique chez les jeunes enfants (150, 151, 153, 154). 

Compte tenu de l'effet bénéfique des probiotiques sur la maturation du système immunitaire 
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de l’enfant, des études ont été menées pour définir l’effet de Lactobacillus rhamnosus sur la 

production d’interférons-� chez des enfants allergiques au lait de vache dont le niveau 

d’interférons- � est faible (148, 301). Dans ces études, l’augmentation d’interférons- � induite 

par Lactobacillus rhamnosus chez les enfants allergiques au lait de vache provoque un signal 

immunomodulateur bénéfique lorsque la bactérie est administrée pure (les résultats sont 

différents si Lactobacillus rhamnosus est donné à l’enfant avec un mélange d’autres bactéries) 

(218, 221). 

L’étude transversale PARSIFAL (Prevention of Allergy—Risk Factors for Sensitization 

Related to Farming and Anthroposophic Lifestyle) a recruté près de 14 900 enfants, fermiers 

et contrôles (sans contact avec le milieu fermier), âgés de cinq à treize ans et vivant en 

Europe. Un questionnaire sur les habitudes alimentaires de chaque enfant, sur les antécédents 

familiaux de maladies atopiques, sur les comportements spéciaux dus à des allergies au sein 

de la famille, sur les activités de l’enfant dans la ferme et sur le diagnostic de maladies 

respiratoires a été renseigné et une prise de sang a été réalisée afin de doser les IgE allergène-

spécifiques. Les résultats de cette étude ont montré que la consommation de lait de ferme 

pouvait offrir une protection contre l’asthme et les maladies allergiques (302). Dans la même 

optique, plusieurs études autour du globe (Nouvelle-Zélande, Crète, Autriche, Suisse, 

Allemagne, Angleterre…) ont montré cette même association négative entre la consommation 

de lait cru et la manifestation d’asthme et de maladies allergiques (23, 217, 228, 240, 302, 

304). 

3/ les composants microbiens qui ont montré leur intérêt  

Dans l’étude des maladies allergiques et particulièrement de l’asthme, ainsi que des 

mécanismes de protection, les scientifiques ont souvent focalisé leurs travaux sur certains 

composants microbiens car ils sont abondants dans l’environnement et facilement dosables 

dans les prélèvements.  

a/ les endotoxines 

Les endotoxines sont des composants bactériens issus de la membrane externe des bactéries 

Gram négatif. Composées de protéines, de lipides et de lipopolysaccharides (LPS), elles sont 

ubiquitaires et représentent une part importante de la poussière organique. Elles sont 

facilement dosables dans des échantillons de poussière prélevés dans l’environnement par la 

méthode LAL (Limulus Aemoebocyte Lysate), une technique maintenant bien maitrisée et 



-39-

fiable. Les LPS qui les composent sont amphiphiles, stables aux variations de température et 

solubles dans l’eau, ce qui confère aux endotoxines leurs propriétés biologiques. Des 

expositions importantes aux endotoxines se produisent dans les environnements ruraux et 

dans plusieurs lieux de travail comme l’industrie du textile ou le milieu agricole (169). Il a 

également été remarqué que les concentrations en endotoxines augmentaient dans 

l’environnement avec la présence de fumée de tabac (167, 261). Des effets antagonistes ont 

été notés sur la santé humaine liés à l’inhalation d’endotoxines et ont fait l’objet de diverses 

études (170, 227). En effet, d’un côté, certains experts préconisent le port de dispositifs de 

protection sur les lieux de travail à risques pour éviter la diminution des fonctions 

respiratoires du fait de l’exposition aux endotoxines, et de l’autre, des équipes scientifiques 

ont observé un effet protecteur sur le développement des allergies lié à cette même exposition. 

La réponse immunologique individuelle serait en fait déterminée par l’interaction entre la 

dose et le moment de l’exposition (288).  

�/ effets négatifs 

L’organic Dust Toxic Syndrome, une maladie aiguë, non allergique, ressemblant à la grippe, 

pourrait se développer à cause d’une exposition importante aux endotoxines (269) et à des 

composés d’origine fongique, probablement de façon simultanée (35, 231). De plus, une 

exposition à des inhalations chroniques d’endotoxines, à divers degrés et dans divers lieux de 

travail, a été associée à une détérioration de la santé, avec des symptômes comme de la fièvre, 

des maux de tête, irritation du nez et de la gorge, de la toux, un souffle court, des 

éternuements, une broncho-constriction et une inflammation des poumons (22, 83, 246).  

�/ effets bénéfiques 

Des effets bénéfiques des endotoxines sur l’organisme ont été décrits, notamment dans la 

prévention du développement des allergies (45, 98, 296). D’autres effets bénéfiques ont été 

notés. Ainsi plus un agriculteur est en contact avec un nombre élevé de têtes de bétail, moins 

il présente de risques de développer un cancer du poumon, laissant supposer que les 

endotoxines constituent un facteur important de la stimulation du système immunitaire (165, 

166, 183). Les endotoxines agiraient comme un puissant stimulateur de médiateurs endogènes 

susceptibles d’activer, entre autres, les macrophages tumoricides (162). Cependant, cette 

relation reste à ce jour toujours hypothétique et le lien statistique entre l’exposition aux 

endotoxines et la protection contre le cancer du poumon n’a pas encore été complètement 
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élucidé. Concernant l’asthme, l’atopie et l’allergie, des études épidémiologiques suggèrent un 

effet protecteur de l’exposition aux endotoxines environnementales (237, 250, 296). Ces 

études viennent appuyer l’hypothèse hygiéniste qui confère aux expositions microbiennes un 

lien avec l’incidence faible de l’atopie dans certains milieux. Cependant, si les endotoxines 

ont un effet bénéfique sur l’allergie, les personnes fortement exposées aux endotoxines 

peuvent aussi développer des maladies liées à cette exposition. Par exemple, il a été observé 

que le risque d’atopie était réduit chez les enfants exposés aux endotoxines, mais que cette 

exposition augmente le risque de respiration sifflante chez ces mêmes enfants (54).  

Récemment, les endotoxines ont été testées sur un modèle murin montrant que les 

endotoxines agissaient sur le système immunitaire en empêchant la production d’IgE et de 

cytokine TH2 chez les souris sensibilisées (113, 114). De plus, si un sujet sain est exposé aux 

endotoxines, sa prédisposition à la sensibilisation à une variété d’allergènes communs sera 

réduite (112).  

b/ les 1,3 �-D-glucanes 

Les �-D-glucanes sont des composants fongiques pouvant représenter jusqu’à la moitié de la 

masse des parois de certains champignons (159). Ils peuvent être excrétés dans le milieu de 

culture, ce qui en rend la purification et la caractérisation faciles (257, 258). Ils sont reconnus 

pour être des stimulants importants du système immunitaire chez l’homme et sont déjà utilisés 

en clinique au Japon et en Chine lors de traitements contre certains cancers (195). Cependant, 

tous les �-D-glucanes n’ont pas une capacité identique à induire une réponse immunitaire 

lorsqu’ils sont mis en contact avec les récepteurs cellulaires. (196) 

�/ effets négatifs  

Sur les divers modèles murins testés, l’utilisation des �-D-glucanes pour soigner diverses 

maladies, n’a pas entraîné la notification d’effets défavorables sur l’organisme, lorsqu’ils sont 

employés isolément. Cependant, l’admission simultanée d’un panel de �-D-glucanes et d’anti-

inflammatoires aurait provoqué le décès de plusieurs souris testées lors de ces expériences 

(275, 310).  

La formation de micro-embols, la survenue d’une inflammation et de douleurs peuvent 

également être observées lorsque les �-D-glucanes qui sont difficilement solubles sont 

injectés par voie intraveineuse (55, 75, 76, 312). Certains champignons utilisés pour produire 

des �-D-glucanes présentent une concentration non négligeable de métaux toxiques comme 
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l’arsenic, le plomb, le cadmium et le mercure (34). De plus les préparations médicamenteuses 

contenant des �-D-glucanes et des protéines peuvent être à l’origine de réactions allergiques 

et d’asthme. Enfin, certaines études ont montré que les �-D-glucanes peuvent interférer avec 

les fonctions des macrophages, activer les fonctions lymphocytaires et induire, en synergie 

avec d’autres agents, une inflammation des voies respiratoires (74, 108, 204, 305).  

�/ effets bénéfiques  

Certains �-D-glucanes participent à l’activation des phagocytes dont le rôle est d’éliminer les 

pathogènes de l’organisme (48). En interagissant avec les récepteurs des macrophages, les �-

D-glucanes stimulent la production de cytokines qui, à leur tour, activent la réponse 

immunitaire (48, 256).  

Depuis que les �-D-glucanes ont montré leur potentiel dans le traitement de certains cancers, 

de nombreuses expériences sur les animaux ont été réalisées afin de mieux comprendre leurs 

actions sur différentes cellules tumorales (294). L’utilisation de différents �-D-glucanes dans 

le traitement contre des maladies infectieuses a également été proposée. Certains d’entre eux 

permettraient une modulation des réponses immunitaires humorales et cellulaires dans le cas 

de l’hépatite B (149), d’autres, en interagissant avec le vaccin contre le VIH, augmenteraient 

la réponse immunitaire de l’organisme (18).  

Certains �-D-glucanes seraient aussi efficaces contre les infections bactériennes. Ainsi, 

certains cas d’infections causées par Mycobacterium tuberculosis (181), Bacillus anthracis

(161), ou Streptococcus pneumoniae (131), sur des modèles murins, ont pu bénéficier de 

l’administration de �-D-glucanes qui agiraient par l’augmentation de l’activité des 

macrophages ou de la production de cytokines.  

Actuellement, la prise en charge des infections fongiques opportunistes pose des problèmes 

chez les patients immunodéprimés. Comme les champignons pathogènes sont aussi 

producteurs de �-D-glucanes, ils pourraient induire une réponse immunitaire contre eux-

mêmes (196, 251, 279). Suivant cette hypothèse, certains chercheurs ont montré l’efficacité 

des �-D-glucanes dans la protection contre les infections à Candida albicans ou à 

Pneumocystis carinii (109, 135, 272) sur le modèle murin. Les �-D-glucanes ont également 

montré leur intérêt dans le traitement de maladies cardiovasculaires en liaison avec le taux de 

cholestérol dans le sang (199), dans le traitement du diabète en réduisant la concentration de 

glucose dans le sang (171), dans le contrôle de la pression sanguine (278) ou encore dans la 

guérison de plaies et la réduction des cicatrices (185, 223).  
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Des études menées par Rylander et Folgelmark ont montré que les �-D-glucanes pourraient 

agir en synergie avec les endotoxines sur les symptômes pulmonaires (107, 108, 118, 248), du 

fait de leur action sur les macrophages. La réduction du risque allergique et asthmatique chez 

les agriculteurs et leurs enfants pourrait ainsi passer par les contacts répétés avec une 

combinaison de �-D-glucanes et d’endotoxines. 

4/ études menées sur l’environnement des sujets asthmatiques 

De nombreuses études ont été menées sur les composants microbiens retrouvés dans la 

poussière des fermes afin de rechercher, sur un modèle animal, les mécanismes sous-jacents à 

l’effet protecteur constaté par des études épidémiologiques effectuées dans certains pays. 

Ainsi, des expériences ont été menées sur un modèle murin à partir d’endotoxines ou de �-D-

glucanes extraits de l’environnement fermier. Cependant, comme nous l’avons vu dans le 

chapitre précédent, des effets différents peuvent être obtenus selon l’origine des composés 

extraits de divers micro-organismes. Il apparaît donc nécessaire de mieux connaître les 

populations microbiennes dans les différents environnements, fermiers et non fermiers, et 

d’identifier les principales espèces qui composent les populations microbiennes des 

environnements associés à une moindre incidence de l’asthme et de l’atopie parmi les 

populations exposées. De nombreuses cohortes d’enfants et d’adultes ont été suivies ces 

dernières années afin de collecter des informations reliant leur santé à leur mode de vie, mais 

ce n’est que récemment que des études environnementales ont été entreprises dans le but 

d’inventorier les micro-organismes avec lesquels ces enfants et ces adultes sont en contact 

régulier. Dans la plupart des cas, il s’agissait de définir les contextes environnementaux 

associés à des prévalences différentes des symptômes asthmatiques. Plusieurs études de 

grande envergure ont ainsi été menées, aussi bien à l’échelle d’un pays (PAARC (289), 

ECRHS (197), ESPS (59), ISAAC (13, 230), Etude nationale sur les adolescents de 15 ans 

(191)), qu’à celle d’un continent (ECRHS (314)) ou même de la planète entière (ISAAC 

(13)).  

Nous avons vu précédemment que l’environnement des étables, par le biais des pratiques des 

agriculteurs, de la configuration de l’étable, du système de conservation du lait et des mesures 

d’hygiène prises par les exploitants, avait une incidence non négligeable sur la composition 

microbienne des laits et des fromages. De même, la flore microbienne des aliments distribués 

aux animaux mais aussi celle de l’air de l’étable, de la salle de traite et de la laiterie peuvent 
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avoir une influence sur la première flore du lait. Dans ces circonstances, il importe de bien 

connaître l’environnement dans lequel évolue le bétail et de comprendre le fonctionnement 

des flux microbiens qui amènent à la contamination du lait ou à l’inhalation par voie 

respiratoire de micro-organismes par les exploitants agricoles et leur famille.  

II/ Présentation des projets auxquels ce travail de recherche a contribué 

A/ Etude pilote, Projet AgriSanté 

Notre travail s’inscrit tout d’abord dans le cadre du réseau R32AE (Réseau Régional de 

Recherche en Agro-Alimentaire et Environnement) dont le but est d’établir un pont entre les 

besoins exprimés des professionnels et les compétences régionales en matière de recherche. 

Depuis plusieurs années, une évolution nette de la perception du risque sanitaire par le grand 

public a été observée, se traduisant notamment par une suspicion croissante des 

consommateurs à l’égard de la qualité sanitaire des produits alimentaires. Ce contexte incite le 

monde agricole à s’interroger sur l’impact de leurs pratiques professionnelles non seulement 

sur la qualité des produits proposés aux consommateurs mais également sur la santé des 

exploitants eux-mêmes. L’attachement des producteurs franc-comtois au maintien des 

pratiques traditionnelles de fabrication les rend particulièrement sensibles aux exigences 

croissantes des consommateurs en matière d’absence totale de risque. Ceci est 

particulièrement vrai pour les fromages au lait cru, dans un contexte international de plus en 

plus méfiant à l’égard de ces produits.  

Suite aux observations sur les niveaux et la nature de la flore microbienne des laits crus, une 

étude de l’environnement microbiologique situé en amont de la production de lait a été 

envisagée. Cet environnement microbien d’amont pourrait être lié à la flore muqueuse du 

bétail, retrouvée sur le trayon mais aussi aux bio-aérosols des étables, eux-mêmes fortement 

influencés par les pratiques agricoles. De plus, des études antérieures ont montré une grande 

variabilité journalière et saisonnière de l’ambiance des étables (233, 234). Il a ainsi été montré 

qu’il existait un lien entre la flore microbiologique du foin et les conditions de la récolte, du 

stockage et de la distribution du fourrage (taille de la coupe d’herbe, techniques de séchage et 

de stockage du foin, conditions météorologiques durant la fenaison, techniques de distribution 

du fourrage, pratiques de traite, système d’aération et autres) (243). Il est donc légitime de 

s’interroger sur l’influence de l’alimentation des vaches dans la composition de la première 

flore colonisant le lait pendant et juste après la traite. Il est cependant nécessaire de rappeler 
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que l’influence des micro-organismes présents dans les étables n’est pas forcement négative et 

que la notion de terroir repose notamment sur la composante microbiologique de 

l’alimentation des vaches. Dans ce contexte, le projet AgriSanté visait à analyser le lien entre 

l’alimentation des vaches, les pratiques agricoles lors de la récolte et de la gestion des 

fourrages d’une part et la composition microbiologique du lait, d’autre part.  

De plus, ce projet affiche une double motivation : 

- renforcer les relations établies entre le monde agricole et le monde de la 

recherche, sur une thématique qui lie intimement l’observation des pratiques 

agricoles et la recherche appliquée sur la problématique des fromages au lait 

cru, 

- disposer d’éléments fiables et précis permettant de mettre en avant les atouts 

des modes de production traditionnels mis en œuvre en Franche-Comté.  

En retour, des éléments concrets pourront être valorisés dans le conseil agricole de terrain, 

relatifs notamment aux pratiques agricoles de récolte, de séchage et de manipulation des 

fourrages. Enfin ce projet avait également pour but de valider les méthodes de prélèvement de 

poussière pour la réalisation d’une analyse microbiologique de la poussière sédimentée dans 

les étables.  
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B/ Projet GABRIEL 

Le projet GABRIEL, financé par l'Union Européenne, regroupe 60 organismes de recherche 

différents. Son objectif général est d’étudier comment et dans quelle mesure, les gènes et 

certains facteurs environnementaux sont impliqués dans la survenue ou la prévention de 

signes cliniques d’asthme. Ainsi, le consortium GABRIEL se propose d’étudier un nombre 

important de gènes candidats dans des populations de patients et de témoins issus de diverses 

études épidémiologiques afin de quantifier l’influence respective de la susceptibilité génétique 

et de l’exposition à des facteurs environnementaux tels que les allergènes, la fumée de tabac, 

et autres. Les données épidémiologiques liant l’environnement rural à une protection contre 

l’asthme sont très nombreuses et le projet GABRIEL s’est aussi donné pour but de rechercher 

de nouveaux déterminants de l’asthme chez les enfants de populations rurales en portant un 

intérêt particulier à l’identification des micro-organismes et des autres facteurs susceptibles de 

conférer une protection contre l’asthme dans les environnements ruraux. La connaissance de 

ces mécanismes pourrait ouvrir de nouvelles pistes pour la mise en place de méthodes 

efficaces de prévention de l'asthme et des maladies allergiques chez les enfants.  

C/ Projet GABRIEL-A 

Le projet Gabriel comprend un volet intitulé GABRIEL-A (pour Advanced studies) destiné à 

étudier l’environnement dans lequel évoluent des enfants asthmatiques, atopiques et témoins 

vivant en milieu rural. Ce volet doit permettre d’identifier l’impact sur l’asthme et l’atopie de 

différents facteurs environnementaux tels que le régime alimentaire des enfants, la 

consommation de lait cru, la survenue d’infections durant la petite enfance et l’exposition à la 

fumée de cigarette, à la pollution de l’air en éléments chimiques, à des animaux domestiques, 

à la poussière de maison et à ses composants microbiens et allergéniques. 
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Cette thèse sera composée en trois parties. La première traitera de la validation des stratégies 

de prélèvements de poussières aéroportées et d’analyses microbiologiques permettant 

d’effectuer un inventaire microbien de l’ambiance des fermes. La deuxième partie s’attachera 

à caractériser les transports microbiens entre les étables, les salles de traite, le lait et 

l’ambiance des chambres où vivent les enfants. La troisième partie aura pour but d’identifier 

un éventuel lien entre l’exposition aux micro-organismes dans les fermes et dans des 

logements ruraux non fermiers et la survenue de symptômes atopiques ou asthmatiques chez 

les enfants. Les prélèvements environnementaux correspondant aux fermes franc-comtoises et 

l’ensemble des études microbiologiques présentées ici ont été réalisés dans le laboratoire de 

Parasitologie et Mycologie de la faculté de médecine de Besançon (Unité de recherche SERF 

EA 2276 jusqu’en 2007 puis dans l’UMR CNRS 6249 Chrono-Environnement depuis 2008). 

Les prélèvements environnementaux correspondant aux autres fermes allemandes, les études 

cliniques et les analyses statistiques ont été réalisées par les autres équipes de recherche 

impliquées dans le projet GABRIEL (www.gabriel-fp6.org).  
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MATERIEL ET METHODES  
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Les différents projets sur lesquels est basé le travail de cette thèse ont pour but de répondre à 

plusieurs problématiques allant de la validation des techniques à la mise en évidence de flux 

microbiens dans les fermes (figure 1). 

A/ population de l’étude et prélèvements analysés au laboratoire 

1/ Projet AgriSanté 

a/ population 

Les prélèvements de l’étude AgriSanté ont tous été réalisés entre Février 2006 et Mai 2008. 

Seize fermes franc-comtoises ont été sélectionnées en fonction de leur système de traite, et de 

leur appartenance à l’AOC Comté. Pour dix d’entre elles, les enfants avaient participé à 

l’étude PASTURE (Protection against Allergy : STUdy in Rural Environments). Les fermes 

étaient situées entre 46°35’04” et 47°21’09” Nord et entre 5°29’55” et 6°43’04” Est, entre 

200 et 880 mètres d’altitude. Sur les seize fermes, neuf correspondaient à des stabulations 

libres et sept à des étables entravées. Dans les stabulations libres, les vaches sont totalement 

libres de leurs mouvements dans l’étable (figure 2) et sont dirigées vers la salle de traite 

(figure 3) deux fois par jour pour être traites. L’étable est plus vaste et plus aérée et les 

troupeaux sont souvent plus gros que dans le cas d’une étable entravée. Dans les étables 

entravées, les vaches sont attachées à une place fixe durant toute la saison hivernale (figure 4) 

et la trayeuse se déplace entre elles pour la traite (figure 5).  

Un questionnaire sur les habitudes et les mesures prises par l’agriculteur dans l’étable et 

pendant la traite ainsi que sur les caractéristiques de l’étable (nombre de vaches, heures de 

travail, taille du bâtiment) et de l’installation à été rempli par des membres des chambres 

départementales d’agriculture du Doubs et du Jura (annexe 1) 
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Plan d’étude 

Projet AgriSanté (n = 16)
Projet Gabriel ( n= 680)

Validation des méthodes

Prélèvements 

Analyses

Réalisation d’un inventaire microbien

Fongique cultivable 

Bactérien

Cultivable 

Total

Analyse du cultivable

Chambres (n = 443)

Etables (n = 111)

Granges (n = 126)

Analyse des 

bactéries totales

Etables

Flore en fonction du type d’exposition de l’enfant

Poussière Matériel de traite

Flore en fonction de l’état de santé de l’enfant

Fongique cultivable 

Bactérien cultivable

Conservation

Figure 1 : projets d'étude et problématique abordée

Figure 2 : stabulation libre, nourrissage des animaux Figure 3 : stabulation libre, salle de traite 

Figure 4 : étable entravée, disposition du bétail       

     

Figure 5 : étable entravée, traite des animaux 
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b/ prélèvements 

Un minimum de 9 prélèvements par ferme a été effectué pour les besoins de l’étude, tant pour 

apporter des réponses à la problématique de l’allergie qu’à celle des micro-organismes du lait. 

Dans un premier temps, entre 2 et 4 prélèvements d’air par ferme ont été réalisés sur le 

principe de l’impaction active (avec un flux de 3 litres par minute) des particules de l’air à 

l’aide d’une pompe GilAir3 (Sensidyne, Clearwater, USA) sur laquelle était montée une 

cassette en plastique (37 mm; Sensidyne, Clearwater, U.S.A) contenant un filtre Teflon
®

(pores de 0.45 microns de diamètre - Millipore Sensidyne, Clearwater, U.S.A). Le matériel 

était fixé sur un trépied (fait maison) de 75 centimètres de hauteur et placé au centre de 

l’étable (figure 6). 

- un prélèvement d’air de l’étable avant nourrissage, pendant 20 minutes ; 

- un prélèvement d’air de l’étable après nourrissage, pendant 20 minutes ; 

- un prélèvement d’air pendant la traite, durant 20 minutes, pour les étables 

possédant une salle de traite. 

Ensuite, des prélèvements de diverses sources microbiennes ont été réalisés : 

- un prélèvement de toute nourriture distribuée avant et après la traite. Ce 

prélèvement a été réalisé avec des gants pour prévenir le transfert de micro-

organismes des mains du préleveur à l’échantillon. Il a été conservé dans un 

bocal en plastique stérile d’une contenance de 200ml (figure 7); 

- un prélèvement de poussière sédimentée prélevée à l’aide d’une spatule propre, 

sur des fenêtres ou sur les barres d’attache des vaches. Il a été conservé dans 

un bocal en plastique stérile d’une contenance de 100 ml (figure 8);  

- un prélèvement de poussière sédimentée récoltée pendant un mois dans une 

boîte en plastique fixée dans l’étable hors d’atteinte du bétail (figures 9 et 10); 

- Des prélèvements de poussière sédimentée sur une lingette stérile déposée dans 

une boîte en plastique dans l’étable, à côté de la précédente boîte en plastique, 

pendant quinze jours. 
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Figure 6 : dispositif de prélèvement de poussière 

aéroportée    

Figure 7 : prélèvement de foin 

Figure 8 : prélèvement de la poussière sédimentée à 

l'aide d'une spatule  

Figure 9 : boîte de récolte de poussière 

Figure 10 : positionnement de la boîte de récolte de 

poussière dans l'étable 

Figure 11 : prélèvement de la surface de trayons 
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Des prélèvements en relation directe avec les contaminants du lait ont été réalisés : 

- Des prélèvements de surface de trayon de dix vaches, effectués avec des 

lingettes stériles imprégnées de Tween 80 dilué, entre le lavage habituel du 

trayon par l’agriculteur et la traite (figure 11). Pour des raisons d’hygiène, les 

prélèvements de surface de trayons ont été réalisés avec des gants, et les 

lingettes ont été groupées dans un sac en plastique stérile fermé 

hermétiquement une fois les prélèvements effectués.

- Des prélèvements de lait dans le tank à la fin de la traite, réalisés à l’aide d’une 

seringue stérile de 50 ml, une fois la température du tank stabilisée à la 

température habituelle de conservation (température variant entre 4 et 12°C 

d’une ferme à une autre) 

Enfin, des prélèvements réalisés à l’aide d’écouvillons stériles sur le matériel de traite à 

différents niveaux entre l’animal et le tank à lait (figure 12): 

- Un écouvillon de la partie métallique de deux des quatre manchons, parties de 

la machine à traite qui est contact avec l’animal pendant la traite. 

- Un écouvillon de deux sorties de lait, parties situées entre les manchons et le 

gobelet à lait.  

- Un écouvillon de l’arrivée d’air, partie caoutchouteuse entre le pipeline et le 

système de distribution d’air pour chaque machine à traire. 

- Un écouvillon de l’intérieur du gobelet à lait, partie dans laquelle se 

rencontrent le lait et l’air servant à l’acheminement du lait jusqu’au tank. 

- Un écouvillon de l’arrivée de lait dans le tank. 

- Un écouvillon de surface du tank. 

- Enfin, un prélèvement de l’eau résiduelle stagnante dans le tank, 

principalement au niveau de l’évacuation du tank. 

Les prélèvements sur le matériel de traite ont été effectués après son lavage et avant la traite.
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Lingettes

Manchon 

Sortie de lait

Gobelet

Arrivée d’air

Arrivée de lait

Tank 

Lait Eau résiduelle

Figure 12 : schéma du matériel de traite et des différents prélèvements effectués 

Figure 13 : dispositif de récolte de la poussière sédimentée sur des lingettes 

(photos fournies par l’institut d’évaluation des risques de l’université d’Utrecht aux Pays-Bas, 

service d’épidémiologie environnementale) 
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3/ Projet GABRIEL

a/ population 

Phase 1 : Un total de 39.983 questionnaires a été distribué dans les cinq centres d’étude et 

34.491 ont été complétés et renvoyés (tableau I). 

Phase 2 : Sur les 2573 enfants sélectionnés au hasard en Bavière, 2317 ont accepté de 

participer à l’examen physique et aux tests environnementaux. Pour 1914 participants, les 

données physiques et les poussières de matelas sont disponibles.  

Phase 3 : 895 enfants pour lesquels toutes les données sont disponibles ont été choisis de 

manière stratifiée selon le statut clinique pour participer à la troisième phase de l’étude : la 

phase d’étude environnementale approfondie. 

Les questionnaires accompagnant chacune des 3 phases comportaient des questions de plus en 

plus précises sur les habitudes des enfants et de leur famille (annexes 2, 3 et 4). Ainsi, le 

questionnaire concernant la phase II comporte des questions sur la petite enfance de l’enfant 

participant à l’étude (poids à la naissance, alimentation lors des premiers mois, contact avec 

d’autres enfants à la crèche…), des questions sur sa santé (bruits de sifflements, rhumes, 

hospitalisations…), sur ses contacts avec une ferme (lors de vacances, contacts alors que la 

mère était enceinte, présence d’animaux lors des contacts…), sur les contacts réguliers avec 

les animaux (chiens, vaches, moutons, cochons, volaille, chevaux…), sur les activités 

auxquelles l’enfant participe dans la ferme (traite, nourrissage des différents animaux, 

affouragement…), sur la consommation de lait (de l’étable, du commerce…), sur 

l’alimentation de l’enfant en général (jus de fruit, produits frais, lavage des mains avant le 

repas…), sur l’environnement général de l’enfant (circulation de véhicules, type de chauffage, 

présence d’animaux dans la chambre, comportement des parents induit par des allergies dans 

la famille…), sur son bien-être actuel (état de santé, état mental, relations avec les membres 

de la famille…), sur les pratiques sportives (fréquence, type…) et enfin, des questions sur le 

comportement de la mère pendant la grossesse. Pour la phase III, chacun des dispositifs de 

récolte de la poussière était accompagné par un questionnaire assez court dans lequel des 

questions étaient posées sur l’âge du bâtiment, ce que l’on y trouve (fourrages, animaux…), la 

position du dispositif dans la pièce… Un questionnaire accompagnait également le 

prélèvement de lait réalisé lors de la phase III, insistant particulièrement sur ses conditions de 

stockage et sa provenance.  
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b/ prélèvements environnementaux 

Presque toutes les familles d’agriculteurs participant à la phase III de l’étude ont renvoyé les 

lingettes électrostatiques du logement et de la ferme, identiques à celles utilisées dans le projet 

AgriSanté, mais déposées sur un support de pochette plastifiée. Ce système a été mis en place 

afin que les agriculteurs pouvaient envoyer les prélèvements par courrier au bout de quinze 

jours, sans avoir à les toucher (figure 13). Ces lingettes ont été placées dans trois endroits 

différents : dans la chambre de l’enfant (dans tous les cas), dans l’étable et dans la grange 

(pour les enfants fermiers). 

B/ Premiers traitements 

1/ Mise en suspension des micro-organismes 

a/ à partir des filtres 

La mise en suspension du matériel déposé sur le filtre a été réalisée par rinçage de la cassette 

et du filtre avec 6 mL d’une solution de Tween 80 dilué à 0,1% dans du sérum physiologique, 

et par brassage de la cassette au vortex pendant 30 secondes. La cassette était ensuite ouverte, 

le filtre transféré avec la solution de rinçage dans un sac stérile pour appareil Stomacher
®

(AES laboratoire, Combourg, France), la cassette lavée avec 4 mL de la solution de Tween 

diluée et le liquide transféré dans le sac stomacher. Le sac stérile contenant le filtre et 10mL 

de solution de Tween dilué était ensuite brassé pendant 10 minutes dans un Stomacher
®

 afin 

de détacher les micro-organismes du filtre. Enfin, le liquide contenu dans le sac Stomacher
®

était transféré dans un tube stérile (figure 14). 

b/ nourriture 

Cinq grammes de foin, de paille et des substrats d’alimentation ont été prélevés de 

l'échantillon global et transférés dans un sac stérile pour Stomacher
®

 avec 80mL de Tween 80 

à 0,1%. Le sac a ensuite été brassé pendant six minutes dans le Stomacher
®

 et le liquide a été 

transféré dans un tube stérile (figure 15). 
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c/ poussière sédimentée (récoltée avec une spatule ou dans une boîte) 

La poussière contenue dans les boîtes en plastique a été recueillie à l’aide d’un pinceau et 

transférée dans un pot stérile conservé à température ambiante.  

0,3 grammes de poussière ont été prélevés et vortexés pendant une minute avec 20 mL de 

solution Tween 80 à 0.1%.  

d/ poussière sédimentée sur des lingettes électrostatiques 

Les lingettes de poussière ont été transférées stérilement, dans un sac Stomacher
®

 stérile, avec 

une pince (figure 16). Si la lingette était pliée, l’ouverture du pliage était dirigée vers le bas de 

sorte que les particules de poussières tombaient plus facilement au fond du sac. 20mL de 

Tween 80 à 0,1% ont ensuite été ajoutés dans le sac et le tout a été brassé pendant dix minutes 

dans le Stomacher
®

. Le liquide a enfin été transféré dans un tube stérile.  

f/ surface de trayons 

Pour l’analyse des lingettes, 100mL de Tween 20 à 0,1% additionné de poudre de lait G 

(laboratoires Standa, Caen, France) à 0.5% (préparé extemporanément) sont ajoutés dans le 

sac contenant les lingettes et celui-ci est passé au Stomacher
®

 pendant une minute (9, 186). 

g/ lait 

Les prélèvements de lait de l’étude AgriSanté ont été analysés dès leur arrivée au laboratoire, 

sous deux formes : une solution pure et une solution diluée au dixième dans de l’eau stérile.  



 -59-

Mise en suspension  
des substrats d’alimentation 

Décollement des micro-organismes  
par stomachage 

Transfert du liquide de lavage  
dans des tubes 

Figure 15 : traitement des prélèvements de nourriture dans le laboratoire 

Lavage de la cassette  

avec la solution 

Transfert de la solution de lavage 

dans un sac stérile 

Second rinçage de la cassette et 

transfert du liquide 

Transfert du filtre 
 dans le sac stérile 

Décollement des micro-organismes  
par stomachage 

Transfert de la solution de lavage  
dans des cryotubes 

Figure 14 : traitement des filtres d'air dans le laboratoire 

Figure 16 : traitement des lingettes de poussière sédimentée dans le laboratoire 

Préparation du sac stérile 

 sous une hotte 

Prise en main du sac  

contenant la lingette 

Sortie de la lingette du sac  

avec une pince stérile 

Transfert de la lingette dans le sac stérile Disposition ouverture vers le bas Ajout de 20 mL de Tween 80 
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2/ Culture 

Les divers prélèvements ainsi traités ont ensuite été ensemencés sur différents milieux de 

culture (figure 17 et tableau II). 

a/ milieux de culture fongique 

Deux milieux fongiques, choisis d’après des études réalisées antérieurement au laboratoire 

(234, 243, 244), ont été utilisés pour cultiver les différents champignons de l’environnement. 

�/ DG18 

La gélose au Dichloran-Glycérol (DG18) est un milieu qui est recommandé pour 

l’identification et le dénombrement des levures et des moisissures se développant sur un 

milieu à faible activité en eau. Ce milieu permet de diminuer la taille des thalles de 

moisissures et des colonies de levure afin de faciliter leur comptage. 

Le milieu Dichloran-Glycérol (Oxoid LTD, Basingstoke, England) a été incubé à 30°C pour 

l’identification des moisissures en général. Après une semaine d’incubation, des espèces 

fongiques comme Aspergillus versicolor, Aspergillus niger, Cladosporium sp., Penicillium 

sp., mais également des levures ont pu être cultivées sur ce milieu (figure 18). 

�/ Malt sel 

Le milieu Agar à l’extrait de malt est un milieu qui est utilisé pour la mise en évidence, 

l’isolement et la numération des levures et des moisissures. En milieu acide, l’extrait de malt, 

riche en glucides, apporte tous les éléments nutritifs nécessaires au métabolisme des levures et 

des moisissures et l’acidité du milieu inhibe le développement de la plupart des germes 

contaminants. 

Ce milieu, utilisé avec un ajout de sel à température ambiante pendant sept jours, permet la 

croissance des espèces fongiques osmophiles comme les différentes espèces d’Aspergillus

(figure 19). 

b/ milieux de culture bactériens 

Compte tenu de la diversité des bactéries environnementales, un nombre important de milieux 

a été utilisé pour permettre la croissance d'une grande quantité d’espèces bactériennes. Deux 

de ces milieux ont été utilisés au long des trois études pour tous les prélèvements. Il s’agit des 
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milieux R8 et Difco. D’autres milieux bactériens ont été utilisés pour certaines parties de ce 

travail. Il s’agit des milieux Mueller-Hinton, Drigalski, Slanetz, Chromagar Orientation, 

MRS, SLAC, FH et ME. 

�/ Mueller-Hinton 

La gélose Mueller-Hinton est une gélose riche qui permet la culture de nombreuses bactéries 

pathogènes et environnementales. Nous l’avons incubée à température ambiante (20°C) pour 

favoriser la croissance des bactéries environnementales et avons effectué la lecture au bout de 

six jours d’incubation pour les échantillons appartenant à l’étude AgriSanté (figure 20). 

�/ Drigalski 

Le milieu Drigalski est un milieu sélectif permettant l’isolement des bactéries Gram négatif 

non exigeantes. Il est souvent utilisé pour l’isolement de germes urinaires et pour les 

coprocultures. Il contient deux inhibiteurs de la flore Gram positif : le désoxycholate de 

sodium et le cristal violet. Sa composition permet également de sélectionner les bactéries qui 

métabolisent le lactose. Les colonies qui apparaissent jaunes sont des colonies lactose+ et les 

bleues sont lactose-. L’incubation a été réalisée pendant 48 heures à 30°C pour les 

échantillons du premier hiver du projet AgriSanté (figure 21). 

�/ Slanetz 

C’est un milieu de dénombrement des entérocoques en microbiologie alimentaire. 

Habituellement, son emploi est réservé aux eaux après filtration. Il contient un inhibiteur des 

bactéries Gram négatif, l’azide de sodium, qui sélectionne les streptocoques, et le TTC 

(chlorure de 2-3-5 triphényl-tétrazolium), lors de sa réduction, donne une coloration rouge 

aux bactéries. Sur ce milieu, après une incubation de 48 heures à 42°C, les entérocoques 

donnent des colonies de taille moyenne, roses ou rouges. Certains Bacillus peuvent pousser et 

donner le même aspect de colonies mais de taille plus importante. Nous avons utilisé ce 

milieu pour les échantillons du premier hiver du projet AgriSanté (figure 22). 

�/ CHROMagar Orientation 

Le milieu CHROMagar TM Orientation est un milieu utilisé en routine hospitalière pour la 

détection et la différenciation des pathogènes du tractus urinaire, que ce soient des bactéries 

Gram négatif ou Gram positif. C’est un milieu chromogène que nous avons testé sur les 
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bactéries non pathogènes en partenariat avec le groupe CHROMagar. La cible majeure de ce 

milieu est donc la détection de pathogènes mais son application peut être étendue à l’isolation 

de nombreux micro-organismes puisque c’est un milieu considéré comme nutritif. Il présente 

une large palette de couleurs (rouge, bleu turquoise, bleu métallique, brun, crème, translucide, 

doré, opaque, rose, avec un halo de couleur, …), en fonction de la réaction enzymatique mise 

en œuvre par la bactérie, qui élargit le spectre de différenciation des espèces bactériennes. Il 

peut être additionné d’antibiotiques ou, dans notre cas, d’antifongiques, puisque les 

prélèvements environnementaux sont concentrés en espèces fongiques qui peuvent également 

se développer, faiblement, sur ce milieu. L’incubation s’est faite à température ambiante 

pendant six jours (figure 23). 

�/ R8 

Le milieu R8 est un milieu mis en place en 1989 par W. Amner du département de Génétique 

et de Microbiologie de l’université de Liverpool au Royaume-Uni. Ce milieu a été développé 

pour l’isolement et la numération des actinomycètes thermophiles, comme par exemple 

Saccharamonospora viridis, pour lequel il a été mis en place mais aussi pour 

Thermoactinomyces spp. ou Saccharopolyspora rectivirgula (figure 24), à 52°C pendant sept 

jours.  

�/ Difco 

Le milieu Difco Actinomyces Isolation Agar est utilisé pour la culture et la conservation 

d’actinomycètes du sol, de la poussière et de l’eau. L’incubation se fait à 30°C pendant sept 

jours. Les colonies qui s’y développent ont un aspect sec plus ou moins étalé et de couleur 

blanche à jaune-orange (figure 25). 
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Poussière 

sédimentée

Poussière 

aéroportée
Lait Trayons Foin Nourriture

Matériel de 

traite

Lingette 

chambre

Lingette 

étable

Lingette 

grange

spatule avant travail du jour farine

lingette après travail du mois tourteaux

boite salle de traite céréales

chambre paille

autres

R8 x x x x x x x x x x

Difco x x x x x x x x x x

DG18 x x x x x x x x x x

Malt + sel x x x x x x x x x x

Mueller-Hinton x x x x x x x

Drigalski x x x x x x

Slanetz x x x x

MRS x x x x

SLAC x x x x

FH x x x x

CHROMagar 

Orientation
x x x x

Coloration de 

Gram
x x x x x x x x x x

PCR 16S 

d'après culture
x x x x x x x x x x

Clonage des 

ADN bactériens
x x

Etudes

Prélèvements

Milieux de culture

écouvillons 

de surface 

divers

Identification par biologie moléculaire

GABRIELAgriSanté

Tableau II : récapitulatif des prélèvements disponibles et des milieux utilisés pour l'analyse de chacun d'eux. 

   

Dépôt de solution de lavage sur une boîte de culture Ensemencement par étalement en conditions stériles 

Figure 17 : ensemencement des différents milieux de culture 
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Figure 18 : culture sur milieu DG18 Figure 19 : culture sur milieu Malt sel 

Figure 20 : culture sur milieu Mueller-Hinton Figure 21 : isolement sur milieu drigalski 

Figure 22 : culture sur milieu Slanetz Figure 23 : culture sur milieu CHROMagar 

Orientation 

Figure 24 : culture sur milieu R8 Figure 25 : culture sur milieu Difco 
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�/ milieux pour la flore d’intérêt dans la fabrication des fromages 

Pour la croissance des bactéries lactiques et des bactéries propioniques acides, 

l’ensemencement a été réalisé à l’aide d’un spiral plateur (DS model, Interscience, France) 

après une étape d’enrichissement pour les échantillons autres que le lait. Un bouillon Man 

Rogosa Sharpe (MRS, Difco) a été utilisé pour l’enrichissement des lactoBacilles 

thermophiles et du lait stérile (Lait G, laboratoires Standa, Caen, France) a été utilisé pour la 

croissance de lactoBacilles hétérofermentaires facultatifs. Ces deux solutions ont été incubées 

pendant deux jours respectivement à 45°C et 30°C. Un bouillon YEL a été utilisé pour 

l’enrichissement en bactéries propioniques acides et incubé pendant 2 jours à 30°C. Trois 

milieux de culture solides ont été utilisés pour la croissance de bactéries connues pour avoir la 

faculté de se développer dans le lait : i) le milieu MRS pour l’isolation des lactoBacilles 

thermophiles présumés, après incubation pendant 72 heures à 45°C sous des conditions 

anaérobies générées par un système Merck Anaerocult
®

, ii) un milieu SLAC agar selon 

Drinan (90), après incubation à 30°C pendant 6 jours pour la croissance des bactéries 

propioniques, et iii) un milieu FH (“Facultativ Heterofermentativen Laktobazillen”) selon 

Isolini (142) additionné de 40g/l d’acide nalidixique pour l’isolation des lactoBacilles 

hétérofermentaires après une incubation de 72 heures à 38°C sous des conditions anaérobies.  

Une quinzaine de bactéries susceptibles de se développer dans le lait ont été prélevées au 

hasard pour chaque prélèvement et pour chaque milieu de culture et ont été purifiées sur 

milieu MRS ou sur un milieu YEL. Tous les isolats ont été observés microscopiquement. La 

croissance à 15°C et la production de gaz à partir de D-gluconate ont été vérifiées pour les 

lactoBacilles mésophiles et pour les lactoBacilles hétérofermentaires facultatifs. L’ADN total 

a été extrait à partir de 1,5 mL de solution fraîche MRS ou YEL en phase exponentielle de 

croissance, par la méthode décrite par Godon (116) avec une lyse cellulaire réalisée par 

traitement au four à micro-ondes. Des amorces genre-spécifique pour Lactobacillus sp. et 

Propionibacterium sp. et des amorces espèce-spécifiques pour L. paracasei, L. rhamnosus,           

L. plantarum, L. paraplantarum, L. curvatus, L. delbrueckii ssp., P. jensenii, P. freudenreichii 

ssp. et P. acidipropionici ont été utilisées comme décrit précédemment (64, 70, 92, 285). Les 

souches qui n’ont pas pu être identifiées par ces méthodes l’ont été par PCR d’ADNr 16S et 

séquençage. 
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c/ dilutions utilisées pour l’ensemencement des différents milieux 

Différentes dilutions ont été utilisées en fonction du type d’échantillon étudié et du milieu de 

culture considéré. Le tableau III regroupe les différents milieux ainsi que les divers 

prélèvements et indique à quelles dilutions les solutions de lavage ont été analysées.  
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Tableau III : tableau des dilutions pour les différents prélèvements et milieux de culture 
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C/ Identification des espèces fongiques et des actinomycètes 

L’analyse des espèces fongiques et des actinomycètes se fait par identification macroscopique 

et un comptage des colonies après sept jours d’incubation, suivis, si nécessaire, par une 

confirmation microscopique. 

L’identification des espèces fongiques repose sur des critères morphologiques qui accordent 

une grande importance à l’aspect macroscopique (aspect, couleur,…), et à l’aspect 

microscopique [morphologie et ontogénie des spores (conidiogénèse : aspect, couleur et 

structure des conidiophores)]. 

1/ critères macroscopiques (236)

Une première lecture est faite à J7 pour identifier, et/ou repiquer certaines colonies pour 

obtenir une culture pure, et une lecture complémentaire à J14 permet d’identifier les colonies 

à croissance lente, ou que l’on n’aurait pas pu identifier à J7. 

Pour identifier les différentes espèces fongiques, il faut tout d’abord décrire l’aspect 

macroscopique de la culture : 

- le recto : couleur, aspect (cotonneuse, poudreuse, velouteuse, plane, cratériforme…),  

- le verso : couleur, existence de crêtes, présence de pigments qui diffusent dans la gélose. 

De nombreuses colonies fongiques sont ainsi différenciables grâce à leur aspect 

macroscopique (figure 26) mais dans plusieurs cas, une identification microscopique sera 

nécessaire. 

Ainsi, entre autres, les petites colonies levuriformes se développant sur Malt salé orientent 

vers une identification de Wallemia sebi (brune), d’Aureobasidium sp. (rose), de Blastobotrys 

nivea (blanc) ou d’Acremonium sp. (blanc à rouge).  

Les colonies extensives broussailleuses peuvent appartenir aux espèces Absidia corymbifera, 

Absidia cylindrospora, Mucor sp., Rhizopus sp., Syncephalastrum racemosum, Botrytis 

cinerea et il faudra procéder à une confirmation microscopique.  

Les colonies extensives, parfois zonées sont généralement du genre Trichoderma.  

Les champignons appartenant au genre Eurotium (amstelodami, herbariorum, umbrosum…)

et à sa forme asexuée, Aspergillus glaucus auront un aspect en forme de disque, feutré, à 

dominance jaune.  

Le genre Epicoccum se présente sous la forme de colonies plutôt extensives, duveteuses, aux 

couleurs rouge orangé. 
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Les colonies feutrées plus ou moins veloutées sombres correspondront à des champignons des 

genres Cladosporium, Alternaria, Ulocladium, Stachybotrys, et Humicola. 

Scopulariopsis brevicaulis et Scopulariopsis candida apparaîtront sous la forme de colonies 

granuleuses beiges ou blanches. 

Enfin, les colonies d’aspect duveteux et/ou cotoneux blanches sont les colonies les plus 

difficiles à identifier. Ce sont le plus souvent des mycéliums stériles non identifiables mais 

d’autres espèces fongiques peuvent avoir le même aspect macroscopique.  

L’identification des actinomycètes se fait principalement par l’intermédiaire de critères 

macroscopiques, les espèces étant classées principalement en 2 groupes (actinomycètes 

thermophiles et actinomycètes mésophiles) en fonction du milieu de culture et de la 

température d’incubation. 

2/ critères microscopiques (236)

Les éléments microscopiques des champignons permettent très souvent d’identifier les genres 

fongiques voire les espèces (figure 27).  

Un intérêt particulier doit être porté aux arthrospores (spores nées de la désarticulation d’un 

filament au niveau des cloisons entre deux cellules), aux phialides (articles mycéliens fertiles 

en forme de bouteille formant successivement des conidies ou phialospores), aux conidies 

(spores de reproduction asexuée), aux sporanges (organes de fructification en forme de sac 

arrondi, caractéristique des Zygomycètes), aux cleistothèces (organes de reproduction sexuée 

des ascomycètes formés par une paroi dense sans ouverture), aux corémies (regroupement de 

plusieurs conidiophores (filaments spécialisés portant la spore ou l’organe de reproduction 

asexuée) en faisceau agglomérés en mèches qui fructifient à leur partie apicale), aux 

verticilles (regroupement de conidiophores et de phialides formant des bouquets) et aux 

ascospores (spore de reproduction sexuée formée dans un asque). 
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Figure 26 : identification macroscopique des principales espèces fongiques de l'environnement 

Figure 27 : morphologie microscopique des champignons 

Phialide 

Métule 
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Par exemple (figure 28), les arthrospores de Wallemia sebi vont former des phialides à 

collerette, les conidies d’Aureobasidium sont lisses et en forme de pépins de courge fixés en 

petits bouquets, les phialides d’Acremonium sont simples ou ramifiées, émergent de corémies 

et produisent des conidies le plus souvent en agglomérat mais parfois en chaînes, quant aux 

conidies de Blastobotrys nivea, leur aspect lisse ou ovoïde et leur position terminale sur les 

filaments permettent leur identification. 

Les spores d’Absidia cylindrospora sont cylindriques contrairement aux spores d’Absidia 

corymbifera qui sont polymorphes. L’enveloppe du sporange de Mucor se déchire facilement 

et s’affaisse tandis que celle de Rhizopus reste sous la forme d’un sac froissé. 

Syncephalastrum racemosum ressemble à une marguerite et Botrytis cinerea montre des 

arborescences massives. 

Trichoderma sp. possède de nombreuses phialides courtes positionnées à angle droit sur un 

système de mycélium assez régulièrement ordonné et des conidies lisses ou verruqueuses. 

Les espèces appartenant au genre Eurotium sont difficilement différentiables les unes des 

autres microscopiquement. Elles produisent à l’intérieur de cleistothèces, des asques, 

contenant huit ascospores. L’aspect de ces ascospores varie en fonction des espèces du genre.  

Les conidies d’Epicoccum nigrum sont verruqueuses, brunes, pluricellulaires avec une cellule 

blanche à la base, mais sont difficiles à obtenir et à visualiser. 

Les chaînes simples ou ramifiées de conidies à apex court naissant à l’extrémité des filaments 

correspondent à Alternaria alternata et celles à apex long à Alternaria tenuissima. Les 

conidies d’Ulocladium sont sans apex et se développent à partir des angles d’un conidiophore 

géniculé, de façon isolée ou rarement en courtes chaînes. Stachybotrys chartarum présente, à 

l’extrémité du filament, un rassemblement de phialides cylindriques en tulipe surmonté de 

conidies de tailles et de formes similaires aux phialides, légèrement plus claires et rugueuses. 

Humicola grisea produit de nombreuses conidies solitaires sphériques, lisses et à parois 

épaisses. 

Scopulariopsis brevicaulis possède des chaînes d’annellospores sphériques à base tronquée, 

qui seront oblongues et lisses pour Scopulariopsis candida. 
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Enfin, les champignons des genres Cladosporium, Aspergillus, Fusarium, Paecylomyces et 

Penicillium possèdent des caractéristiques macroscopiques suffisantes pour leur identification 

au niveau du genre et parfois de l’espèce.  

Le plus souvent, l’observation microscopique des moisissures se fait à l’aide d’un colorant, le 

bleu de lactophénol. Sinon, elle peut se faire simplement avec de l’eau distillée stérile. 

Pour pouvoir compléter et/ou affirmer l’identification macroscopique, il faut procéder à un 

examen microscopique, le plus souvent réalisé par la technique du ruban adhésif ou technique 

du scotch :  

- une goutte de bleu de lactophénol est déposée sur une lame à microscope, 

- un morceau de scotch, tenu à l’aide d’une pince métallique, est déposé sur la colonie que 

l’on veut identifier, en appuyant légèrement pour pièger les appareils sporifères. 

- une fois la colonie transférée, le morceau de scotch est déposé sur la goutte de bleu de 

lactophénol (le scotch faisant office de lamelle) 

- la préparation est observée à un grossissement x 200 puis x 400 

Une autre technique permet de compléter l’identification, il s’agit de la technique par grattage. 

Une partie de la colonie est prélevée avec une lamelle, dissociée dans une goutte de bleu de 

lactophénol, elle-même déposée sur une lame de microscope. La préparation est observée 

entre lame et lamelle, à l’objectif x20, puis x40. 

Pour toutes ces techniques d’identification, une fois la mise au point effectuée, il faut chercher 

s’il y a présence de spores (ou conidies) et leur mode de formation (tableau IV). 
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Figure 28 : aspect microscopique des principaux champignons de l'environnement 
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Description 

macroscopique 

Aspect sur milieu de 

culture 

Description 

microscopique 

Photo au microscope 

optique 

Cladosporium spp. 

Poudreux, velouté. 

Vert olive à brun 

noir. 

Revers brun noir. 

Conidies de taille variable 

avec une cicatrice de 

bourgeonnement nette. 

Formation de chaînes 

plus ou moins 

divergentes. 

Alternaria spp. 

De blanc gris à vert 

foncé noir, feutré. 

Revers sombre. 

Conidies brunes 

muriformes, cloisonnées, 

avec un apex plus ou 

moins long, formant des 

chaînes. 

Penicillium spp. 

Duveteux à velouté, 

couleur variable. 

Parfois pigment 

diffusible. 

Phialides en verticilles 

(pinceaux) avec conidies 

rondes ou ovalaires, 

formant des chaînes 

désordonnées aux 

extrémités. 

Aspergillus 

versicolor 

Couleur variable, de 

jaune à vert. 

Tête aspergillaire 

bisériée, radiée, présence 

de têtes primaires 

ressemblant à des 

pinceaux de Penicillium. 

Aspergillus 

nidulans 

Poudreux, vert 

sapin. 
Tête bisériée en colonne. 

Eurotium 

amstelodami 

Poudreuses, de 

couleur jaune. 

Forme sexuée : 

cléistothèce jaune et 

ascospores. 

Forme asexuée : 

A.glaucus (tête 

aspergillaire radiée, 

unisériés, bleu-vert). 

Absidia spp. 
Envahissante, 

cotonneuse, grise. 

Revers incolore. 

Filaments larges, peu ou 

pas septés. Evasement au 

niveau de l’apophyse. 

Conidies rondes, lisses et 

jaunâtres. 

Wallemia sebi 
Petites colonies 

marron bien 

délimitées. 

Conidiophore se 

fragmentant en conidies 

cubiques, qui 

s’arrondissent en 

vieillissant. 

Tableau IV: caractéristiques macro et microscopiques des principaux genres fongiques 
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D/ Identification bactérienne 

Il existe de nombreux milieux permettant d’identifier les bactéries pathogènes mais la 

diversité des bactéries dans l’environnement est telle qu’il n’existe pas actuellement de clé de 

détermination visuelle ou de galeries environnementales. Les quatre photos de la figure 29 

montrent la difficulté de l’identification due à la diversité des phénotypes sur les différents 

milieux. 

Dans un premier temps, nous avons donc réalisé un catalogue de phénotypes en fonction de la 

taille, de la forme, de la couleur et de l’aspect de chaque colonie bactérienne sur chaque 

milieu de culture et ensuite, nous avons réalisé une coloration de Gram qui nous a permis de 

classer tous ces phénotypes en quatre groupes : les bacilles à Gram positif, les bacilles à Gram 

négatif, les cocci à Gram positif et les cocci à Gram négatif. 

1/ Coloration de Gram 

La coloration de Gram doit son nom au bactériologiste danois Hans Christian Gram. C'est une 

coloration qui permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi bactérienne, et d'utiliser 

ces propriétés pour les distinguer et les classer. 

Pour sa réalisation, une colonie est délicatement prélevée puis déposée dans une goutte d’eau 

sur une lame en verre. Une fois l’eau évaporée, les bactéries sont fixées sur la lame par de 

l’alcool que l’on flambe. On procède ensuite à la coloration. Pour ce faire, quatre réactifs sont 

successivement utilisés et évacués.  

Dans un premier temps, la préparation est recouverte pendant une minute de cristal violet 

(CML, Nemours, France), qui va se fixer sur les composants cytoplasmiques des bactéries, 

puis elle est rincée à l’eau déminéralisée.  

Elle est ensuite recouverte de lugol (CML, Nemours, France), pendant une minute, qui aura 

pour rôle de fixer la coloration interne au cristal violet.  

Après rinçage à l’eau déminéralisée, on procède à une décoloration rapide à l’alcool/acétone 

(CML, Nemours, France) pendant une dizaine de secondes. Lors de cette étape, le cytoplasme 

des bactéries qui seront dites Gram négatif sera décoloré : en effet, ces bactéries ayant une 

paroi pauvre en peptidoglycane (donc plus fine), cette dernière va laisser passer le mélange 

alcool-acétone qui décolorera le cytoplasme en éliminant le violet de gentiane. Au contraire, 

pour les bactéries Gram positif, la paroi constitue une barrière imperméable à l'alcool car elle 
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est composée d'une couche de peptidoglycane plus importante (plus épaisse) et les bactéries 

resteront alors violettes. 

Enfin, une contre-coloration à la safranine (CML, Nemours, France) est effectuée pendant une 

minute avant d’être abondamment rincée à l’eau déminéralisée. Cette nouvelle coloration a 

pour but de donner aux bactéries Gram négatif précédemment décolorées une teinte rose 

permettant de les visualiser au microscope. Les bactéries Gram positif restées violettes 

resteront insensibles à cette contre-coloration plus pâle que le violet imprégnant leur 

cytoplasme (figure 30).  

Cependant, cette technique informative sur les propriétés des parois des bactéries n’est pas 

suffisante pour permettre de réaliser un inventaire des bactéries retrouvées dans les différents 

milieux que nous avons testés. Nous avons donc ensuite préparé les échantillons pour d’autres 

manipulations.  

2/ Extraction d’ADN 

Une fois les différents phénotypes bactériens caractérisés pour un échantillon, chacun d’entre 

eux a été ré-isolé sur une nouvelle boîte de Pétri contenant le même milieu de culture que 

celui sur lequel la bactérie a été caractérisée, afin d’obtenir une culture pure de ce phénotype. 

Une petite quantité de cet isolat (environ de la taille d’un pépin de raisin) a été prélevée et 

mise en suspension par vortexage dans 200 microlitres d’eau distillée stérile, contenue dans 

un tube de 2mL. L’ADN de ces bactéries a été extrait par la méthode de boiling: les tubes ont 

été plongés pendant dix minutes dans de l’eau bouillante puis centrifugés pendant dix minutes 

à 12000 rpm afin de culotter les débris cellulaires. Le liquide clair contenant l’ADN en 

suspension après centrifugation est récupéré pour procéder à des identifications moléculaires. 

3/ Conservation  

Plusieurs banques de conservation ont été réalisées au long de ces trois études successives et 

sont représentées sur la figure 31. 

La première est une conservation de ce que l’on peut appeler les solutions de lavage des 

échantillons. Chaque prélèvement a été conservé dans un cryotube étiqueté, à -20°C. C’est 

notre "banque de solution de lavage".  
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Une seconde banque est une banque de photos, après une semaine d’incubation à température 

ambiante, de tous les milieux de culture bactériens utilisés à partir du mois d’avril 2008 pour 

les cultures de poussières des projets AgriSanté et Gabriel. C’est la "photothèque de culture". 

Une autre banque de conservation concerne les bactéries conservées en fonction de leurs 

phénotypes. Une fois la coloration de Gram effectuée, le ré-isolement réussi, en parallèle de 

l’extraction, une quantité de bactéries de la taille d’un pépin d’orange a été mise en 

suspension dans 1,5 mL de milieu liquide cœur-cervelle additionné de glycérol et conservé à  

-80°C. C’est notre "souchothèque". 

Cette "souchothèque" a été associée à une banque de photos de chaque phénotype pur, ce qui 

permet de réaliser des comparaisons visuelles entre des phénotypes identiques dans la 

description mais décrits à plusieurs mois d’intervalle. C’est la "photothèque de phénotypes". 

Une troisième et dernière "photothèque" a été réalisée et concerne les photos des colorations 

de Gram observées au microscope pour chaque souche pure. C’est la "photothèque de Gram". 

Enfin, une banque contenant tous les ADN de chaque souche bactérienne isolée à été réalisée. 

C’est la "DNAthèque" dans le cadre des expériences impliquant la culture des bactéries de 

l’environnement et la "clonothèque" pour les expériences axées sur l’ADN total contenu dans 

les échantillons.  

4/ Amplification de l’ARN 16S 

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une méthode de biologie moléculaire qui s’est 

développée dans les années 1990. Elle a été publiée pour la première fois en 1986 par Kary 

Mullis (193) et n’a cessé depuis de se développer et de s’améliorer. C’est une méthode de 

biologie moléculaire d'amplification génique in vitro, qui permet de copier en grand nombre, 

une séquence d'ADN ou d'ARN ciblée, à partir d'une faible quantité d'acide nucléique. La 

PCR est une technique basée sur une répétition de cycles de transition de température. Chaque 

cycle contient trois étapes : une étape de dénaturation qui consiste en la séparation des deux 

brins d’ADN, une étape d’hybridation de l’amorce sur la séquence cible de l’ADN, et une 

étape d’élongation pendant laquelle la Taq polymérase va synthétiser un brin complémentaire 

à celui qu’on lui a soumis, à partir de l’amorce hybridée (figure 32). 
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Figure 29 : illustration de la diversité bactérienne macroscopique 
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Les bactéries possèdent toutes un gène codant pour l’ARN 16S. Dans sa partie variable, la 

séquence de ce gène est spécifique de chaque espèce bactérienne.  

Le protocole utilisé pour amplifier l’ARN 16S des bactéries est un mélange entre les 

protocoles de Weisburg (303) et de Paster (210), avec des variations au niveau des 

concentrations des réactifs. 

Les amorces décrites par Weisburg ont été choisies pour l’amplification par PCR. Ainsi, grâce 

aux amorces fD1 (AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG) et rD1 (AAG GAG GTG ATC CAG 

CCG CA), encadrant un fragment de 1517 paires de bases, une première étape de la 

manipulation a été effectuée (303). Le mélange réactionnel, pour un volume de 11,5µL, 

contenait 0,5µM de chaque amorce, 200µM de dNTPs (A, T, C et G), 1mM de MgCl2, une 

concentration de 1X de tampon correspondant à l’enzyme et 0.01 unité de l’enzyme (Taq 

DNA polymerase). 1µL de l’extrait d’ADN obtenu par culture a ensuite été ajouté au mélange 

réactionnel (volume final de 12,5µL). Ce mélange réactionnel contenant l’ADN a ensuite été 

soumis au programme de PCR utilisé par Paster (210, 211), soit une différence au niveau de la 

température d’hybridation (55°C pour Weisburg et 60°C pour Paster), ce qui permet à 

l’amorce de se fixer plus facilement sur la cible d’ADN.  

Le programme utilisé est donc le suivant : 

- dénaturation initiale pendant 8 minutes à 94°C 

- 30 cycles de : 

� Dénaturation 45 secondes à 94°C 

� Hybridation 45 secondes à 60°C 

� Elongation 90 secondes à 72°C 

- élongation finale pendant 10 minutes à 72°C 

- pause à 15°C 

Les produits de la PCR sont ensuite séparés dans un gel d’agarose par électrophorèse (figure 

33). Un gel à 1,5% d’agarose est donc préparé dans un moule prévu à cet effet avec une 

solution de TAE (Tris-Acetate-EDTA) diluée 100 fois et de l’agarose en poudre. Une fois le 

gel solidifié, les mélanges réactionnels qui ont été soumis aux cycles de la PCR sont déposés 

dans les puits du gel avec un tampon de charge qui va permettre à l’ADN de rester dans le 

puits. Dans les deux puits extrêmes du gel (à gauche et à droite), un marqueur de taille de 
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fragments est déposé. Il permettra de connaître la taille de l’amplifiat. Le gel est ensuite 

soumis à un courant de 80V pendant une heure dans une cuve contenant du TAE dilué. 

Une fois la migration terminée, le gel est déposé pendant 15 minutes dans un bain contenant 

de l’eau déminéralisée et du BET (Bromure d’Ethidium : agent intercalant émettant une 

fluorescence aux UV lorsqu’il est lié à l’ADN) à une concentration finale de 0,2µg/ml.  

Le gel est enfin déposé sur une table à UV, faisant apparaître en rose-rouge les bandes d’ADN 

sur la gélose (en blanc sur la figure 33). La taille de chaque bande peut être évaluée grâce au 

marqueur de calibration. Dans notre cas, nous recherchons un fragment d’ADN qui mesure 

environ 1500 paires de bases.  

5/ Purification de l’ADN 

Les produits de PCR vont ensuite être purifiés enzymatiquement afin de permettre leur 

séquençage. Le réactif utilisé pour cette étape est de l’ExoSAP-IT
TM

 (Amersham pharmacia 

biotech Europ, Orasy, France) qui contient deux enzymes : l’exonucléase I et la Shrimp 

Alkaline phosphatase. 

L’exonucléase I a pour rôle de dégrader l’ADN simple brin dans le sens 3'=>5', libérant des 

désoxyribonucléosides 5’-monophosphate dans le milieu.  

La Shrimp Alkaline phosphatase, quant à elle, catalyse la libération des groupements 

phosphate localisés en 5’ et en 3’ de l’ADN, de l’ARN et des nucléotides contenus dans un 

mélange réactionnel.  

L’association de ces deux enzymes a donc pour conséquence de dégrader les amorces simples 

brins en excès ainsi que tout l’ADN simple brin du milieu et de rendre inutilisables les dNTPs 

non incorporés présents dans le mélange réactionnel. Les deux enzymes sont actives à 37°C. 

La Shrimp Alkaline phosphatase est inactivée à des températures supérieures à 65°C et 

l’exonucléase I à des températures supérieures à 80°C. 

Pour cette étape, 1µL du mélange d’enzymes est mélangé dans un nouveau micro-tube avec 

2,5µL du produit de PCR. Ce mélange est incubé 15 minutes à 37°C puis 15 minutes à 80°C 

pour inactiver les deux enzymes. 
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Figure 32 : principe de la PCR 
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Figure 33 : photographie d’une migration en gel d’agarose 
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 6/ Séquençage 

Le séquençage de l’ADN consiste à déterminer l’ordre d’enchaînement des nucléotides d’un 

fragment d’ADN.  

Il repose sur la méthode de Sanger (255). Pour cette méthode, à partir d’une amorce située sur 

le brin à séquencer, une ADN polymérase va synthétiser le brin complémentaire du brin cible.  

Le mélange réactionnel contient alors une amorce unique, une ADN polymérase, un mélange 

de 75% de désoxyribonucléotides et de 25% de didésoxyribonucléotides marqués par un 

fluorochrome propre à chaque base.  

Lors d’une polymérisation normale de l’ADN, le groupement –OH sur le carbone 3’ du ribose 

permet la formation d’une liaison phosphodiester avec un autre nucléotide (figure 34). 

Lors d’une PCR de séquençage, en plus de désoxyribonucléotides triphosphate (dNTP), des 

didésoxyribonucléitodes triphosphate (ddNTP) sont incorporés au mélange réactionnel. Ces 

ddNTP ne possèdent pas de groupement hydroxyle au niveau du carbone en 3’ du ribose et les 

bases portées par ces mêmes riboses sont marquées par un fluorochrome. L’absence du 

groupement hydroxyle empêche la formation d’une liaison phosphodiester et la synthèse du 

brin complémentaire s’arrête. Les proportions entre dNTP et ddNTP sont étudiées pour que, 

les ddNTP se fixant de façon aléatoire au cours de la synthèse, il y ait assez de chacun d’entre 

eux pour obtenir l’intégralité du fragment d’ADN marqué par fluorescence (figure 35).  

Nous avons choisi d’utiliser une amorce complémentaire à une séquence interne du gène pour 

le séquençage d’un fragment d’environ 500 paires de bases. Cette amorce, appelée P519, est 

composée comme suit : 5’-GTA TTA CCG CGG CTG CTG GCA C-3’. Le mélange de 

séquençage contenant 2µL d’un mélange appelé Quick Start Master Mix (Tampon, dNTPs, 

ddNTPs, ADN polymérase), 2µL d’eau pour PCR et 2,5µL d’amorce à 2µM est soumis à 35 

cycles de 20 secondes de dénaturation à 96°C, 20 secondes d’hybridation à 50°C et 2 minutes 

d’élongation à 60°C.  
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Figure 34 : synthèse d'un brin d'ADN 

Figure 35 : synthèse des brins d'ADN lorsqu'il y a présence de ddNTPs dans le mélange réactionnel 
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7/ Précipitation de l’ADN 

Une fois la réaction de séquençage effectuée, les produits de séquençage doivent être purifiés 

(élimination des dNTPS et des ddNTPs), et l’ADN doit être précipité et remis en suspension 

dans du formamide avant de pouvoir être analysé. Lors de cette étape, 1µL d’EDTA 5µM 

(dont la fonction est de former des complexes avec les sels présents dans le mélange : 

chélation des sels) et 1µL d’acétate de sodium 3M (dont le rôle est de limiter la solubilisation 

de l’ADN en faisant agir les ions sodium sur les charges négatives de l’ADN : protection de 

l’ADN) sont ajoutés dans chaque mélange réactionnel. Un volume de 40µL d’éthanol froid à 

95° est ajouté au mélange réactionnel qui est placé, après vortexage, dans la glace pendant 15 

minutes puis centrifugé à 4°C à 12 000 rpm pendant 15 minutes. Le surnageant est ensuite 

éliminé par aspiration et remplacé par 100 µL d’éthanol à 70° dont le rôle sera de diluer les 

restes d’éthanol à 90°. Le tube est ensuite immédiatement centrifugé pendant 5 minutes (4°C, 

12 000 rpm). Le surnageant est à nouveau aspiré, le culot séché dans une centrifugeuse sous 

vide puis remis en suspension dans 40µL de formamide désionisé (DTCS). La suspension est 

enfin transférée dans une plaque de lecture de 96 puits (8 x 12) et prête à être analysée.  

8/ Identification 

Les échantillons contenus dans la plaque sont soumis à une lecture par l’intermédiaire d’un 

séquenceur CEQ
TM

 8000 (Beckman Coulter). Sur chaque échantillon, une goutte d'huile 

minérale est déposée afin de protéger les marqueurs fluorescents et d'éviter les phénomènes 

d'évaporation lors du chauffage. Durant l'électrophorèse, les fragments d'ADN chargés 

négativement sont séparés selon leur taille et lorsqu'ils arrivent au niveau de la fenêtre de 

lecture du capillaire, le fluorochrome qu'ils portent est excité par un laser. La fluorescence 

alors émise est détectée par caméra (figure 36).  

Ainsi, grâce au logiciel d'analyse (CEQ TM 8000), le chromatogramme obtenu peut être 

retranscrit, base par base, sous la forme d’une séquence (figure 37).  

Les séquences obtenues avec le logiciel d'analyse CEQTM 8000 sont transférées sous un 

logiciel d'alignement BioEdit (123) dans lequel elles peuvent être visualisées et analysées. 
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Figure 36 : fonctionnement du séquenceur 

Figure 37 : exemple de chromatogramme 

Figure 38 : capture d'écran lors d'une recherche de correspondance d'une séquence sur le site ncbi.gov
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Les séquences sont ensuite exportées sur le site pubmed, dans la section BlastN 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Ce site permet une comparaison de séquences avec 

des séquences cataloguées dans une base de données internationale.  

Une première comparaison graphique est proposée, dans laquelle de nombre de nucléotides 

alignés avec la séquence de référence est figuré dans une couleur en fonction du degré de 

correspondance (figure 38). Ainsi, si moins de 40 nucléotides sont alignés, le trait sera figuré 

en noir et à l’opposé, si plus de 200 nucléotides sont alignés, le trait est figuré en rouge. 

Plusieurs séquences de référence peuvent être comparées à notre séquence et dans ce cas, 

autant de traits figureront sur la représentation graphique. 

Le site permet également une description de l’alignement (figure 39). Dans cette description 

apparaissent, entre autres, le nom de la séquence de référence, le pourcentage de 

recouvrement (nombre de nucléotides de la séquence soumise utilisés pour réaliser 

l’alignement/nombre de nucléotides de la séquence soumise) et le pourcentage d’homologie 

(nombre de nucléotides parfaitement alignés avec la séquence de référence/nombre de 

nucléotides utilisés pour l’alignement). La description de la séquence peut se faire pour 

plusieurs séquences de référence (une ligne correspond à un alignement avec une séquence de 

référence). 

Enfin, le site nous propose de visualiser l’alignement, base par base (figure 40) en faisant 

figurer les sauts, les trous et toutes les autres différences entre les deux séquences.  

L’identification moléculaire à l’espèce était définie par une homologie de plus de 97% par 

rapport à la séquence de référence utilisée par le logiciel (144, 213).  
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Figure 39 : capture d'écran de la description de l'alignement sur ncbi.gov 

Figure 40 : capture d'écran de l'alignement sur ncbi.gov 
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E/ Méthode d’identification des bactéries totales 

Une méthode de clonage de l’ADN bactérien total à été utilisée au cours de ces recherches 

dans le but de mieux identifier la diversité bactérienne de certains échantillons. Pour ce faire, 

l’intégralité de l’ADN contenu dans certains échantillons des banques de solution de lavage, 

que ces ADN correspondent à des bactéries cultivables ou non, à été analysée. 

1/ choix des échantillons 

Cette technique a été envisagée dans le laboratoire pour le projet AgriSanté et plus 

particulièrement pour l’étude de la poussière. Elle a ensuite été utilisée pour le projet 

GABRIEL-A. 

a/ AgriSanté 

Dans le cadre du projet AgriSanté, nous avons décidé d’analyser la diversité bactérienne de 3 

échantillons de poussières de boîte afin d’évaluer l’apport de cette nouvelle technique sur la 

culture. Nous avons donc choisi les trois solutions de lavage de poussières pour lesquels les 

résultats de culture montraient un nombre important de phénotypes différents et une forte 

contamination en quantité de bactéries. 

b/ GABRIEL 

Pour le projet GABRIEL, nous avons décidé d’évaluer la diversité totale des échantillons de 

poussière d’étable que nous possédions en fonction de l’état de santé de l’enfant côtoyant la 

ferme. Nous avons donc réalisé des pools à partir des solutions de lavage de toutes les 

lingettes de chaque groupe de santé. Afin d’assurer une représentation équilibrée des 

prélèvements fortement et faiblement contaminés dans chaque pool de prélèvements, les pools 

ont été constitués sur la base de leur richesse en micro-organismes cultivables. En pratique, 

les échantillons ont été préalablement classés en fonction du total de micro-organismes 

cultivables obtenus après culture, puis les deux pools ont été constitués en incluant les 

échantillons classés 1, 4, 5, 8, 9, 12, 13 et ainsi de suite (100µL de chaque) dans le premier 

pool, et 2, 3, 6, 7, 10, 11 etc. (100µL de chaque), dans le deuxième (tableau V). Les pools 1 et 

2, correspondant aux étables visitées par des enfants non malades, ont des moyennes qui 

diffèrent d’environ 0.5% de leurs valeurs. Trois lingettes dont la contamination en bactéries 
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cultivables semble largement supérieure aux autres lingettes n’ont pas été sélectionnées pour 

faire partie des pools de contrôles. Pour ces trois lingettes, la sur-contamination vient de la 

sur-représentation de l’un des quatre groupes bactériens définis sur le résultat de la coloration 

de Gram. Pour la lingette M1290-2, les bacilles à Gram positif représentent 99.98% du total 

bactérien de la lingette, pour M0373-2, ce sont les bacilles à Gram négatif qui représentent 

96% de la contamination de la lingette et pour M2541-2, les bactéries à Gram non identifié 

(par perte de la souche ou par contamination) représentent 67% du total bactérien.  

Les pools 3 et 4, correspondant aux étables où évoluent des enfants atopiques, ont des 

moyennes plus variables mais qui ne diffèrent pas de plus de 6% l’une de l’autre. 

Les pools 5 et 6, regroupant les solutions de lavage des lingettes provenant des étables avec 

lesquelles les enfants asthmatiques ont des contacts, diffèrent de moins d’1% au niveau de 

leur contamination moyenne. 

2/ extraction de l’ADN 

L’ADN total des échantillons (Poussière d’AgriSanté et pools de Gabriel) a été extrait à l’aide 

d’un kit d’extraction GenElute
TM

 Plant Genomic DNA Miniprep Kit. 

Les tissus contenus dans 400µL de la solution de lavage de l’échantillon sont culottés par 

centrifugation pendant 30 minutes à 12000 rpm et le surnageant est évacué. Les cellules sont 

ensuite lysées par adjonction de deux solutions de lyse. Les protéines, polysaccharides et 

débris cellulaires sont précipités par ajout de 130µL de solution de précipitation. Pour être 

efficace, la précipitation se fait dans de la glace pendant cinq minutes suivie d’une 

centrifugation de 5 minutes à vitesse maximale. Le surnageant est placé dans une colonne de 

filtration et centrifugé pendant une minute afin d’éliminer totalement tous les débris 

cellulaires, retenus par la colonne. L’ADN génomique est purifié par une procédure de 

liaison-lavage-élution par centrifugation sur une colonne de silice. Le liquide, libre de tous 

débris est ensuite transféré dans une colonne préparée pour retenir l’ADN et centrifugé 

pendant une minute à vitesse maximale. Le filtre de la colonne est ensuite lavé deux fois par 

500µL de solution de lavage contenant de l’éthanol et centrifugé pendant trois minutes. Une 

fois toutes ces étapes réalisées, l’ADN est détaché du filtre par 100µL d’une solution 

d’élution préchauffée à 65°C répartie sur l’ensemble du filtre puis par une centrifugation 

d’une minute à 12000 rpm. 
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Le produit de l’extraction par cette méthode est un mélange d’ADN divers (bactérien, 

fongique, viral, végétal et animal), prêt à être utilisé pour des opérations de biologie 

moléculaire. Il est conservé à -20°C. 

3/ PCR ARN 16S 

Le protocole utilisé pour amplifier l’ADN bactérien total contenu dans les extraits est le 

même que celui utilisé pour les extraits d’ADN obtenus à partir de souches pures, mais avec 

un volume plus important (volume total de 50µL). Les amorces rD1 et rF1 sont utilisées pour 

l’amplification de l’ADN bactérien du milieu. Les ADN fongiques, viraux et autres sont libres 

dans le mélange réactionnel et ne seront pas amplifiés par cette méthode. La vérification des 

produits de PCR se fait par électrophorèse en gel d’agarose à 1,5% et visualisation sous UV 

après coloration au BET. 

4/ purification 

Le produit de PCR est purifié par l’utilisation du kit Wizard
®

 SV Gel and PCR Clean-Up 

System (Promega Corporation, Charbonnière, France). Un volume de solution de liaison égal 

au volume de la réaction de PCR est ajouté dans le tube et la solution est transférée sur une 

colonne prévue à cet effet. Le tout est incubé pendant une minute à température ambiante puis 

centrifugé pendant une minute à 14000 rpm. La membrane est ensuite lavée deux fois avec 

une solution de lavage contenant de l’éthanol à 95° (le complexe tube-colonne est centrifugé 

deux fois : une minute puis cinq minutes). Les traces d’éthanol sont éliminées par 

centrifugation à sec pendant cinq minutes puis par incubation pendant une minute à 

température ambiante. L’ADN est ensuite élué par ajout de 50µL d’eau pure et centrifugation 

pendant une minute. Le produit de purification est prêt à être utilisé pour d’autres opérations 

de biologie moléculaire et est conservé à -20°C. 
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Pool 1

(UFC/lingette ; rang)

Pool 2

(UFC/lingette ; rang)

Pool 3

(UFC/lingette ; rang)

Pool 4

(UFC/lingette ; rang)

Pool 5

(UFC/lingette ; rang)

Pool 6

(UFC/lingette ; rang)

M0367-2

(15 200 ; 1)

M1553-2

(66 000 ; 2)

M0441-2

(0 ; 1)

M1630-2

(50 000 ; 2)

M0934-2

(200 ; 1)

M1691-2

(600 ; 2)

M0481-2

(668 600 ; 4)

M1941-2

(582 000 ; 3)

M0354-2

(370 400 ; 4)

M0300-2

(54 200 ; 3)

M1414-2

(82 000 ; 4)

M1287-2

(8 000 ; 3)

M0648-2

(699 400 ; 5)

M0489-2

(1 000 800 ; 6)

M1878-2

(406 000 ; 5)

M1113-2

(622 000 ; 6)

M2142-2

(272 000 ; 5)

M1817-2

(355 800 ; 6)

M0116-2

(1 584 000 ; 8)

M2057-2

(1 430 000 ; 7)

M0130-2

(988 000 ; 8)

M0279-2

(769 600 ; 7)

M2189-2

(1 274 000 ; 8)

M2325-2

(801 200 ; 7)

M0673-2

(1 671 600 ; 9)

M2420-2

(1 683 000 ; 10)

M1997-2

(995 600 ; 9)

M1230-2

(1 198 000 ; 10)

M1538-2

(1 820 000 ; 9)

M2016-2

(2 226 000 ; 10)

M2528-2

(2 276 200 ; 12)

M2316-2

(1 760 400 ; 11)

M0898-2

(1 392 600 ; 12)

M2277-2

(1 354 800 ; 11)

M1840-2

(2 720 600 ; 12)

M0352-2

(2 344 000 ; 11)

M1012-2

(4 307 200 ; 13)

M1360-2

(4 714 000 ; 14)

M1191-2

(1 546 000 ; 13)

M1588-2

(1 604 000 ; 14)

M1500-2

(2 766 000 ; 13)

M0198-2

(3 690 400 ; 14)

M0385-2

(5 440 600 ; 16)

M1041-2

(5 266 000 ; 15)

M1537-2

(1 722 400 ; 16)

M2058-2

(1 680 000 ; 15)

M1688-2

(4 104 000 ; 16)

M0991-2

(3 861 200 ; 15)

M1696-2

(5 632 000 ; 17)

M1150-2

(5 732 000 ; 18)

M2102-2

(2 260 000 ; 17)

M0278-2

(3 226 400 ; 18)

M2244-2

(4 224 000 ; 17)

M0699-2

(4 234 000 ; 18)

M2527-2

(6 420 800 ; 20)

M0540-2

(6 294 000 ; 19)

M0306-2

(3 562 200 ; 20)

M0633-2

(3 378 000 ; 19)

M1912-2

(5 480 000 ; 20)

M0763-2

(4 980 200 ; 19)

M2555-2

(6 426 200 ; 21)

M0090-2

(7 768 000 ; 22)

M0887-2

(3 592 200 ; 21)

M1338-2

(5 418 800 ; 22)

M1922-2

(7 132 000 ; 21)

M2026-2

(9 110 000 ; 22)

M0810-2

(9 024 000 ; 24)

M0224-2

(7 808 000 ; 23)

M2452-2

(6 154 000 ; 24)

M1160-2

(5 812 600 ; 23)

M2329-2

(9 445 200 ; 24)

M2090-2

(9 182 000 ; 23)

M0914-2

(9 119 800 ; 25)

M2271-2

(9 554 000 ; 26)

M1130-2

(6 436 000 ; 25)

M1428-2

(11 706 200 ; 26)

M2245-2

(10 830 000 ; 25)

M0759-2

(11 624 400 ; 26)

M2324-2

(12 016 000 ; 28)

M0986-2

(11 754 400 ; 27)

M1089-2

(19 268 400 ; 28)

M1498-2

(16 904 000 ; 27)

M0792-2

(19 942 800 ; 28)

M1785-2

(17 610 000 ; 27)

M0435-2

(12 911 000 ; 29)

M0500-2

(23 061 200 ; 30)

M0231-2

(20 370 000 ; 29)

M2210-2

(20 890 000 ; 30)

M1981-2

(29 180 000 ; 29)

M0205-2

(31 901 800 ; 30)

M2472-2

(34 971 200 ; 32)

M1915-2

(30 606 000 ; 31)

M2111-2

(28 536 400 ; 32)

M1372-2

(20 934 000 ; 31)

M0580-2

(44 723 200 ; 32)

M1634-2

(39 060 600 ; 31)

M1087-2

(46 694 800 ; 33)

M2284-2

(47 731 200 ; 34)

M1666-2

(50 948 200 ; 33)

M0140-2

(62 480 000 ; 34)

M0109-2

(76 188 600 ; 33)

M1385-2

(80 118 400 ; 34)

M0900-2

(55 656 200 ; 36)

M1602-2

(50 704 000 ; 35)

M1567-2

(63 850 000 ; 36)

M1713-2

(62 692 600 ; 35)

M2267-2

(91 165 200 ; 37)

M0826-2

(99 862 600 ; 38)

Etables de Contrôles Etables d'Atopiques Etables d'Asthmatiques
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s M1290-2

(200 062 000 ; 37)

M0373-2

(208 794 000 ; 38)

M2541-2

(641 060 200 ; 39)

Tableau V : constitution des pools de poussière d'étable pour le projet Gabriel 
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5/ clonage 

Le clonage peut être considéré comme la multiplication provoquée d’un fragment d’ADN par 

l’intermédiaire d’un micro-organisme. C’est une technique de biologie moléculaire qui 

consiste à isoler un fragment d'ADN et à le multiplier à l'identique en l'insérant dans une 

molécule d'ADN porteuse appelée vecteur (le plus souvent un plasmide) permettant son 

amplification. Cette technique de biologie moléculaire peut être utilisée pour un clonage 

partiel, ne portant que sur un fragment de matériel génétique (ADN), mais aussi pour le 

clonage d'un gène entier permettant la production de la protéine recombinante correspondante. 

Dans notre problématique, le clonage a été utilisé afin de séparer les ADN amplifiés 

appartenant à des bactéries de genres et d’espèces différents. Ainsi, chaque bactérie issue du 

clonage a incorporé un fragment unique du gène codant pour l’ARN 16S appartenant à une 

espèce bactérienne donnée. 

Pour réaliser le clonage de nos produits de PCR, nous avons utilisé le kit TOPO TA Cloning
®

Kit for Sequencing (Invitrogen
TM

, Cergy-Pontoise, France). Ce kit propose une stratégie de 

clonage rapide et simple pour des insertions de produits amplifiés par une Taq polymérase 

dans un vecteur plasmidique (pCR
®

4-TOPO
®

).  

Le plasmide contient entre autres, un gène suicide au niveau du site de clonage, impliquant 

que si aucun fragment d’ADN n’est inséré, la bactérie contenant le plasmide ne sera pas 

viable. Il contient également un gène de résistance à un antibiotique, la kanamycine. Le milieu 

de culture des clones est un milieu Mueller-Hinton supplémenté par de la kanamycine, 

antibiotique auquel la souche de Escherichia coli utilisée est sensible. Les bactéries possédant 

le plasmide pourront se développer, contrairement aux autres. 

La Taq polymérase ajoute un résidu adénine unique en 3’ en fin de synthèse des produits de 

PCR. Le vecteur linéarisé contenu dans le kit présente un résidu déoxythymidine en 3’, ce qui 

permet aux produits de PCR de se lier de façon efficace avec le vecteur. Le plasmide présente 

une topoisomérase (obtenue à partir de Vaccinia virus) liée de façon covalente aux 

terminaisons CCCTT du vecteur. Le lien phospho-tyrosyl formé entre cette enzyme et le 

vecteur peut être attaqué par le groupement hydroxyle du brin clivé par la liaison avec 
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l’enzyme (inversant la réaction et libérant la topoisomérase) ou par le groupement hydroxyle 

du résidu adénine en 5’ du fragment d’ADN bactérien (figure 41).  

La réaction de ligature se produit en mettant en contact environ 20ng de produits de PCR 

frais, 1µL de solution de sels, de l’eau distillée pour obtenir 5µL de solution et 1µL de vecteur 

et en laissant le mélange agir pendant cinq minutes à température ambiante puis dans de la 

glace. 

Une fois le produit de PCR inséré dans le plasmide, celui-ci est transformé dans des cellules 

de Escherichia coli compétentes sélectionnées ensuite sur un milieu gélosé Mueller-Hinton 

contenant de la kanamycine pendant 18 heures à 37°C. Les bactéries qui ont poussé sur le 

milieu contiennent obligatoirement le plasmide et un insert (figure 42). 

Le protocole de transformation implique d’ajouter 2µL de la réaction de ligature dans un 

aliquot de cellules compétentes et de laisser le tout agir pendant 15 minutes dans la glace. Un 

choc thermique de 30 secondes à 42°C permet de faire pénétrer le plasmide dans les cellules. 

Les mélanges sont replacés immédiatement dans la glace pendant deux minutes et 250µL de 

milieu S.O.C. (Super Optimal broth with Catabolite repression) sont ajoutés. Les suspensions 

bactériennes sont incubées avec agitation pendant une heure à 37°C avant d’être étalées 

(100µL par boîte) sur des géloses Mueller-Hinton additionnées de 50µg/mL de kanamycine. 

Les milieux de culture sont observés après 18 heures d’incubation à 37°C. Toutes les colonies 

sont prélevées à l’aide d’un cure-dent stérile et mises séparement en suspension dans un 

micro-tube contenant 400µL d’eau distillée stérile. Ces clones en suspension sont prêts à être 

analysés et sont stockés à -20°C. C’est notre "clonothèque". 

6/ PCR M13 

Les clones obtenus ne sont pas prêts à être séquencés. En effet, dans les colonies bactériennes 

que nous obtenons avec cette méthode, il y a non seulement le fragment d’ARN 16S que nous 

avons introduit dans le plasmide, mais également le gène codant pour l’ARN 16S de 

Escherichia coli qui est présent dans le génome de la bactérie. Le séquençage direct à partir 

des clones n’est pas possible puisqu’une amplification avec les amorces fD1 et rD1 du 

fragment aboutirait à un mélange du gène codant pour l’ARN 16S que nous voulons identifier 

et de celui de E. coli. Il est donc nécessaire de procéder à une amplification spécifique à partir 

d’autres amorces. Les amorces M13r (5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’) et M13f (5’-
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GTA AAA CGA CGG CCA GT-3’) (figure 43) qui s’hybrident respectivement sur les sites 

du même nom du vecteur et permettent l’amplification de l’insert sont donc utilisées. 

Le mélange réactionnel et les concentrations des réactifs utilisés sont les mêmes que dans le 

cadre d’une PCR 16S, sauf les amorces qui ciblent une région différente.  

Le programme d’amplification utilisé implique : 

- dénaturation initiale pendant 5 minutes à 94°C 

- 35 cycles de : 

� Dénaturation 30 secondes à 94°C 

� Hybridation 30 secondes à 55°C 

� Elongation 90 secondes à 72°C 

- élongation finale pendant 5 minutes à 72°C 

- pause à 15°C  

Comme pour les autres PCR, les résultats sont visualisés sur un gel d’agarose à 1,5% et 

analysés sous U.V. après un bain de B.E.T. pendant 15 minutes (figure 44). 

7/ PCR de séquençage 

Les clones possédant les bons inserts sont ensuite séquencés suivant le même protocole que 

les produits de PCR normaux (purification enzymatique, PCR de séquençage avec une amorce 

interne au fragment d’ADNr 16S). 

8/ séquençage 

Comme précédemment le séquençage s’effectue à l’aide d’un séquenceur Ceq 8000 

(Beckman coulter) et les résultats sont analysés par le logiciel BioEdit avant d’être identifiés 

par comparaison avec la banque de données NCBI.  
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Figure 41 : mode d'action de la topoisomérase 
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Figure 42 : schéma d'un clonage 



 -95-

9/ détermination phylogénétique 

De nombreux clones qui ne sont pas identifiables à l’aide de la banque de données 

internationale NCBI, nécessiteront une analyse phylogénétique. Pour ce faire, les séquences 

nucléotidiques éditées à l’aide de BioEdit v7.0.9 (Tom Hall, Ibis Biosciences) sont alignées et 

exportées dans le logiciel Mega4 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Sudhir Kumar, 

Koichiro Tamura, Masatoshi Nei, Biodesign Institute, USA) pour la construction d’arbres 

phylogénétiques. Des liens sont alors établis entre les séquences connues et les séquences 

inconnues, au moins au niveau du phylum bactérien. 

F/ Analyses statistiques 

Les comparaisons effectuées entre deux types d’échantillons (air avant travail versus air après 

travail, par exemple) ont été effectuées à l’aide d’un test de Wilcoxon apparié pour chaque 

groupe microbien considéré.  

Des coefficients de corrélation de Spearman ont également été calculés dans certains cas, pour 

comparer les techniques d’échantillonnage 

Des courbes d’accumulation ont été construites à l’aide du logiciel EstimateS (version 8.0, 

R.K. Colwell) afin d’estimer la diversité des échantillons considérés et les indices de Mao Tau 

obtenus avec ce logiciel ont servi à la construction de ces courbes.  

Dans certains cas, les résultats sont présentés en groupes de micro-organismes. La différence 

de constitution des groupes vient de la disponibilité des données et du but recherché. 

Dans le cadre de l’étude Gabriel, 13 groupes fongiques ont été considérés : Absidia spp., 

l’ordre des Mucorales, Aspergillus fumigatus, Eurotium spp. identifiées, Eurotium spp. non-

identifiées, autres Aspergillus spp., Alternaria spp., Cladosporium spp., Penicillium spp., 

Scopulariopsis spp., Wallemia sebi, Total des levures (levures rouges et levures blanches 

confondues) et autres champignons. De la même manière, six groupes bactériens ont été 

définis en fonction des caractéristiques macro- et microscopiques des bactéries : les 

Actinomycetaceae mésophiles, les Actinomycetaceae thermophiles, les bacilles à Gram 

négatif, les bacilles à Gram positif, les cocci à Gram négatif et les cocci à Gram positif. 
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Figure 43 : séquence entourant le site de clonage dans le plasmide 
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Figure 44 : gel d'agarose des produits clonés puis soumis à une PCR 

Légende : les rectangles jaunes entourent les bandes qui correspondent à l’insertion d’un fragment de la taille 

attendue dans le cas présent ; les rectangles verts entourent les bandes qui correspondent à l’insertion d’un 
fragment qui ne correspond pas à de l’ARN 16S ; les rectangles bleus montrent ce qui est attendu lorsqu’il n’y a 

pas de plasmide inséré ou pas de clone dans l’échantillon.  
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Dans le cadre du projet AgriSanté, les groupes microbiens étaient à peu de choses près les 

mêmes que pour le projet Gabriel. Pour l’analyse des poussières et la validation de la méthode 

de prélèvement par lingettes, 12 groupes microbiens ont été utilisés (ordre des Mucorales, 

Cladosporium sp., Wallemia sebi, groupe des Eurotium et Aspergillus, autres champignons, 

levures, bacilles à Gram négatif, bacilles à Gram positif, cocci à Gram négatif, cocci à Gram 

positif, Actinomycetaceae mésophiles et Actinomycetaceae thermophiles). Pour l’analyse des 

flux jusqu’au lait, 10 groupes fongiques (ordre des Mucorales, Wallemia sebi, Eurotium spp., 

Aspergillus spp., Alternaria spp., Cladosporium spp., Penicillium spp., autres champignons, 

levures rouges et levures blanches) et cinq groupes bactériens (Actinomycetaceae mésophiles, 

Actinomycetaceae thermophiles, bacilles à Gram négatif, bacilles à Gram positif, et cocci à 

Gram positif) ont été constitués.  

Dans certains cas, les valeurs extrêmes et aberrantes ont été supprimées car un problème de 

contamination pendant l’exposition ou pendant les manipulations des prélèvements a été 

supposé (contamination par le la paille ou du foin dans le prélèvement, par exemple).  

Pour caractériser les différents échantillons, la moyenne arithmétique, la moyenne 

géométrique, l’écart-type, l’intervalle de confiance à 95% et la fréquence d’identification ont 

été calculés.  

Des comparaisons de moyennes entre deux échantillons ont été effectuées à l’aide de test t de 

student et les fréquences ont été comparées par des tests de Chi² de Pearson. Dans tous les 

cas, le seuil de significativité statistique a été fixé à 5%.  

Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide des logiciels Excel, Statview et Stata version 

10 (Stata Corp LP, College Station, TX, USA). 
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Des techniques de prélèvement d’air sont régulièrement utilisées pour analyser la flore 

microbienne présente dans les logements et dans différents environnements ruraux. Ces 

techniques ont montré leur intérêt pour mesurer les pics d’exposition auxquels les travailleurs 

sont soumis. Dans le cadre d’une étude visant à caractériser l’environnement microbien durant 

les premières années de vie d’un enfant, une méthode d’échantillonnage s’échelonnant sur une 

période prolongée s’avère nécessaire. Ainsi, le projet AgriSanté, dont le but principal était de 

caractériser la flore microbienne présente dans les différents compartiments de la ferme, nous 

a permis d’évaluer un système de récolte de la poussière sédimentée pendant 15 jours à un 

mois et de la comparer aux méthodes de prélèvements de poussière aéroportée. 

A/ Validation des méthodes (étude de 16 fermes franc-comtoises durant les hivers 2006 

et 2007)  

1/ validation de la méthode de prélèvement par poussière    

Pour cette partie, nous ne considérerons que six types de prélèvements : les poussières 

aéroportées dans l’étable (avant et après distribution de fourrage), les poussières sédimentées 

récoltées durant l’hiver 2006 (poussière sédimentée dans une boîte en plastique et poussière 

récoltée à la spatule) et les poussières sédimentées récoltées durant l’hiver 2007 (poussières 

sédimentées dans une boîte en plastique et poussières sédimentées sur une lingette 

électrostatique stérile). 

a/ identification des genres et des espèces    

Vingt-deux  taxa fongiques ont été identifiés dans les différents échantillons à partir de la 

culture. Les genres les plus fréquents dans les échantillons de poussières (aéroportées et 

sédimentées) étaient Eurotium (principalement E. amstelodami et E. umbrosum) qui 

représentaient 46.6% du total fongique dans l’air et 34.8% dans la poussière, Wallemia

(25.1%; 19.8%), Aspergillus (10.5%; 10.4%), et Penicillium (7.0%; 10.4%). Les autres 

champignons identifiés appartenaient aux genres Absidia, Mucor, Rhizopus, Syncephalastrum, 

Fusarium, Alternaria, Aureobasidium, Acremonium, Scopulariopsis, Cladosporium, 

Humicola, et Tricosporon. Certains champignons n’ont pas pu être identifiés au niveau du 

genre. Ils ont alors été classés en moniliacées non identifiées, en dématiées non identifiées, en 

levures rouges (principalement Rhodotorula), et en levures blanches (appartenant aux  taxa

Candida spp., Cryptococcus spp., et Debariomyces spp.). Les colonies bactériennes cultivées 
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sur milieu Mueller-Hinton ont été classées en fonction de leur coloration de Gram, ce qui 

nous a permis d’identifier 57.4% de cocci à Gram positif dans l’air et 68.2% dans la 

poussière, 32.2% de bacilles à Gram positif dans l’air et 31.6% dans la poussière et 10.3% de 

bacilles à Gram négatif dans l’air et 29.4% dans la poussière. Aucun cocci à Gram négatif n’a 

été mis en évidence dans cette étude. Les actinobactéries cultivées sur le milieu Difco 

actinomycètes ont été identifiées au niveau de l’espèce pour trois d’entre elles 

(Saccharomonospora viridis, Saccharopolyspora rectivirgula et Thermoactinomyces 

vulgaris), tandis que les autres actinobactéries ont été regroupées en fonction de la 

température de culture (actinomycètes mésophiles et actinomycètes thermophiles). D’une 

manière générale, le séquençage d’une partie de l’ADN ribosomal 16S de 586 colonies 

bactériennes isolées sur le milieu Mueller-Hinton lors de l’hiver 2006 a permis l’identification 

de 93 espèces correspondant à 41 genres bactériens. Les principaux genres bactériens 

identifiés par les méthodes de biologie moléculaire sont Staphylococcus, principalement S. 

equorum et S. xylosus, qui représentaient 24.2% du total des bactéries cultivables de l’air et 

39.2% de la poussière, Curtobacterium (2.3% et 3.8%), Bacillus (3.4% et 2.9%) et 

Brachybacterium (0.5% et 11.4%).  

Pour simplifier la comparaison entre les différentes méthodes d’échantillonnage, les micro-

organismes ont été regroupés en douze  taxa : 1) les champignons appartenant à l’ordre des 

Mucorales (total Mucorales), 2) les espèces appartenant au genre Cladosporium, 3) Wallemia 

sebi, 4) les champignons des genres Eurotium et Aspergillus, 5) les autres espèces fongiques, 

6) les levures (blanches et roses), 7) les bacilles à Gram négatif, 8) les bacilles à Gram positif, 

9) les cocci à Gram négatif, 10) les cocci à Gram positif, 11) les actinobactéries mésophiles et 

12) les actinobactéries thermophiles. 

b/ microflore aéroportée et sédimentée   

Les compositions microbiologiques de la poussière aéroportée (avant et après affouragement) 

et de la poussière sédimentée récoltée pendant l’hiver 2006 sont exposées dans la figure 45. 

Avant affouragement, la flore de la poussière aéroportée était dominée par des champignons 

du taxon Aspergillus/Eurotium ainsi que par des cocci à Gram positif. Après le nourrissage du 

bétail, une quantité importante de spores d’actinobactéries mésophiles est mise en suspension 

par la manipulation de foin dans l’étable. D’une manière générale, la biomasse microbienne 

augmente dans l’air de l’étable après le nourrissage du bétail. Cette augmentation est 

significative pour Eurotium sp. (p=0.004) et pour Cladosporium sp. (p=0.004) (comparaisons 

réalisées avec un test de Wilcoxon). La répartition des micro-organismes présentée dans la 
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figure 45 montre que la poussière sédimentée récoltée grâce à la boîte en plastique présente 

une diversité microbienne équivalente à celle retrouvée dans l’air avant affouragement, donc à 

l’ambiance de l’étable au repos. Dans les deux cas cette flore est caractérisée par une 

prédominance des Aspergillus/Eurotium et des bactéries Gram positif. La poussière récoltée à 

l’aide d’une spatule semble être moins représentative de la microflore aéroportée, 

probablement du fait de la surreprésentation des cocci à Gram positif. Des tests de corrélation 

appariés (tableau VI) effectués sur les effectifs des douze  taxa microbiens montrent une 

relation faible (r = 0.09 à 0.18) mais significative (p < 0.05) entre la poussière aéroportée et la 

poussière sédimentée. Cependant, les corrélations entre la flore aéroportée et celle de la 

poussière sédimentée sont meilleures (r = 0.35 à 0.82) quand, pour chaque taxon microbien, 

les valeurs moyennes pour les seize fermes sont prises en compte au lieu des valeurs 

individuelles de chaque ferme.  

Ainsi, les meilleurs résultats sont observés pour la comparaison entre l’air avant 

affouragement et la poussière sédimentée dans une boîte en plastique avec une corrélation de 

0.82. 

La construction des courbes d’accumulation pour les deux échantillons de poussière 

aéroportée et pour les deux échantillons de poussière sédimentée (figure 46) montre qu’un 

échantillonnage de seize fermes est suffisant pour estimer correctement la diversité fongique 

dans les fermes. Ces résultats montrent également qu’un plateau est atteint plus rapidement 

lorsque l’on analyse la poussière sédimentée par rapport à la poussière aéroportée. A l’opposé, 

la pente de la courbe n’atteint pas de plateau pour les résultats bactériens. Ainsi, un 

échantillonnage de seize fermes n’est pas suffisant pour estimer la diversité bactérienne des 

étables. 

Compte tenu de la faible reproductibilité des prélèvements environnementaux de poussière 

aéroportée liée aux variations journalières de la composition de l’air, l’utilisation d’un 

système d’échantillonnage permettant de limiter l’impact de ces variations s’avère intéressant 

dans le cadre de l’analyse de l’environnement microbien des personnes participant aux études 

que nous menons. Ainsi, nous nous proposons ici de tester si cette méthode permet, sur deux 

périodes différentes, d’obtenir des résultats similaires. 
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Figure 45 : profils microbiens en box-plots des quatre types d’échantillons pour le premier hiver : Air 

(avant et après travail) et poussière sédimentée (boîte et spatule). 

Légende: le terme Travail correspond à la distribution de nourriture au bétail. Les rectangles gris 

correspondent aux valeurs comprises entre le 25ème et le 75ème percentile. Les "moustaches" correspondent aux 

valeurs immédiatement adjacentes à ces mêmes percentiles. Les barres situées à l’intérieur des boîtes 
correspondent aux médianes. Pour une question de représentativité graphique, les valeurs extrêmes n’ont pas 

été représentées. 
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Tableau VI : coefficients de corrélation appariés pour les différents types d’échantillons de poussières du 

premier hiver pour les 16 fermes. 

Avant travail Après travail W1Boite1 W1SPA1

ind/ moy ind/ moy ind/ moy ind/ moy

Avant travail

ind / moy
1

Après travail

ind / moy
0.33* / 0.76* 1

W1Boite1

ind / moy
0.09* / 0.82* 0.16* / 0.35* 1

W1SPA1

ind / moy
0.18* / 0.69* 0.18* / 0.47* 0.03* / 0.59* 1

AIR POUSSIERE

A
IR

P
O

U
S

S
IE

R
E

Légende: les coefficients de corrélation ont été calculés à partir de deux ensembles de données. D’un côté, 

chaque valeur de chaque taxon microbien a été prise en compte (ind) (* : p< 0.01), et de l’autre, les valeurs 

moyennes des 16 fermes pour chaque taxon microbien ont été calculées (moy) (* : p < 0.05).  
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Figure 46 : courbes d'accumulation pour les quatre types d’échantillons du premier hiver. Représentation 

de l’accumulation des espèces fongiques et bactériennes. 

Légende: les lignes grises représentent les échantillons d’air (continue : avant travail ; pointillée : après travail) 

et les lignes noires représentent les échantillons de poussière sédimentée (continue : dans une boîte ; pointillée : 

récoltée à la spatule). 
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2/ reproductibilité des prélèvements de poussière collectés au moyen de boîtes et 

de lingettes 

Les tests de corrélation effectués sur les échantillons de poussière de la seconde année 

prélevés dans treize fermes montrent que les deux types de prélèvements de poussière 

sédimentée (dans une boîte en plastique et sur une lingette) sont des méthodes reproductibles 

(tableau VII). 

Il existe également une forte corrélation entre la flore des poussières sédimentées sur des 

lingettes et celle des poussières sédimentées dans une boîte en plastique. Plus 

particulièrement, une très forte corrélation est observée entre les résultats obtenus avec la 

première boîte en plastique déposée un mois dans les étables et le cumul des deux lingettes 

déposées sur deux périodes de quinze jours correspondant à la même période temporelle. Le 

coefficient de corrélation de 0.82, retrouvé dans ce cas, nous indique que 67% (= 0.82² * 100) 

de la variabilité microbienne d’un des deux prélèvements est due à la variabilité microbienne 

de l’autre prélèvement.  

Grâce à la méthode de prélèvement de poussière sédimentée, dans une boîte ou sur une 

lingette, les variations journalières sont éteintes et des résultats reproductibles entre deux 

périodes de quinze jours consécutives sont obtenus. Elle est peu coûteuse et permet aux 

personnes dont l’environnement est analysé de procéder eux-mêmes au dépôt et au renvoi des 

prélèvements au centre de traitement. Cependant, la question du délai d’analyse et du mode de 

conservation des prélèvements est primordiale avant toute mise en place d’un protocole 

portant sur de plus grands échantillons. Nous avons donc soumis certains prélèvements à 

diverses conditions de conservation sur différentes durées pour tenter d’estimer si les résultats 

d’analyse de flore microbienne pouvaient être fortement biaisés par la conservation.  
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Tableau VII : coefficients de corrélation appariés pour la comparaison des prélèvements de poussières 

sédimentées du second hiver. 

W2Ling1 W2Ling2 W2Ling W2Boite1 W2Boite2

W2Ling1 1

W2Ling2 0.73* 1

W2Boite1 0.78* 0.77* 0.82* 1

W2Boite2 0.63* 0.57* 0.64* 0.72* 1

Lingettes Boites

L
in

g
e

tt
e

s
B

o
it
e
s

Légende: chaque valeur individuelle pour chaque taxon microbien a été prise en compte pour le calcul des 
coefficients de corrélation entre les différents échantillons de poussière du second hiver. W2Ling1 et W2Ling2 ont 

été déposées successivement au même endroit de l’étable, tout comme W2Boîte1 et W2Boîte2. La colonne W2Ling 

correspond à la compilation des échantillons W2Ling1 et W2Ling2, ce qui correspond également à la période de 

dépôt de W2Boîte1 (* : p < 0.001). 
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Figure 47 : Courbes d'accumulation des échantillons de poussières sédimentées pour le premier hiver. 

Effet d'une conservation de la poussière pendant trois mois à température ambiante. 

Légende: les échantillons analysés immédiatement après le prélèvement sont figurés en noir, ceux analysés 

après trois mois de conservation à température ambiante sont représentés en gris.  
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3/ Conditions de conservation de la poussière   

a/ poussière sédimentée dans une boîte ou ramassée à la spatule 

Une conservation des échantillons de poussière sédimentée pendant trois mois à température 

ambiante entraîne une diminution significative de la diversité microbienne (figure 47).  

En particulier, le tableau VIII nous montre une diminution significative des Cladosporium sp. 

(p=0.035), des levures (p=0.015) et des cocci à Gram positif (p=0.005) dans la boîte en 

plastique conservée pendant trois mois, ainsi qu’une diminution significative des 

Cladosporium sp. (p=0.001), des levures (p=0.005) et des bacilles à Gram négatif (p=0.019) 

dans les poussières récoltées à la spatule et conservées pendant trois mois. 

b/ poussière sédimentée sur une lingette 

Les prélèvements A, B et C d’un côté et D, E et F de l’autre, correspondent à trois 

prélèvements effectués en parallèle dans deux étables. Ces trois prélèvements diffèrent un peu 

au niveau de la contamination et de la diversité microbienne comme montré sur la figure 48. 

Cependant, le calcul d’un coefficient de corrélation entre les six types de prélèvements, tous 

types de conservation confondus, montre qu’il y a peu de différences entre les deux étables 

(tableau IX). Ainsi, on remarque que les échantillons ont une diversité partagée entre 74% et 

97% à l’intérieur d’une même ferme et une diversité partagée entre 77% et 98% entre deux 

étables. 

De plus, comme montré par les figures 49 et 50, le fait de conserver les prélèvements sous 

différentes conditions peut entraîner une variation dans leur composition microbienne. Afin 

de comparer les compositions microbiennes en fonction de la méthode de conservation, des 

coefficients de corrélation (tableau X) ont été calculés, l’analyse immédiate tenant lieu de 

référence pour étudier les trois méthodes de conservation (5 jours à température ambiante,            

5 jours à -20°C, et 5 jours à température ambiante suivis par 35 jours à -20°C). 

  

Une analyse de la diversité microbienne des différents prélèvements de poussière réalisés et 

comparés a donc été réalisée pour valider les différentes méthodes de prélèvement et pour 

démontrer la reproductibilité de la méthode par poussière sédimentée. Les identifications 

microbiennes réalisées dans le but de valider les méthodes de récolte vont à présent permettre 

de caractériser la diversité microbienne de l’environnement fermier. Dans cette partie, l’étude 

de la diversité microbienne a été réalisée par des méthodes de culture mais également par des 

méthodes de clonage pour les bactéries.  
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Tableau VIII : comparaison par un test de student des quantités moyennes de micro-organismes de 

chacun des 12  taxa microbiens pour les échantillons de poussière analysés immédiatement après 

prélèvement et de ceux analysés après trois mois de conservation à température ambiante et comparaison 

de la contamination de l’air avant et après affouragement.  

z-value (Après  

travail 

comparé à 

Avant travail)

p-value

z-value 

(Poussière de 

trois mois 

comparée à 

Poussière 

fraîche)

p-value

z-value 

(Poussière de 

trois mois 

comparée à 

Poussière 

fraîche)

p-value

Groupe des Mucorales 0.34 0.733 -0.59 0.552 -1.47 0.139

Groupe des Cladosporiums 2.87 0.004 -2.10 0.035 -3.25 0.001

Wallemia sebi 1.23 0.215 -1.61 0.106 -1.65 0.097

Groupe des Eurotiums/Aspergillus 2.89 0.004 -0.51 0.605 0.39 0.690

Groupe des autres champignons 1.01 0.312 -0.72 0.469 -1.44 0.147

Groupe des levures -1.28 0.199 -2.43 0.015 -2.77 0.005

Groupe des  Bacilles à Gram négatif 0.15 0.876 -1.89 0.058 -2.34 0.019

Groupe des  Bacilles à Gram positif -0.25 0.796 0.18 0.856 -0.02 0.977

Groupe des Cocci à Gram négatif / / / / / /

Groupe des Cocci à Gram positif 0.38 0.698 -2.76 0.005 -1.02 0.306

Groupe des Ac tinobactéries mésophiles 1.68 0.093 -1.55 0.120 -1.41 0.155

Groupe des  Actinobactéries thermophiles 0.54 0.585 -1.55 0.120 -0.68 0.495

Poussière aéroportée
Poussière sédimentée dans 

une boîte en plastique

Poussière sédimentée 

récoltée à la spatule

Légende: les valeurs moyennes des 16 fermes pour chacun des 12  taxa microbiens obtenues par analyse 
immédiate ou par analyse après trois mois de conservation à température ambiante ont été comparées par un 

test de student. Les valeurs de z obtenues ont été reportées dans le tableau ainsi que la valeur de p. Les 

échantillons d’air avant et après travail ont également été comparés par le même test. 
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Figure 48 : profils microbiens des 6 prélèvements effectués en parallèle dans deux étables en fonction du 

mode de conservation. 

Légende: sur la partie gauche du graphique ont été représentés les  taxa microbiens pour lesquels la quantité 

microbienne observée en UFC/lingette est sensiblement identique. Les bactéries cultivées sur Mueller-Hinton 

étant plus nombreuses, elles ont été représentées à part. Les quatre méthodes de conservation des lingettes ont 

été représentées de quatre couleurs différentes.  
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Tableau IX : coefficients de corrélation appariés en fonction du mode de conservation des lingettes de 

poussière. 

A B C D E

A 1

B 0.89* 1

C 0.93* 0.91* 1

D 0.88* 0.89* 0.98* 1

E 0.93* 0.91* 0.99* 0.97* 1

F 0.97* 0.92* 0.93* 0.86* 0.94*

Prélèvement

P
ré

lè
v
e
m

e
n

t

Légende: A, B, C, D, E et F correspondent à six prélèvements de poussière déposée sur une lingette 

électrostatique dans 2 étables de Franche-Comté (A, B et C pour la première étable et D, E et F pour la 

seconde) (* : p < 0.05).  

  

Tableau X : coefficients de corrélation des prélèvements en fonction du mode de conservation des 

lingettes. 

aucune

5 jours 

à

température ambiante

5 jours

à

-20°C

5 jours à température ambiante

+

35 jours à -20°C

aucune 1

5 jours 

à

température ambiante

0.87* 1

5 jours

à

-20°C

0.89* 0.96* 1

5 jours à température ambiante

+

35 jours à -20°C

0.79* 0.88* 0.96* 1

Conservation

C
o
n

s
e
rv

a
ti
o

n

Légende: les coefficients de corrélation appariés ont été calculés à partir de chacune des six valeurs pour 

chaque taxon microbien (* : p < 0.05).  
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Figure 49 : profils microbiens en fonction du mode de conservation des lingettes de poussière. 

Légende: sur la partie gauche du graphique ont été représentés les  taxa microbiens pour lesquels la quantité 

microbienne observée en UFC/lingette est sensiblement identique. Les bactéries cultivées sur Mueller-Hinton 

étant plus nombreuses, elles ont été représentées à part. Les valeurs moyennes obtenues pour les 6 prélèvements 

ont été représentées pour chaque méthode de conservation. 
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4/ comparaison de deux approches (avec ou sans étape de culture) dans 

l’inventaire microbien de la poussière des fermes franc-comtoises   

a/ identification micro et macroscopique par culture 

Un total de 204 colonies bactériennes a été réisolé sur Mueller Hinton à partir des cultures des 

ensemencements d’air (n=32) et de poussière sédimentée (n=16), réalisées sur les milieux 

Drigalski et Mueller Hinton. 

Les extraits d’ADN correspondants ont été analysés par PCR d’ARN 16S et par séquençage. 

Ainsi, nous avons pu identifier 80 espèces bactériennes appartenant à 37 genres différents. Il 

est à noter que, dans le cas présent, toutes les bactéries identifiées à partir de la culture sur 

milieu Drigalski l’ont également été à partir de la culture sur Mueller-Hinton.  

Sur milieux Difco et R8, 7  taxa d’actinomycètes ont pu être distingués parmi les différentes 

colonies. 

Les colonies obtenues à partir des cultures sur DG18 et sur Malt agar ont mené à 

l’identification de 32  taxa fongiques (29 moisissures et 3 levures). 

La figure 51 présente une liste alphabétique de ces 87  taxa bactériens et 32  taxa fongiques 

obtenus par culture ainsi que le nombre d’échantillons d’air et de poussière positifs pour 

chacun d’entre eux. Le tableau XI regroupe les  taxa microbiens identifiés dans plus de 10% 

du total des prélèvements, ainsi que la moyenne des colonies microbiennes correspondant à 

chaque type d’échantillons.  

b/ identification bactérienne par approche métagénomique 

Une séquence d’une partie de l’ARN 16S a été analysée pour un total de 266 clones obtenus à 

partir de l’extraction d’ADN total de trois échantillons de poussière sédimentée (n=44 pour 

l’échantillon de la ferme 1 ; n=52 pour l’échantillon de la ferme 2 ; n=170 pour l’échantillon 

de la ferme 3).  

Le séquençage de ces 266 clones a abouti à l’identification, au niveau du genre ou de 

l’espèce, de 220 d’entre eux (figure 52). Un arbre phylogénétique indiquant les relations entre 

les clones identifiés est montré en figure 53. Les séquences des 46 clones restants 

correspondent à de l’ADN bactérien non identifiable sur la base des séquences déjà 
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disponibles dans la banque NCBI. Cependant, grâce à ces mêmes séquences, la plupart 

d’entre eux ont pu être identifiés au niveau de la Classe (ce qui est le cas pour les Classes 

Actinobacteria et Firmicutes) ou de la Famille (Clostridiales, Lactobacillales) (Tableau XIII). 

L’absence de plateau dans les courbes d’accumulation d’espèces montre que le nombre 

maximum de taxa bactériens par échantillon est loin d’être atteint, même après l’identification 

de 170 clones (Figure 54.).  

De plus, comme cela est indiqué par le tableau XII, seule une faible proportion des genres 

bactériens révélés par clonage direct a également été isolée par culture dans les mêmes 

échantillons (Bacillus, Curtobacterium, Pantoea, Pseudomonas, Saccharopolyspora et 

Staphylococcus) ou dans les échantillons d’air correspondants (Clavibacter, Microbacterium 

et Rathayibacter). 

Afin de caractériser au mieux l’environnement dans lequel les agriculteurs et leurs enfants 

évoluent, nous avons également étudié la flore microbienne présente dans divers types de 

substrats. Ces résultats donnent non seulement une information sur l’environnement de 

contact des agriculteurs mais également sur les sources potentielles de ces différents micro-

organismes. Dans un premier temps, étant donné la charge de travail découlant du clonage 

direct des produits de PCR, nous avons travaillé sur les bactéries et champignons cultivables 

sur un large panel de milieux.  
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Acinetobacter sp. (3 ;  1 ; 0) Pantoea sp. (1 ; 1 ; 4)

Actinobacterium sp. (0 ;  0 ; 2) Pedobacter koreens is (0 ; 1 ; 0)

Ac tinomycètes  mésophiles (3 ;  5 ; 8) Pedobacter sp. (1 ; 0 ; 0)

Act inomycètes thermophiles (1 ;  1 ; 0) Planomicrobium sp. (1 ; 0 ; 0)

Aerococcus sp. (1 ;  1 ; 1) Pseudoclavibacter helvolus (0 ; 2 ; 0)

Aerococcus v iridans (4 ;  2 ; 1) Pseudoclavibacter sp. (1 ; 0 ; 0)

Alcaligenes sp. (1 ;  0 ; 0) Pseudomonas f luorescens (1 ; 0 ; 0) Absidia corymbifera (5 ;  8 ; 16)

Arthrobacter agilis (1 ;  0 ; 0) Pseudomonas graminis (0 ; 0 ; 2) Absidia cylindrospora (1 ;  1 ; 11)

Bacillus cereus (0 ;  2 ; 0) Pseudomonas put ida (1 ; 0 ; 1) Acremonium spp. (1 ;  1 ; 0)

Bacillus licheniformis (1 ;  1 ; 1) Pseudomonas rhizosphaerae (0 ; 0 ; 3) Alternaria spp. (3 ;  2 ; 3)

Bacillus macroides (0 ;  1 ; 0) Pseudomonas sp. (0 ; 0 ; 3) Aspergillus candidus (0 ;  2 ; 2)

Bacillus megaterium (1 ;  1 ; 0) Psychrobacter cryohalolentis (0 ; 0 ; 1) Aspergillus flavus (0 ;  0 ; 1)

Bacillus mycoides (1 ;  0 ; 0) Psychrobacter faecalis (0 ; 0 ; 1) Aspergillus fumigatus (4 ;  5 ; 13)

Bacillus pumilus (0 ;  2 ; 2) Psychrobacter psychrophilus (0 ; 1 ; 0) Aspergillus glaucus (6 ;  6 ; 3)

Bacillus simplex (0 ;  1 ; 0) Psy chrobacter sp. (1 ; 0 ; 0) Aspergillus nidulans (3 ;  4 ; 13)

Bacillus sp. (5 ;  1 ; 1) Rathayibacter sp. (1 ; 0 ; 0) Aspergillus niger (2 ;  3 ; 10)

Bacillus subtilis (0 ;  1 ; 1) Rathayibacter tritici (1 ; 0 ; 0) Aspergillus ochraceus (1 ;  3 ; 4)

Brachybacterium sp. (1 ;  1 ; 0) Rhodococcus corynebacterioides (0 ; 1 ; 1) Aspergillus terreus (1 ;  1 ; 2)

Brevibacterium linens (0 ;  1 ; 0) Rothia sp. (1 ; 0 ; 0) Aspergillus versicolor (4 ;  5 ; 3)

Chryseobacterium sp. (0 ;  0 ; 1) Saccharomonospora viridis (0 ; 2 ; 15) Aureobasidium pulullans (0 ;  1 ; 2)

Clavibacter michiganensis (2 ;  0 ; 1) Saccharopolyspora rectivirgula (2 ; 0 ; 8) Cladosporium c ladosporioides (7 ;  10 ; 8)

Clavibacter sp. (1 ;  1 ; 0) Sphingomonas sp. (0 ; 0 ; 1) Clados porium sphaerospermum (5 ;  1 ; 1)

Corynebacterium casei (1 ;  0 ; 0) Staphylococcus chromogenes (2 ; 1 ; 0) Dématiées non-identifiées (1 ;  0 ; 0)

Corynebacterium sp. (2 ;  1 ; 1) Staphylococcus epidermidis (2 ; 0 ; 0) Eurot ium amstelodami (15 ; 15 ;  16)

Curtobacterium flaccumfaciens (4 ;  3 ; 2) Staphylococcus equorum (5 ; 5 ; 6) Eurotium umbrosum (4 ;  9 ; 4)

Curtobacterium sp. (2 ;  0 ; 0) Staphylococcus fleurett ii (1 ; 0 ; 0) Fusarium spp. (0 ;  0 ; 1)

Enterobacter amnigenus (0 ;  0 ; 1) Staphylococcus gallinarum (1 ; 0 ; 0) Humicola grisea (0 ;  2 ; 6)

Enterobacter sp. (1 ;  0 ; 0) Staphylococcus haemolyticus (1 ; 2 ; 0) Levures blanches (9 ;  5 ; 4)

Erwinia persicina (0 ;  0 ; 1) Staphylococcus pulvereri (0 ; 3 ; 2) Levures rouges (6 ;  4 ; 3)

Kocuria carniphila (0 ;  1 ; 0) Staphylococcus  saprophyticus (0 ; 5 ; 0) Moniliacées non-identifiées (0 ;  2 ; 3)

Kocuria palustris (0 ;  2 ; 0) Staphylococcus sciuri (0 ; 1 ; 0) Mucor sp. (1 ;  1 ; 1)

Kocuria sp. (0 ;  1 ; 0) Staphylococcus sp. (9 ; 9 ; 2) Penicillium spp. (12 ; 12 ;  13)

Massilia sp. (0 ;  0 ; 1) Staphylococcus succinus (2 ; 0 ; 2) Rhizopus sp. (1 ;  1 ; 6)

Microbacterium sp. (2 ;  0 ; 1) Staphyloc occus warneri (0 ; 1 ; 0) Scopulariopsis brevicaulis (0 ;  1 ; 0)

Microbacterium testaceum (1 ;  2 ; 0) Staphylococcus x ylosus (7 ; 7 ; 5) Scopulariopsis candida (1 ;  0 ; 0)

Micrococcus luteus (0 ;  0 ; 1) Stenotrophomonas sp. (0 ; 1 ; 0) Syncephalastrum spp. (0 ;  1 ; 0)

Micrococc us sp. (1 ;  1 ; 0) Streptomyces flavofungini (0 ; 0 ; 1) Tricosporon spp. (1 ;  0 ; 0)

Nocardiopsis sp. (0 ;  1 ; 0) Streptomyces sp. (0 ; 0 ; 1) Wallemia sebi (8 ;  11 ; 9)

Oceanobacillus oncorhynchi (1 ;  0 ; 0) St reptomycètes mésophiles (14 ; 14 ; 16)

Ochrobactrum sp. (0 ;  0 ; 1) Streptomycètes thermophiles (3 ; 3 ; 12)

Paenibacillus amylolyt icus (0 ;  0 ; 1) Terrabacter sp. (0 ; 0 ; 1)

Paenibacillus sp. (2 ;  1 ; 0) Thermoact inomyces vulgaris (1 ; 1 ; 1)

Pantoea agglomerans (1 ;  4 ; 5) Xanthomonas sp. (0 ; 1 ; 0)

Pantoea ananatis (0 ;  0 ; 2)
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Figure 51 : liste alphabétique et fréquence des différents  taxa microbiens identifiés par culture dans les 3 

types d'échantillons (air avant et après travail, et poussière sédimentée). 

Légende: Le groupe des bactéries correspond aux micro-organismes identifiés sur milieu Mueller-Hinton, 

Drigalski, Difco et R8. Le groupe Champignons comprend les micro-organismes qui se sont développés sur Malt 

Agar et sur DG18. Entre parenthèses figurent les nombres d’échantillons positifs parmi les échantillons d’air 

avant travail, d’air après travail et de poussière sédimentée). 
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Tableau XII : taxa bactériens identifiés par la méthode de clonage et par la méthode de culture sur les 

différents milieux bactériens pour les trois échantillons de poussière sélectionnés.  

f1 f4 f16 f1 f4 f16 f1 f4 f16 f1 f4 f16

Actinobacterium x x

Aerococcus x

Aeromicrobium x

Aerosphaera x

Agrobacterium x x

Alcaligenes x x

Arthrobacter x

Atopostipes x

Bacillus x x x x x x

Bosea x

Brevibacterium x

Brevundimonas x

Caulobacter x x

Clavibacter x x x

Clostridium x x x

Coprococcus x

Corynebacterium x x

Curtobacterium x x x

Frigoribacterium x x x

Janthinobacterium x

Jeotgalicoccus x

Leifsonia x

Leucobacter x

Leuconostoc x

Lysobacter x

Massilia x x x

Mesorhizobium x

Methylobacterium x x

Microbacterium x x x x x

Mycoplasma x

Novosphingobium x

Paenibac illus x x

Pantoea x x x x x x

Paracoccus x

Plantibacter x

Propionibacterium x

Pseudoclavibacter x

Pseudomonas x x x x x

Rathay ibacter x x

Rhizobium x x x

Rhodobac ter x

Rhodococcus x

Rubrivivax x

Ruminococcus x

Saccharomonospora x x x x x

Saccharopolyspora x x x

Sphingomonas x x x

Staphylococcus x x x x x x x x x

Streptococcus x

Tes saracoccus x

Thermoactinomyces x

unidentified Clostridiales x

unidentified Lachnospiraceae x

unidentified Lactobacillales x

Variovorax x

Xylophilus x

Zoogloea x x

Poussière sédimentée Air

clones poussière culture poussière culture air après travail culture air avant travail

Légende: f = ferme. Les lignes grisées correspondent aux  taxa bactériens identifiés par les deux methodes.  
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Figure 52 : fréquence d'identification des différents genres bactériens obtenus par clonage et contribution 

de la méthode de clonage par rapport à la culture sur MH. 

Légende: les genres bactériens identifiés uniquement par les méthodes de clonage sont représentés en bleu (dans 

les histogrammes et dans le graphique en secteurs), les genres identifiés par les deux méthodes sont représentées 

en vert dans les deux types de graphiques et les genres identifiés uniquement par la culture sont représentés en 

orange sur le camembert. La hauteur des barres de l’histogramme correspond au nombre de clones identifiés 

pour chaque genre.  
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Figure 53 : Arbre phylogénétique indiquant les liens entre les différents clones identifiés. 

Légende: les trois phyla correspondant aux différents clones identifiés sont représentés dans trois couleurs 

différentes : en rouge, les actinobactéries, en vert, les protéobactéries et en bleu, les firmicutes. Un trait 
horizontal en face d’une branche de l’arbre indique la présence de la bactérie en question dans le prélèvement 

de poussière correspondant. Les valeurs de bootstrap inférieures à 50 n’apparaissent pas sur cette figure. 
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Figure 54 : courbes d’accumulation d’espèces identifiées à partir des clones pour les trois poussières 

analysées.  
Légende: le nombre de clones identifiés est représenté en abscisse et le nombre de  taxa microbiens cumulés en 

ordonnée. Les trois poussières apparaissent avec des figurés différents.  
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Tableau XIII : origine, fréquence et position taxonomique des séquences d’ADNr 16S obtenues par 

clonage des trois poussières de ferme. 

Phylum Classe Ordre Famille Ferme 1 Ferme 2 Ferme 3

Brevibacteriaceae 2 - - 5

Corynebacteriaceae 2 1 - 7

Microbacteriaceae 13 3 9 5

Micrococcaceae 2 - - 2

Nocardiaceae 1 - 1 -

Nocardioidaceae 1 1 - -

Propionibacteriaceae 2 - 2 1

Pseudocardineae 1 - - 1

non-identifié non-identifié non-identifié 1 - 2 3

Bacillalceae 1 - - 5

Bacillales Incertae sedis 1 - - 2

Staphylococcaceae 4 - - 10

Thermoactinomycetaceae 1 - - 1

Aerococcaceae 1 1 - -

Carnobacteriaceae 1 - - 8

Leuconostocaceae 1 1 - -

Streptococcaceae 1 - - 1

non-identifié 1 - - 1

Clostridiaceae 3 1 3 30

Lachnospiraceae 3 - - 5

Mollicutes Mycoplasmatales Mycoplasmataceae 1 - - 7

Caulobacteriales Caulobacterioceae 2 1 1 1

Bradyrhizobiaceae 1 - - 1

Methylobacteriaceae 1 - 4 1

Phyllobacteriaceae 1 - - 1

Rhizobiaceae 4 11 6 5

Rhodobacterales Rhodobacteraceae 2 - 1 1

Sphingomonadales Sphingomonadaceae 4 11 7 12

Alcaligenaceae 1 1 - 1

Comamonadaceae 1 - - 1

Oxalobacteriaceae 3 4 10 4

Rubrivivax 1 - - 2

Enterobacteriales Enterobacteriaceae 1 - - 2

Rhodocyclales Rhodocyclaceae 2 - 2 2

Pseudomonadales Pseudomonadaceae 3 2 1 4

Xanthomonadales Xanthomonadaceae 1 - - 1

P
ro

te
o

b
a

c
te

ri
a

a-Proteobacteria
Rhizobiales

b-Proteobacteria

Burkholderiales

g-Proteobacteria

F
ir

m
ic

u
te

s Bacill i

Bacillales

Lactobacillales

Clostridia Clostridiales

Taxonomie
nombre de 

taxa

nombre de c lones

A
c
ti
n
o

b
a

c
te

ri
a

Actinobacteria Actinomycetales

Légende: dans la colonne nombre de  taxa figure le nombre de  taxa pouvant être assimilés à une famille 

taxonomique donnée. Les tirets indiquent qu’aucun clone ne correspondait au taxon en particulier pour un 

échantillon de poussière en particulier.  
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B/ Composition de la flore microbienne dans les différents environnements étudiés 

Pour les agriculteurs et leur famille, il existe trois voies possibles de contact entre les micro-

organismes provenant du bioaérosol des étables et des granges. L’une implique l’inhalation 

lors de séjours dans la grange ou dans l’étable des particules aéroportées qui peuvent provenir 

du bétail ou de la manipulation de divers substrats (foin, paille), la deuxième passe par 

l’inhalation de particules transportées dans le domicile lors des allées et venues entre la ferme 

et le domicile et la dernière passe par l’ingestion de la flore microbienne par l’intermédiaire 

du lait recueilli dans les exploitations. La caractérisation microbienne de tous les types de 

substrats utilisés ainsi que des milieux probables de contact (air et lait) est donc une première 

étape dans la mesure de l’exposition à ces différents micro-organismes.  

1/ AgriSanté, composition des différents compartiments de l’étable   

a/ caractéristiques des exploitations   

Les seize questionnaires correspondant aux fermes participant au projet AgriSanté (fermes 

franc-comtoises incluses dans l’appellation AOC Comté) ont été analysés et les fermes ont été 

caractérisées en fonction des habitudes des agriculteurs, de la taille du troupeau et des 

caractéristiques de l’étable. Les éléments principaux des fermes en général sont exposés dans 

le tableau XIV.  

Un test de Mann et Whitney a été effectué sur les surfaces, le nombre de vaches laitières et le 

nombre de vaches totales (UGB = Unité de Gros Bétail) des exploitations à stabulation libre 

et des entravées. La surface des étables à stabulation libre est significativement supérieure à 

celle des étables entravées (p = 0.02). Le test de Mann et Whitney ne montre pas de 

différences significatives au niveau du nombre de vaches laitières et des UGB bien qu’il y ait 

une tendance à posséder un nombre supérieur de vaches dans les exploitations à stabulation 

libre.  

Deux méthodes de stockage du foin ont été observées : onze fermes utilisaient des balles 

rondes tandis que cinq stockaient le foin en vrac. Les mamelles des vaches, avant la traite, 

étaient lavées de trois manières différentes. Dix agriculteurs utilisaient du savon, trois de l’eau 

et pour trois fermes, l’agriculteur ne lavait pas les mamelles avant la traite ou simplement, les 
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essuyait avec de la paille plus ou moins propre provenant de la litière. Les températures de 

conservation du lait étaient variables d’une ferme à une autre. Ainsi, sur les seize fermes, neuf 

conservaient le lait à 4°C pendant 24 heures (relevé du lait une seule fois par jour), trois le 

conservaient à 10°C et trois à 12°C. Pour une exploitation, le lait était apporté directement à la 

fruitière dès la fin de la traite et n’était donc pas réfrigéré. Peu de variations ont été observées 

au niveau des techniques de lavage de la machine à traire. Pour quatorze fermes, de l’acide 

nitrique était utilisé un jour sur deux, en alternance avec une solution basique d’hydroxyde de 

sodium. Pour les deux autres exploitations les agriculteurs ne lavaient les tuyauteries qu’avec 

de l’acide. Seuls deux agriculteurs avaient recours à la distribution de nourriture dans la salle 

de traite et dans la plupart des cas, la traite avait lieu avant la distribution de fourrage dans 

l’étable.  

b/ composition microbienne des différents compartiments   

Huit types d’échantillons ont été prélevés dans les seize fermes. Il s’agit d’échantillons d’air 

avant et après distribution du fourrage, d’air dans la salle de traite pendant la traite (pour les 

neuf fermes à stabulation libre), d’échantillons de foin distribué le jour des prélèvements d’air 

ainsi que de foin distribué pendant le mois précédent et de poussière sédimentée pendant un 

mois, de surface de trayon et de lait. Au total, 121 prélèvements environnementaux ont été 

récoltés et analysés. Dans un premier temps, chaque prélèvement a été mis en culture sur 

milieux Malt salé et DG18 (pour les champignons et levures), Difco et R8 (pour les 

actinomycètes) et MH, Drigalski et Slanetz (pour les bactéries). Les micro-organismes ont été 

classés en fonction de leurs caractéristiques macro et microscopiques. Les bactéries 

environnementales ont ensuite été identifiées au niveau de l’espèce par séquençage d’un 

fragment de l’ARN 16S.  

Les fréquences d’isolement des différents  taxa microbiens sont reportées dans le tableau XV 

pour chaque type de prélèvement et pour l’ensemble des fermes. Dans ce tableau, les trois 

taxa bactériens identifiés sur les milieux Mueller-Hinton et Drigalski ( bacilles à Gram 

négatif, bacilles à Gram positif et cocci à Gram positif) ont été détaillés jusqu’au genre grâce 

aux identifications par PCR d’ARN 16S. Le tableau XVI regroupe quant à lui les moyennes 

géométriques et les intervalles de confiance pour les échantillons positifs à chacun des 15 

taxa microbiens. 
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Pour tous les échantillons confondus, cinq  taxa microbiens ont été fréquemment identifiés:  

1) les Eurotium spp., qui ont été identifiés dans 93% des échantillons, 2) les actinomycètes 

mésophiles, présents dans 91% des échantillons, 3) les Penicillium spp., identifié dans 76% 

des échantillons, 4) les cocci à Gram positif, observés dans 76% des prélèvements et 5) les 

Aspergillus spp., identifiés dans 74% des échantillons. Pour l’identification des espèces 

bactériennes, un total de 659 extraits d’ADN obtenus à partir de cultures sur milieu Mueller-

Hinton et Drigalski a été analysé par PCR et séquençage.  

Ainsi, par cette méthode, les bactéries ont été classées en 136 espèces appartenant à 54 

genres. 

Le détail de la composition microbienne des différents compartiments obtenue par culture et 

identification macroscopique et microscopique pour les champignons et actinomycètes et par 

culture et biologie moléculaire pour les bactéries, va par la suite nous permettre de dresser une 

carte de l’étable sur laquelle la provenance probable des différents micro-organismes pourra 

être indiquée. 
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Tableau XIV : caractéristiques des fermes décrites par les agriculteurs dans les questionnaires. 

étables 

entravées

stabulations 

libres

total 

étables

(n=7) (n=9) (n=16)

min 120 370 120

max 640 836 836

moyenne 361 598 495

savon 3 7 10

eau 1 2 3

paille / rien 3 0 3

min 25 28 25

max 45 65 65

moyenne 33 42 38

avant distribution de foin 5 7 12

après distribution de foin 2 2 4

distribution de nourriture dans la salle de traite / 2 /

4°C 4 5 9

10°C 1 2 3

12°C 1 2 3

pas de conservation 1 0 1

balles rondes 5 6 11

vrac 2 3 5

température de conservation du lait

conservation du foin

caractéristiques des fermes

surface de l'étable

lavage des trayons

nombre de vaches

période de traite

Légende: les étables entravées ont, dans un premier temps, été séparées des stabulations libres puis les 

caractéristiques de toutes les étables confondues sont exposées. 
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Tableau XV : fréquence d'identification des micro-organismes sur les différents milieux de culture 
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Mil ieux Mueller-Hinton et Drigalski
Acinetobacter 6 3 1 1 1 1 6

Actinobacterium 1 3 2

Aerococcus 2 5 2 1 2 4
Agrobacterium 1

Alcaligenes 1

Arthrobacter 1 1 2 1 1
Bacillus 2 6 7 3 7 8 4 5

Bordetella 1

Brachybacterium 1 1 1 1
Brevibacterium 1 2 1

Chryseobacter ium 1

Clavibacter 3 1 1 3 1 1
Corynebacterium 4 2 1 1 1 7

Curtobacterium 5 3 4 6 5 2 1
Deinococcus 1

Dermacoccus 1

Enterobacter 1 1 1 1
Enterococcus 2

Erwinia 4 1

Escherichia 1
Flavobacterium 1

Klebsiella 1

Kocuria 2 3 1 1 3
Lactobacillus 1

Lactococcus 2

Leucobacter 1
Massilia 1 1 1

Microbacterium 3 3 2 1 1 2 1

Micrococcus 1 1 1 1
Nocardiopsis 1

Oceanobacillus 1
Ochrobactrum 1 1

Paenibacillus 2 1 3 5 1

Pantoea 1 2 5 13 10 8 1
Paracoccus 1

Pedobacter 1 1 1 1

Planomicrobium 1
Plantibacter 1

Proteus 2

Pseudoclavibacter 3 1 2 1
Pseudomonas 1 2 2 12 12 6 2

Psychrobacter 1 1 1 1 1

Rathayibacter 2
Rhodococcus 1 1

Rothia 1

Sphingomonas 1 1 1
Staphylococcus 9 15 14 7 5 3 11 15

Stenotrophomonas 1 1 3

Streptococcus 4 1
Streptomyces 2

Subtercola 1
Terrabacter 1

Var iovorax 1

Xanthomonas 1 1

Mil ieu Difco actinomycetes
Actynomycètes mésophiles 9 15 14 9 16 16 16 15

Mil ieu R8

Actinomycètes thermophiles 2 4 4 3 15 15 16 12

Mil ieux MRS et FH
Bacillus coagulans 2

Bacillus sp. 1

Lactobacillus amylovorus 1
Lactobacillus animalis 3

Lactobacillus coryniformis ssp. torquens 1 3 7

Lactobacillus curvatus 2 1 1 1
Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis 8

Lactobacillus johnsonii 4 1

Lactobacillus murinus 3
Lactobacillus paracasei 14 2 3

Lactobacillus paraplantarum 1 2 3

Lactobacillus plantarum 7 3 3 9
Lactobacillus rhamnosus 2

Mil ieu Slac

Propionibacterium acidipropionici 1
Propionibacterium freudenreichii ssp. 9 2 3

Propionibacterium jensenii 2 1 2

Mil ieux Malt-agar et DG18

Alternaria spp. 3 2 3 2 4 3 1
Aspergillus spp. 4 11 12 7 13 14 16 13

Autres champignons 2 3 6 3 12 10 10 6

Cladosporium spp. 1 11 11 5 7 11 8 12
Eurotium spp. 10 15 15 9 16 16 16 16

Levures blanches 14 9 5 3 10 8 4 14

Levures roses 1 6 4 1 8 8 3 7
Mucorales spp. 2 7 9 5 12 15 16 14

Penicillium spp. 10 12 12 5 14 13 13 13

Wallemia sebi 2 8 11 7 10 12 9 9
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2/ AgriSanté, flux microbiens de l’étable vers le lait   

a/ composition des laits   

Soixante-deux extraits d’ADN bactériens obtenus à partir de culture de lait sur Mueller-

Hinton et Drigalski et 293 extraits d’ADN récupérés à partir des milieux FH, MRS et Slac ont 

été analysés.  

Quarante-sept espèces bactériennes correspondant à 25 genres ont pu être identifiées par les 

méthodes de biologie moléculaire (PCR/séquençage ou PCR spécifiques d’une espèce) 

(Tableau XV). Les méthodes de culture ont abouti à l’identification de neuf espèces 

bactériennes utiles à la fabrication des fromages (sur les milieux sélectifs), de neuf taxa

fongiques (milieux DG18 et Malt+sel) et de deux  taxa bactériens (milieux difco et R8), soit 

un total de cinquante-huit  taxa microbiens identifiés dans les prélèvements de lait               

(tableau XV).  

La plupart des bactéries appartiennent au groupe des bacilles à Gram positif, qui inclut les 

bactéries lactiques acides (Aerococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus), les 

Propionibactéries, les bactéries corynéformes (Brachybacterium, Corynebacterium, 

Dermacoccus, Kocuria, Leucobacter, Microbacterium, Pseudoclavibacter) et les 

Staphylocoques à coagulase négative (S. equorum, S. saprophyticus, S. xylosus). Les autres 

bactéries à Gram positif (Bacillus, Deinococcus, S. aureus, Streptococcus) n’étaient présentes 

que dans une ou deux fermes. Des bacilles à Gram négatif (Enterobacter, Escherichia, 

Acinetobacter, Ochrobactrum, Pantoea, Paracoccus, Pseudomonas, Psychrobacter, 

Sphingomonas) ont été assez rarement identifiés (dans un seul lait, sauf pour Acinetobacter

qui a été retrouvé dans quatre laits). La variabilité dans la composition microbienne du lait est 

importante et la plupart des genres bactériens cultivés sur Mueller-Hinton et identifiés dans ce 

type de prélèvement sont, au mieux, identifiés dans 56% des échantillons (Staphylococcus 

spp.).  

Peu de bactéries environnementales ont été identifiées dans plus d’un prélèvement sur quatre 

(Acinetobacter, Corynebacterium, Staphylococcus et Streptococcus). Cependant, certaines 

bactéries lactiques acides sont présentes en grande quantité dans un ou deux échantillons de 
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lait. Par exemple, la moyenne géométrique de Lactococcus lactis, identifié dans seulement 

deux prélèvements de lait, est de 2 191 UFC par mL de lait et Enterococcus faecalis, présent 

dans un seul prélèvement de lait (chez un agriculteur qui utilisait un produit pour le lavage des 

trayons), avait alors une concentration de près de 3 000 UFC par mL. Les bactéries d’intérêt 

technologique comme Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus paracasei et 

Propionibacterium freudenreidrii ont été identifiées dans 50 à 88% des échantillons de lait.  

Les champignons, et plus particulièrement les levures ont été fréquemment identifiés dans le 

lait. Quatre des neuf  taxa fongiques ont été identifiés dans au moins quatre échantillons de 

lait (des levures blanches ont été retrouvées dans quatorze échantillons de lait sur seize, des 

Penicillium spp. et des Eurotium spp. dans dix et les Aspergillus spp. dans quatre). La 

concentration des neuf  taxa fongiques identifiés dans le lait n’est cependant pas aussi 

importante que celle des bactéries environnementales. Elle est par exemple de 56 UFC par 

mL pour les levures blanches qui constituent le taxon fongique le plus fréquemment isolé.  

Il n’y a pas de différence significative entre le nombre d’espèces microbiennes présentes dans 

les laits issus de stabulation libre et ceux issus d’étables entravées.  

La contamination microbienne globale de ces mêmes laits, en UFC par mL, a été testée et le 

test de rangs de Mann-Whitney a montré que les différences entre les deux types 

d’exploitations étaient significatives (p = 0.04). En effet, il y a plus de micro-organismes dans 

le lait provenant des étables entravées que dans celui provenant des stabulations libres.  

b/ identification des flux microbiens à l’origine de la première flore du lait   

Les micro-organismes identifiés dans les échantillons de lait et sur la surface des trayons sont 

exposés dans la figure 55. Les bactéries environnementales, trop nombreuses pour être 

représentées dans un graphique en barre, ont été regroupées en fonction de leur coloration de 

Gram. La plupart des espèces fongiques et les bactéries environnementales sont fréquemment 

retrouvées dans les huit types d’échantillons tandis que les bactéries utiles à la fabrication des 

fromages ne sont fréquemment identifiées que dans le lait et sur la surface des trayons et 

rarement dans les autres types d’échantillons environnementaux.  

Si l’on considère la contamination du lait comme étant la conséquence de flux microbiens 

dans l’étable, un schéma peut être construit, pour lequel le détail des bactéries 
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environnementales et des bactéries d’intérêt laitier (qui ont été retrouvées dans les seize 

échantillons de lait) est représenté pour chaque type de prélèvement. Comme les neuf  taxa

fongiques identifiés semblent être ubiquitaires de l’environnement fermier, ils n’ont pas été 

représentés dans la figure 56. 

Parmi les 38 espèces bactériennes identifiées dans le lait, dix-sept ont été identifiées dans au 

moins un autre type de prélèvement. Certaines, comme Staphylococcus equorum, sont 

retrouvées dans tous les compartiments environnementaux de l’étable. En revanche, les 

bactéries considérées comme utiles à la fabrication des fromages sont rarement retrouvées 

dans les autres compartiments de l’étable. Seul Lactobacillus curvatus est retrouvé dans trois 

compartiments autres que le lait. Un total de 21 espèces bactériennes retrouvées dans le lait 

n’a pas pu être identifié dans les différents environnements testés et leur origine reste 

inconnue à ce stade. La surface des trayons semble constituer la principale source de 

contamination du lait avec vingt espèces présentes à la fois sur le trayon et dans le lait. L’air 

de l’étable (avant et après travail), le foin et la poussière sédimentée ont une contribution non-

négligeable à la contamination du lait puisque treize à seize espèces bactériennes de chacun 

de ces compartiments sont retrouvées dans le lait.  
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Figure 55 : Profils microbiens des huit compartiments fermiers étudiés. 

Légende: les micro-organismes indiqués dans ces graphiques sont ceux qui ont été identifiés dans le lait et sur 

les trayons. La hauteur des histogrammes correspond au nombre de fermes dans lesquelles ces micro-
organismes ont été identifiés pour chacun des compartiments.  
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c/ transferts bactériens de l’étable à la salle de traite   

Comme indiqué précédemment pour les bactéries du lait, la plupart des espèces bactériennes 

identifiées dans l’étable sont aussi retrouvées dans l’air de la salle de traite, suggérant que 

l’air de la salle de traite est dépendant de celui de l’étable. 

Des coefficients de corrélation de Spearman ont été calculés entre les trois types de 

prélèvements d’air afin d’évaluer le lien entre eux. Les résultats sont exposés dans le tableau 

XVII. Les corrélations entre les  taxa microbiens dans l’air de l’étable et dans l’air de la salle 

de traite sont faibles et non significatives sauf pour trois  taxa (actinomycètes mésophiles, 

Wallemia sebi et levures roses). Cependant, la corrélation entre l’air de l’étable et l’air de la 

salle de traite est bonne et significative si le total microbien est pris en compte (rho = 0.53, p 

< 0.0001 entre l’air avant travail et l’air de la salle de traite et rho = 0.54, p < 0.0001 entre 

l’air après travail et l’air de la salle de traite). 

Comme montré dans le chapitre précédent, l’air de l’étable ainsi que tous les compartiments 

analysés peut représenter une source potentielle de la contamination du lait par les micro-

organismes. Cependant, la principale source de contamination du lait passe, soit par le 

matériel de traite utilisé jusqu’au tank à lait, soit par le pis de la vache. La même démarche a 

donc été adoptée pour comparer la microflore du lait et celle des différents compartiments du 

matériel de traite. 
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Tableau XVII : coefficients de corrélation de Spearman entre l'air de l'étable et l'air de la salle de traite. 

Coefficient de Spearman p Coefficient de Spearman p

Milieux Mueller-Hinton et Drigalski

Bacilles à Gram négatif 0.30 0.43 0.16 0.68

Bacilles à Gram positif 0.18 0.64 -0.15 0.69

Cocci à Gram positif -0.43 0.25 0.33 0.39

Milieu Difco actinomycetes

Actinomycètes mésophiles 0.55 0.12 0.66 0.05*

Milieu R8

Actinomycètes thermophiles 0.23 0.55 -0.13 0.74

Milieux Malt-agar et DG18

Alternaria spp. - - - -

Aspergillus spp. 0.11 0.78 0.09 0.81

Autres champignons 0.49 0.18 0.51 0.16

Cladosporium spp. 0.27 0.49 0.58 0.10

Eurotium spp. 0.38 0.32 0.20 0.61

Levures blanches -0.43 0.24 0.49 0.18

Levures roses 0.31 0.42 0.75 0.02*

Mucorales spp. 0.04 0.91 0.12 0.75

Penicillium spp. 0.47 0.20 0.58 0.10

Wallemia sebi 0.78 0.01* 0.81 0.01*

Tous micro-organismes confondus 0.53 <0.0001* 0.54 <0.0001*

Air Avant travail vs 

Air de la salle de traite

Air après travail vs

Air de la sal le de trai te

Légende: * = p < 0.05  
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3/ AgriSanté, flux microbiens du matériel de traite vers le lait (résultats partiels) 

Cette étude, réalisée sur quatre fermes tirées au sort parmi les fermes du groupe AgriSanté est 

toujours en cours. Seule la moitié des bactéries isolées (141/267) ont été identifiées à ce jour. 

Les autres bactéries ont pour l’instant été classées en fonction de leur aspect microscopique 

(bacilles à Gram négatif, bacilles à Gram positif, cocci à Gram négatif, cocci à Gram positif).  

Si l’on considère l’ensemble des échantillons en contact avec le matériel de traite (soit 4 

échantillons de lait, de surface de trayons, de manchons trayeurs, du gobelet, de la sortie de 

lait, de l’arrivée d’air, de l’entrée du lait dans le tank, du tank et de l’eau résiduelle) on 

obtient, un total de 30  taxa fongiques et 74  taxa bactériens. Parmi les 27  taxa microbiens 

identifiés dans le lait, quatorze ont été identifiés dans au moins sept des neuf types de 

prélèvements (figure 57 et 58). Il s’agit des micro-organismes suivants Aspergillus fumigatus, 

Eurotium amstelodami, levures blanches, Streptomyces mésophiles, Streptomyces

thermophiles, bacilles à Gram négatif, bacilles à Gram positif et cocci à Gram positif (tous 

présents dans l’ensemble des prélèvements) ainsi que d’Absidia corymbifera, Aspergillus 

nidulans, Mucor sp., Penicillium sp., Saccharomonospora viridis et Wallemia sebi). Ces 

espèces microbiennes peuvent donc être considérées comme ubiquitaires dans 

l’environnement fermier. A l’opposé, quelques espèces ne sont présentes que dans un ou deux 

compartiments autres que le lait. Ces espèces, au nombre de six, sont principalement 

retrouvées sur les lingettes, sur les manchons, dans l’arrivée d’air et dans la sortie de lait, 

c'est-à-dire dans les compartiments les plus proches de la vache. Il s’agit de : 

Stenotrophomonas maltophila (sortie de lait et arrivée de lait), Staphylococcus pulvereri

(lingettes et manchon), Pseudomonas sp. (arrivée d’air), Corynebacterium sp. (lingettes), 

Geotrichum sp. (manchon) et Cladosporium sphaerospermum (sortie de lait et arrivée d’air). 

Par ailleurs les échantillons partageant le plus grand nombre d’espèces microbiennes et de 

taxa avec le lait sont les lingettes et les manchons qui possèdent près de 2/3 des espèces 

microbiennes du lait. Le tank, l’eau résiduelle et le tuyau d’arrivée de lait dans le tank, quant à 

eux, ne partagent qu’entre 13 et 15  taxa microbiens avec le lait. Une espèce fongique 

(Scopulariopsis candida) n’a été identifiée que dans un prélèvement de lait et son origine sur 

le matériel de traite reste inconnue. Les figures 57 et 58 font la synthèse de l’apport possible 

de chaque compartiment du matériel de traite dans la constitution de la première flore du lait. 
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Figure 57 : profils microbiens des 9 compartiments en contact avec le matériel de traite. 

Légende: les micro-organismes indiqués dans ces graphiques sont ceux qui ont été identifiés dans le lait lors de 

cette campagne d’échantillonnage. La hauteur des histogrammes correspond au nombre de fermes dans 
lesquelles ces micro-organismes ont été identifiés pour chacun des compartiments. 
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Figure 58 : représentation graphique de la contamination du matériel de traite en micro-organismes 

identifiés dans le lait. 

Légende: les huit compartiments potentiellement responsables de la contamination du lait sont représentés et la 

flore du lait est indiquée pour chacun d’entre eux lorsque cela a élé possible. 
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Le projet AgriSanté nous a donc permis de tester une technique de prélèvement de 

l’environnement respirable qui s’affranchit en partie des variations de la composition 

microbienne de l’air d’un instant à l’autre et qui représente donc une exposition durable plutôt 

que ponctuelle. Ce projet a également permis d’illustrer une possibilité de cheminement des 

micro-organismes au sein de l’étable, en considérant le lait comme produit final de la ferme.  

La méthode de prélèvement par lingettes ayant été validée aussi bien au niveau des micro-

organismes par notre équipe que pour les produits microbiens grâce à d’autres équipes 

(endotoxines, �-D-Glucans…), son utilisation pour des études plus importantes est maintenant 

envisageable. Elle présente l’intérêt d’améliorer la reproductibilité des prélèvements et de 

diminuer les coûts relatifs à la collecte d’échantillons sur des études portant sur des centaines 

de fermes ou de logements. Ainsi, les lingettes ont été utilisées pour la mise en place du projet 

GABRIEL portant sur la flore microbienne et les composés microbiens de l’environnement de 

plusieurs centaines d’enfants en Allemagne.  

4/ GABRIEL, transferts microbiens de l’étable à la chambre   

Le projet GABRIEL a été conduit dans cinq régions en Allemagne (Bavière et Bade-

Wurtemberg), en Suisse (dans neuf cantons germanophones), en Autriche (Tyrol) et en 

Pologne (Silésie) durant la période été 2006 - automne 2008. Sur 132 518 questionnaires 

distribués, 34 491 ont été retournés accompagnés d’un consentement des parents à la 

poursuite de l’étude, et au fil des sélections, 895 enfants ont été sélectionnés pour participer à 

l’étude de leur environnement en rapport avec leur état de santé. 444 enfants ont eu des 

prélèvements environnementaux analysés du point de vue de la flore microbienne (logements, 

étables et granges).  

a/ sélection des  taxa microbiens   

L’ensemble des résultats obtenus après analyses microbiologiques des 680 lingettes a permis 

de regrouper les micro-organismes en dix-huit  taxa microbiens, en fonction de leur impact 

connu sur les maladies respiratoires. Les bactéries ont été classées en six  taxa. Les 

actinomycètes, souvent identifiés dans les études menées sur la maladie du poumon de 

fermier et connus pour être présents dans les étables en quantité importante du fait de la 

manipulation du foin, ont été séparés en deux  taxa : les actinomycètes mésophiles et les 

actinomycètes thermophiles. Les autres bactéries ont été classées en fonction de leurs 

caractéristiques microscopiques (bacilles et cocci) et de leur coloration de Gram (bacille à 
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Gram positif, bacille à Gram négatif, cocci à Gram positif et cocci à Gram négatif). Les 

espèces fongiques peuvent être séparées en cinq groupes en fonction de leur classification, de 

leur implication dans l’environnement fermier ou dans le développement de maladies 

respiratoires: les Zygomycètes (ordre des mucorales, composé à plus de 60% du genre 

Absidia (impliqué dans les pneumopathies d’hypersensibilité chez les agriculteurs)), les 

Ascomycètes [Aspergillus spp., Eurotium spp. : genre fongique important quantitativement 

dans l’environnement), Alternaria spp. (impliqué dans l’hypersensibilité bronchique chez les 

agriculteurs), Cladosporium spp. (responsable de sinusites et d’infections pulmonaires), 

Penicillium spp. (impliqué dans les pneumopathies d’hypersensibilité chez les agriculteurs et 

genre dominant dans la contamination de l’environnement intérieur), Scopulariopsis spp.

(impliqué dans les infections pulmonaires)], les Basidiomycètes (Wallemia sebi, impliqué 

dans les pneumopathies d’hypersensibilité chez les agriculteurs), les levures (blanches et 

roses) et les champignons n’ayant pas de rôle connu à ce jour dans l’environnement fermier 

ou dans le développement de maladies respiratoires (autres espèces fongiques). Notons, par 

ailleurs, que certaines espèces fongiques ont déjà été incriminées dans le développement 

d’allergies. C’est le cas par exemple d’Aspergillus fumigatus. Treize  taxa fongiques ont donc 

été ainsi constitués (Absidia spp., autres espèces appartenant à l’ordre des mucorales, 

Asp.glaucus/Eurotium spp. identifiés, Eurotium spp. non identifiés, Aspergillus fumigatus, 

Aspergillus spp., Alternaria spp., Scopulariopsis spp., Cladosporium spp., Penicillium spp., 

total levures, total moniliacées non-identifiées et autres espèces fongiques).  

b/ répartition des micro-organismes dans les différentes strates 

environnementales.  

De nombreux  taxa microbiens (fongiques et bactériens) ont été détectés à partir des 680 

lingettes analysées. Cependant, seul un taxon fongique et trois  taxa bactériens (Penicillium 

spp., bacilles à Gram négatif, bacilles à Gram positif et cocci à Gram positif) ont été retrouvés 

dans la majorité des échantillons collectés dans chaque type d’environnement (chambres, 

étables et granges). Lorsque l’on considère le nombre d’échantillons avec un nombre 

détectable de micro-organismes par taxon et par strate environnementale, on observe une plus 

forte proportion de résultats détectables (quantité microbienne suprérieure au seuil de 

détection) à partir des lingettes provenant des logements fermiers qu’à partir des lingettes 

provenant des logements exposés et non-exposés (tableau XVIII). Ainsi, la proportion 

d’échantillons positifs pour chaque taxon bactérien et fongique était significativement plus 

importante dans les logements fermiers que dans les logements exposés. L’exposition plus 
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importante aux moisissures et aux bactéries dans les logements fermiers n’est pas seulement 

confirmée par la proportion de prélèvements positifs mais également par une plus grande 

concentration microbienne. Comme montré par le tableau XIX, les moyennes géométriques 

des échantillons détectables pour chacun des paramètres microbiens à l’exception de 

Scopulariopsis spp. étaient supérieures dans les logements fermiers par rapport aux témoins 

exposés ou non. 

c/ flore microbienne des différents types de logements 

Les profils fongiques des logements contrôles et exposés sont très similaires et sont 

caractérisés par la présence dominante de Penicillium spp., tandis que la microflore des 

logements fermiers apparaît plus proche de la microflore des étables avec une dominance des 

Eurotium, Aspergillus, Penicillium, Cladosporium et des cocci à Gram positif (figure 59). Les 

profils bactériens montrent également des similarités entre les logements fermiers, les étables 

et les granges. En revanche, la contamination bactérienne des logements contrôles et exposés 

est très faible par rapport à celle des logements fermiers (figure 59). 

d/ transfert microbien au sein de l’environnement fermier 

Pour la plupart des  taxa (tableau XX), la concentration microbienne dans les logements 

fermiers était significativement et positivement corrélée à la concentration observée dans les 

échantillons provenant des étables et des granges correspondantes. La correspondance entre 

les résultats des logements et ceux des étables ou des granges est également corroborée par le 

fait que pour la majorité des exploitations agricoles (de 58 à 100% en fonction des micro-

organismes considérés), un échantillon positif pour un micro-organisme donné dans la 

chambre correspond à un échantillon positif pour le même micro-organisme dans l’étable ou 

dans la grange (tableau XXI). Le tableau XXII montre que les concentrations de différents 

micro-organismes étaient plus faibles dans les logements fermiers que celles observées dans 

les étables ou dans les granges, avec un ratio variant de 1/6 (Penicillium spp.) à 1/64 

(Eurotium spp. non identifiés) pour les champignons et de 1/11 (actinomycètes mésophiles) à 

1/171 (bacilles à Gram négatif) pour les bactéries.

Cette illustration de "transferts" entre l’étable et le logement fermier nous incite donc à 

analyser de manière plus complète la composition microbienne de la poussière récoltée dans 

les étables. Ainsi, une approche métagénomique, faisant appel au clonage direct de produits 

de PCR, a été utilisée pour compléter les résultats obtenus par culture.  
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Tableau XX : coefficient de corrélation de Spearman entre les niveaux microbiens de la chambre de 

l'enfant et les niveaux dans les étables ou dans les granges. 

,���� ����.� � ,���� ����.� �

�����������	 0.62 *** 0.54 ***
�
��
���
�����
�����	 0.09 NS 0.21 *
���
�����
���
�����
� 0.5 *** 0.44 ***
�
����
�����	���
������
�

� 0.54 *** 0.42 ***
�
����
�����	�������
������
� 0.33 *** 0.17 NS
�����
����
�����
�����	 0.42 *** 0.36 ***
���
����������	 0.22 * 0.16 NS
����������
�����	 0.19 * 0.13 NS
�
�������
�����	 0.2 * 0.19 *
����
�������������	 0.26 ** 0.28 **
����
�����
�� 0.29 ** 0.27 **
������
 0.22 * 0.19 *
�����
��
����
���������
 0.23 * 0.15 NS

�����������
����������
� 0.48 *** 0.35 ***
�����������
����
�������
� 0.37 *** 0.22 *
�������
���� �� ��!����� 0.27 ** 0.39 ***
�������
���� �� ���
���� 0.29 ** 0.31 ***
	���������� ��!����� 0.11 NS 0.17 NS
	���������� ���
���� 0.47 *** 0.32 ***

���� ������� ����)�

!��'��

���� ������� ����)�

������

Légende: le coefficient rho de Spearman est calculé pour les enfants pour lesquels des lingettes ont été analysées 
dans les logements et dans les étables (n=110) et dans les logements et dans les granges (n=125).  
a = Aspergillus glaucus, Eurotium amstelodami, Eurotium herbarorium..  

* = p-value <= 0.05; ** = p-value <= 0.001; *** = p-value <= 0.0001; NS = p-value > 0.05. 

Tableau XXI : nombre d'échantillons avec ou sans la présence des micro-organismes dans la chambre de 

l'enfant et/ou dans les autres localisations de la ferme 

- / - + / - - / + + / +

�����������	 30 0 39 29 100% 43%
�
��
���
�����
�����	 36 8 39 15 65% 48%
���
�����
���
�����
� 16 3 46 33 92% 26%

�
����
�����	���
������
�
� 8 9 26 55 86% 24%

�
����
�����	�������
������
� 25 8 40 25 76% 38%
�����
����
�����
�����	 8 7 26 57 89% 24%
���
����������	 42 3 45 8 73% 48%
����������
�����	 0 4 19 75 95% 0%
�
�������
�����	 1 12 10 75 86% 9%
����
�������������	 19 5 49 25 83% 28%
����
�����
�� 16 8 37 37 82% 30%
������
 24 0 42 32 100% 36%
�����
��
����
���������
 11 5 40 42 89% 22%

�����������
����������
� 0 0 17 81 100% 0%
�����������
����
�������
� 11 2 52 33 94% 17%
�������
������ ��!����� 0 1 17 80 99% 0%
�������
������ ���
���� 2 3 8 85 97% 20%
	���������� ��!����� 29 19 24 26 58% 55%
	���������� ���
���� 2 3 6 87 97% 25%

Proportion de

- / - pour les 

chambres 

négatives

Présent dans la chambre / Etable ou Grange Proportion de 

+ / + pour les 

chambres 

positives

Légende: N=98 enfants fermiers pour lesquels les informations sont disponibles pour le logement, l’étable et la 

grange. a = Aspergillus glaucus, Eurotium amstelodami, Eurotium herbarorium. 
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Tableau XXII : moyennes arithmétiques (en 10
3
 UFC/m²) et ratio de moyennes pour les micro-organismes 

retrouvés dans les étables et dans les logements fermiers 

Etables (N=111)
Logement fermier 

(N=144)

�����������	 835 32 26
�
��
���
�����
�����	 145 14 10
���
�����
���
�����
� 1 055 59 18

�
����
�����	���
������
�
�

4 012 177 23
�
����
�����	�������
������
� 3 005 47 64
�����
����
�����
�����	 1 724 75 23
���
����������	 75 4 19
����������
�����	 2 183 51 43
�
�������
�����	 639 109 6
����
�������������	 817 13 63
����
�����
�� 1 411 54 26
������
 1 964 31 63
�����
��
����
���������
 715 31 23

�����������
����������
� 6 994 624 11
�����������
����
�������
� 1 073 66 16
�������
������ ��!����� 173 551 1 013 171
�������
������ ���
���� 279 564 3 270 85
	���������� ��!����� 15 733 431 

b 
37

	���������� ���
���� 388 932 6 334 61

Moyennes arithmétiques (10
3
 UFC/m²)

Ratio de moyennes

(étable / logement fermier)

Légende: Ratio de moyennes arithmétiques=moyenne de l’étable / moyenne du logement fermier. a = Aspergillus 

glaucus, Eurotium amstelodami, Eurotium herbarorium.b = une valeur manquante.  
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Figure 59 : Profils microbiens des cinq différentes strates environnementales pour chacun des  taxa

microbiens.  

Légende: les moyennes géométriques et l’intervalle de confiance à 95% sont représentés. Les valeurs nulles ont 

été remplacées par ½ de la limite de détection (= ½ 200/0.0209 m²). Les  taxa fongiques sont représentés sur la 

partie gauche de la figure et les  taxa bactériens sur la partie droite. Les chiffres figurant sur l’axe des abscisses 

correspondent à : 1: Absidia spp.; 2: autres Mucorales spp.; 3: Aspergillus fumigatus ; 4: Eurotium spp. 
identifiées ; 5: Eurotium spp. non identifiées ; 6: autres Aspergillus spp.; 7: Alternaria spp.; 8: Cladosporium 

spp.; 9: Penicillium spp.; 10: Scopulariopsis spp.; 11: Wallemia sebi ; 12: Levures ; 13: autres espèces 

fongiques ; 14: actinomycètes mésophiles ; 15: actinomycètes thermophiles ; 16: bacilles à Gram négatif ; 17: 

bacilles à Gram positif ; 18: cocci à Gram négatif ; 19: cocci à Gram positif. L’axe des ordonnées correspond à 

la concentration moyenne en micro-organismes en UFC/m² 
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5/ GABRIEL, analyse de la flore des étables par clonage de produit de PCR   

a/ identification des clones  

�/ résultats globaux   

Un total de 1054 clones, sur les 1439 obtenus, a pu être séquencé, les autres correspondant, 

pour la plupart, à l’insertion d’un mauvais insert ou à l’absence de bactéries dans la 

suspension contenant un clone. Cela représente donc une moyenne de 175 clones séquencés 

pour chacun des six pools étudiés (deux pools de lingettes d’étables correspondant à des 

enfants non malades, deux pools à des enfants atopiques et deux pools à des enfants 

asthmatiques). Après séquençage et comparaison avec les bases de données internet, 844 

clones ont pu être identifiés. Pour 491 de ces bactéries, la comparaison des séquences avec 

celles disponibles dans la base NCBI a permis d’identifier l’espèce en cause (plus de 97% 

d’homologie avec une séquence connue). Dans 183 autres cas, l’identification n’a pu se faire 

jusqu’à l’espèce et les bactéries ont alors été classées en fonction de leur appartenance à un 

Phylum (Firmicutes Bacterium), à un Ordre (Pseudomonadales Bacterium), à une Famille 

(Lachnospiraceae, Ruminococcaceae), à un Genre (Eubacterium sp., Bacteroides sp.). Les 

210 clones n’ayant pas pu être identifiés à ces différents niveaux ont été regroupés sous le 

terme de "Uncultured Bacterium clone".  

�/ répartition des  taxa bactériens  

Un total de 52 genres bactériens, correspondant à 138 espèces, a été identifié par la méthode 

de clonage. La figure 60 et le tableau XXIII montrent la distribution de chacun des genres 

bactériens dans les 6 pools étudiés. On peut ainsi noter que le genre Atopostipes est retrouvé 

plus fréquemment dans les pools correspondant à des enfants atopiques, que les genres 

Staphylococcus et Sphingomonas sont retrouvés plus souvent chez les asthmatiques, et 

qu’aucun Pseudomonas n’a été retrouvé chez les enfants non atopiques et non asthmatiques. Il 

semble, par ailleurs, que les clones non identifiables aient été beaucoup plus nombreux chez 

les enfants non malades que dans les étables où évoluent des enfants atopiques ou 

asthmatiques.  

Les différents pools ont été comparés par des tests de corrélation appariés (tableau XXIV). 

Ces tests montrent qu’il y a une bonne reproductibilité de la méthode dans l’environnement de 

l’étable, quel que soit l’état de santé de l’enfant. Ainsi, entre les pools 1 et 2, correspondant 
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aux enfants non atopiques et non asthmatiques, un coefficient de corrélation de 0.96                 

(p < 0.0001) pour les genres et de 0.94 (p < 0.0001) pour les espèces, a été calculé, ce qui 

signifie que 88 à 92% de la diversité du pool 1 est retrouvée dans le pool 2. Des résultats 

légèrement plus faibles mais significatifs ont été retrouvés pour les deux pools d’enfants 

atopiques (r = 0.84* pour les genres et r = 0.78* pour les espèces) montrant que 60 à 70% de 

la diversité de l’un est partagée avec l’autre pool du même état de santé. Pour les étables 

d’enfants asthmatiques, un coefficient de 0.94* a été obtenu pour les genres et pour les 

espèces. Quatre-vingt-huit pour cent de la diversité est donc partagée entre les deux pools. 

Des coefficients relativement élevés ont également été obtenus en comparant les pools 

correspondant à des états de santé différents. Ainsi, une diversité partagée de 55% peut être 

observée entre les pools 4 et 5 et une diversité partagée maximum de 86% peut être observée 

entre les pools 3 et 6. Il n’y a donc pas de différences majeures entre les différents groupes de 

santé au niveau de la diversité bactérienne.  

b/ diversité bactérienne   

La construction des courbes d’accumulation pour les six pools de lingettes de poussière 

d’étable (figure 61) montre que l’extinction de diversité n’est atteinte dans aucun des pools. 

En effet, après 150 à 220 clones identifiés, aucun plateau n’est visible pour aucun des pools.  

Le tableau XXV regroupe les différentes caractéristiques des six pools. La diversité relative 

de chacun d’entre eux a été calculée. Que ce soit en diversité de genre ou d’espèce, les pools 

possédant la plus grande diversité bactérienne sont les pools atopiques (0.24 genre / clone 

identifié et 0.42 espèce / clone identifié) et asthmatiques (0.20 genre / clone identifié et              

0.28 espèce / clone identifié). Les résultats du pool 4 semblent être influencés par la présence 

d’un genre dominant (Atopostipes) qui change légèrement la tendance observée avec les 

autres pools. La fréquence des clones non identifiés est plus importante dans les pools 1 et 2 

que dans les quatre autres pools, ce qui rejoint ce qui avait été montré par la figure 60. 
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Tableau XXIII : liste et fréquence d'identification des genres bactériens les moins fréquemment identifiés 

par clonage. 

P1 P3 P5 P2 P4 P6

nb de 

pools 

positifs

nb de 

clones 

total 

nb de 

pools 

positifs

nb de 

clones 

total 

Psychrobacter 10 2 2 12

Dialister 4 2 1 4 1 2

Flavobacterium 1 4 2 5

Planococcus 3 2 2 5

Brachybacterium 1 3 1 1 1 3

Helcococcus 2 2 2 4

Unc Lachnospiraceae 1 3 2 4

Mesorhizobium 1 2 1 1 1 2

Microbacterium 2 1 1 2 1 1

Peptostreptococcus 2 1 1 2 1 1

Stenotrophomonas 2 1 2 3

Eubacterium 1 1 2 2

Kocuria 1 1 2 2

Rhizobium 1 1 1 1 1 1

Xanthomonas 1 1 2 2

Enterococcus 4 1 4

Arthrobacter 3 1 3

Paracoccus 3 1 3

Sanguibacter 3 1 3

Unc Eubacterium 3 1 3

Brevundimonas 2 1 2

Desemzia 2 1 2

Dyella 2 1 2

Fusobacterium 2 1 2

Pantoea 2 1 2

Tessaracoccus 2 1 2

Vagococcus 2 1 2

Zoogloea 2 1 2

Acetivibrio 1 1 1

Acidovorax 1 1 1

Acinetobacter 1 1 1

Alkalliphilus 1 1 1

Burkolderia 1 1 1

Carnobacterium 1 1 1

Cryobacterium 1 1 1

Curtobacterium 1 1 1

Cytophaga 1 1 1

Faecalibacterium 1 1 1

Granulicatella 1 1 1

Hymenobacter 1 1 1

Jeotgalibacillus 1 1 1

Leucobacter 1 1 1

Moraxella 1 1 1

Nocardioides 1 1 1

Petrimonas 1 1 1

Rhodococcus 1 1 1

Roseburia 1 1 1

Roseovarius 1 1 1

Rothia 1 1 1

Rubrivivax 1 1 1

Spirosoma 1 1 1

Taxeobacter 1 1 1

Thermomonas 1 1 1

Tissierella 1 1 1

Unc Bacteroides 1 1 1

Unc Pseudomonadales 1 1 1

Unc Ruminococcaceae 1 1 1

Variovorax 1 1 1

Veillonella 1 1 1

première 

série de 

pools

seconde 

série de 

pools

première série de 

pools

seconde série de 

pools

Légende: ce tableau regroupe les genres bactériens identifiés dans moins d’un pool sur deux. Le nombre de 

pools ainsi que le nombre de clones correspondant à chaque genre bactérien est reporté dans le tableau.
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Tableau XXIV : coefficients de corrélation entre les genres et les espèces bactériens identifiés dans les 

différents pools d'étables. 

P1 

genre / 

espèces

P2 

genre / 

espèces

P3 

genre / 

espèces

P4 

genre / 

espèces

P5 

genre / 

espèces

P6 

genre / 

espèces

P1 

genre / espèces
1

P2 

genre / espèces
0.96* / 0.94* 1

P3 

genre / espèces
0.84* / 0.97* 0.89* / 0.84* 1

P4 

genre / espèces
0.89* / 0.87* 0.90* / 0.88* 0.84* / 0.78* 1

P5 

genre / espèces
0.85* / 0.81* 0.87* / 0.81* 0.90* / 0.91* 0.80* / 0.74* 1

P6 

genre / espèces
0.91* / 0.86* 0.93* / 0.87* 0.94* / 0.93* 0.84* / 0.78* 0.94* / 0.94* 1

Légende: les coefficients de corrélation ont été calculés entre les différents pools afin d’évaluer la diversité 

partagée en genres et espèces bactériens. (* : p < 0.0001)  
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Tableau XXV : diversité observée des six pools de poussière d'étable 

Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4 Pool 5 Pool 6

Groupe de santé control control atopic atopic asthmatic Asthmatic

Nombre de l ingettes 18 18 19 19 17 17

Nombre de c lones sur boîte de culture 175 364 270 198 195 209

Nombre de c lones identifiés* 151 219 189 157 163 175

Nombre de c lones identifiés** 111 153 165 121 143 146

Nombre de genres bactériens** 19 25 46 11 33 25

Nombre d'espèces bactériennes** 31 33 69 16 46 29

Nombre de Uncultured bacterium clones 40 66 24 36 20 29

Poussière sédimentée des étables

Légende: les caractéristiques des différents pools de lingettes sont résumés ici. * : total en comptant les clones 

appartenant à la catégorie des uncultured bacterium clones ; ** : total sans les clones appartenant à la 

catégorie des uncultured bacterium clones.  
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Les résultats microbiens obtenus par culture ont été intégrés dans les résultats globaux de 

l’étude GABRIEL et ont été testés, pour leur impact sur la santé des enfants, au même titre 

que les données épidémiologiques obtenues par l’intermédiaire des questionnaires.  

6/ GABRIEL, impact de l’environnement sur la santé des enfants.  

a/ rappels numériques 

Le projet GABRIEL a pour but de mettre en évidence d’éventuels liens entre l’asthme, 

l’atopie, le génome humain et divers facteurs environnementaux. En particulier, une partie de 

l’étude, appelée étude GABRIEL-A (pour avancée/approfondie), s’est attachée à mieux 

définir les facteurs à l’origine de la protection conférée par certains environnements ruraux 

contre l’asthme et l’atopie.  

Durant la première phase de cette étude approfondie, les familles de 132 518 enfants vivant 

dans des zones rurales d’Allemagne, de Suisse, d’Autriche et de Pologne ont reçu un 

questionnaire concernant leur mode de vie (entre autres, des questions sur la proximité d’une 

ferme et sa fréquentation par les enfants, ce qui est produit par la ferme et utilisé comme 

nourriture du bétail le cas échéant, la consommation par les membres de la famille de lait cru 

ou encore les éventuelles manifestations allergiques ou asthmatiques des enfants). Ce 

questionnaire était systématiquement accompagné par une demande de consentement à la 

poursuite de l’étude prévoyant la réalisation de prélèvements de sang chez l’enfant et de 

poussière dans sa chambre. Au total, 79 888 questionnaires ont été retournés. Pour 34 491 

familles ces questionnaires étaient accompagnés d’un consentement pour la poursuite de 

l’étude. Ces familles étaient donc sélectionnables pour la seconde phase (tableau I). Parmi 

elles, 9 668 ont été sélectionnées de façon aléatoire en fonction de leur strate d’exposition. 

Quatre-vingt-trois pour cent (soit 8 023 enfants participant à la phase II) ont fourni des 

échantillons de sang pour la mesure des IgE spécifiques. 

Sur un total de 1 903 enfants remplissant toutes les conditions nécessaires à l’intégration dans 

la phase II de l’étude, 895 ont été sélectionnés pour participer à la troisième phase. Cette 

sélection a été réalisée en fonction des catégories d’exposition et de santé. Du fait de 

restrictions humaines et budgétaires, les analyses microbiennes n’ont été réalisées que pour la 

moitié des échantillons.  
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A chacune des phases successives, un nouveau questionnaire a été distribué aux familles, 

permettant l’investigation de paramètres génétiques et environnementaux de plus en plus 

détaillés (cf annexes 2, 3 et 4).  

b/ asthme et maladies allergiques au sein de la population étudiée. 

Une prévalence plus faible d’asthme infantile, de rhume des foins, de dermatite atopique et de 

sensibilisation atopique a été observée chez les enfants de fermiers comparés aux enfants non 

fermiers (tableau XXVI). Après ajustement et intégration des différentes variables (statut 

fermier, sexe, taille de la famille, antécédents atopiques et tabagisme maternel pendant la 

grossesse, les odds ratios concernant l’asthme infantile et l’atopie étaient respectivement de 

0.69 (p<0.0001) et de 0.53 (p<0.0001). Un effet protecteur de la ferme a été observé pour tous 

les phénotypes asthmatiques : asthme infantile, asthme avec sifflements dans les 12 derniers 

mois, asthme atopique, asthme non atopique et sifflements sévères. Les définitions de 

l’asthme basées sur les réponses aux questionnaires ont été validées par la mesure des 

fonctions respiratoires dans la phase III. Ainsi la moyenne des ratios entre la force de 

l’expiration pendant la première seconde et la capacité volumétrique forcée ainsi que le flux 

maximum à la moitié de l’expiration étaient significativement plus faibles chez les enfants 

présentant un asthme infantile, un asthme actuel, un asthme atopique actuel et des sifflements 

sévères comparé aux enfants contrôles non asthmatiques (tableau XXVII).  

c/ asthme et maladies allergiques ; exposition et environnement 

Lors de l’analyse des questionnaires, il a été noté que les agriculteurs n’hésitaient pas à 

exposer leurs enfants à la ferme très tôt. Ainsi, l’exposition la plus forte a été trouvée pour la 

phase pendant la grossesse et pour la deuxième ou troisième année de la vie de l’enfant 

(figure 62). Ainsi, pour toutes les analyses, la phase d’exposition à la ferme correspond à la 

période recouvrant la grossesse jusqu’à la troisième année de l’enfant. Certaines de ces 

expositions (contact avec des animaux et leurs litières, séjour dans l’étable ou dans la grange, 

et consommation de lait cru) ont été, par les questionnaires, inversement corrélées à l’asthme 

infantile et à l’atopie indépendamment du statut fermier (tableau XXVIII). Pour de nombreux 

enfants, l’exposition aux fourrages, foin et paille, a montré des corrélations supérieures aux 

autres expositions, avec un coefficient r supérieur à 0.7. 
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Comme certaines études sur des enfants vivant dans des fermes laitières ont montré des 

résultats conflictuels concernant la protection contre l’asthme infantile, le contact avec les 

vaches a peu de chances d’être la cause principale de l’effet protecteur de la ferme. Ainsi, les 

interactions potentielles entre le contact avec les vaches et les autres expositions liées à la 

ferme ont été analysées pour identifier celles qui pourraient influer sur cet effet protecteur. De 

toutes les variables d’exposition testées, seuls la paille, le foin et le contact avec les chats, 

lorsqu’ils sont associés avec le contact avec les vaches (analyses bivariées) ont montré une 

réduction de la prévalence de l’asthme infantile (tableau XXIX).  

L’utilisation de modèles multivariés a montré que peu de variables d’expositions fermières 

restaient inversement liées à l’asthme infantile et à l’atopie (tableau XXX). Le contact avec 

les vaches et avec la paille ainsi que la consommation de lait cru dans la petite enfance sont 

des facteurs protecteurs indépendants pour l’asthme infantile.  

En ce qui concerne la sensibilisation atopique, le contact avec la paille et la consommation de 

lait cru dans la petite enfance sont des déterminants significativement protecteurs (tableau 

XXX). Ainsi, les odds ratios augmentent de 0.53 à seulement 0.77 après l’inclusion des 

variables d’exposition à la ferme, indiquant la présence de facteurs d’exposition protecteurs 

additionnels et non détectés dans l’environnement fermier. L’exposition aux volailles et aux 

chiens tôt dans la vie de l’enfant contribue également au modèle lorsqu’on définit l’atopie à 

un taux plus élevé ( > 3.5 kU/L). Une relation dose-dépendante a également été montrée, 

indiquant que plus l’exposition est importante, plus la protection est importante et ce pour 

toutes les variables. 

  

Les associations entre les  taxa microbiens et les variables de la ferme sont faibles 

(tableau XXXI). L’exposition à l’ensemble des  taxa fongiques et bactériens est plus 

importante dans les logements fermiers que dans les logements non fermiers (figure 63) avec 

une corrélation faible entre eux (r < 0.49). Après ajustement à la strate fermière, l’exposition à 

Eurotium spp. à Penicillium spp. et aux bacilles à Gram négatif est inversement liée à 

l’asthme et à l’atopie (tableau XXXII). Comme les Penicillium spp. ont été détectés dans la 

majorité des échantillons de poussière, une approche quantitative a été utilisée. Des effets 

combinés des expositions fongiques et bactériennes ont été mis en évidence pour l’asthme 

mais pas pour l’atopie (Eurotium spp., Penicillium spp., Aspergillus fumigatus, Cladosporium 
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sphaerospermum et des bacilles à Gram négatif). La taille limitée de l’échantillon n’a pas 

permis la stratification en asthme atopique et asthme non-atopique.  

Dans les analyses multivariées faites sur les variables épidémiologiques investiguées à partir 

des questionnaires et sur les mesures d’expositions microbiennes, le modèle final de 

régression pour l’asthme retient, comme facteurs protecteurs, l’exposition aux bacilles à Gram 

positif et aux Eurotium spp. associée à la consommation de lait cru (tableau XXXIII). La 

taille limitée de l’échantillon ne permettait cependant pas de tester tous les effets combinés 

possibles. Pour l’atopie, l‘exposition aux bacilles à Gram négatif et le contact avec la paille 

étaient les déterminants protecteurs les plus forts.  
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L’environnement fermier, de par la multiplicité des sources microbiennes et la configuration 

des étables, est un environnement complexe, sujet à des variations journalières et saisonnières 

(209), difficile à échantillonner et qui, de ce fait, a rarement été étudié dans sa globalité. Des 

études ont été menées par le passé pour valider des méthodes diverses d’échantillonnage de 

l’environnement fermier, mais rares sont celles qui se sont intéressées à la diversité 

microbienne (188, 276). Les études regroupées dans ce travail de thèse sont parmi les 

premières à prendre en compte la diversité des micro-organismes que contient ce type de 

prélèvements. En effet, certaines études ont porté sur l’identification des espèces fongiques 

retrouvées dans l’air et les fourrages des étables, dans le but de trouver les agents 

responsables de maladies telle la maladie du poumon de fermier (235, 243, 244). D’autres 

études se sont focalisées sur les bactéries utiles dans la fabrication des fromages et qui sont 

retrouvées dans le lait ou sur les trayons des vaches (39, 53, 69), et d’autres encore ont 

cherché à caractériser l’environnement fermier en fonction des composés microbiens 

(endotoxines et autres) (111, 141, 200, 304), dont la présence est en relation avec un risque 

plus faible de maladies allergiques (45, 87, 296). 

Dans le cadre de cette thèse, plusieurs points ont été abordés. Dans un premier temps, une 

méthode simple, efficace, reproductible et peu coûteuse de prélèvements de l’environnement a 

été recherchée. Puis, l’efficacité des différentes méthodes a été étudiée par comparaison avec 

les prélèvements d’air habituellement réalisés dans de telles études. Ensuite, différentes 

méthodes d’analyses ont été évaluées permettant d’obtenir une diversité microbienne la plus 

complète possible, aussi bien pour les espèces fongiques que pour les espèces bactériennes. 

Ces méthodes d’analyses font appel à des domaines divers allant de la caractérisation 

macroscopique à l’identification par biologie moléculaire. Enfin, les différents compartiments 

environnementaux de la ferme ont été caractérisés du point de vue de leur composition 

microbienne. Cette caractérisation a été appliquée à l’étude de l’exposition des enfants à la 

microflore des bioaérosols des étables et des logements avec le projet GABRIEL et à leur 

exposition à la flore microbienne du lait avec le projet AgriSanté, toutes deux en rapport plus 

ou moins direct avec la problématique de l’allergie et de l’asthme. Le cheminement de cette 

étude a donc permis de valider les méthodes de prélèvements des micro-organismes du point 

de vue des espèces viables et cultivables sur nos milieux de culture.  

Par la suite, nous avons testé l’avantage de la méthode de clonage sur la méthode de culture et 

avons trouvé que de nombreuses nouvelles espèces bactériennes pouvaient être identifiées par 
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cette méthode. Cependant, une partie des clones obtenus n’a pas été référencée et leur 

identification reste incomplète, au niveau du Genre, parfois de la Famille ou même de l’Ordre 

ou du Phylum.  

Les méthodes de culture et de PCR, appliquées à l’ensemble des compartiments de la ferme 

(dans l’étable ainsi que sur le matériel de traite), ont abouti à l’identification de possibles 

transports microbiens au sein de l’étable et de l’étable vers la salle de traite. Ainsi, l’origine 

des champignons retrouvés dans le lait peut être multiple mais nos résultats suggèrent que les 

sources principales d’espèces fongiques dans l’environnement de l’étable sont la poussière 

sédimentée et le foin distribué aux animaux. Les quantités bactériennes sont également plus 

importantes dans ces deux types de prélèvements que dans les autres. Cependant la flore 

bactérienne identifiée dans le lait est surtout le reflet de celle de la surface du trayon et de la 

partie de la machine à traire située entre le gobelet (ou récipient à lait) et les manchons. 

L’étude des étables et des chambres associées dans le cadre du projet Gabriel a montré que les 

espèces fongiques et les actinomycètes circulent plus facilement d’un bâtiment à un autre que 

les espèces bactériennes non sporulantes.  

Ainsi, ces différentes expériences montrent que l’espace occupé par les vaches est assez 

homogène aussi bien du point de vue de la flore fongique que de la flore bactérienne. 

Quelques interrogations subsistent quant à la provenance de certaines espèces bactériennes 

identifiées dans le lait. Les enfants qui fréquentent les étables sont donc en contact avec cette 

microflore aussi bien lorsqu’ils participent à l’activité de la ferme que lorsqu’ils sont dans leur 

chambre ou consomment le lait produit dans la ferme.  
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A/ Evaluation des méthodes de prélèvements de la microflore des étables.

Afin d’évaluer les performances des différentes méthodes de prélèvements, des 

échantillonnages ont été effectués en parallèle. Il a été supposé que les micro-organismes 

fongiques et bactériens de l’environnement fermier finissaient par sédimenter et se retrouver 

dans la poussière, sous la forme d’organismes vivants, de spores ou de cellules mortes ou 

même de débris cellulaires contenant de l’ADN. Différentes méthodes de prélèvements de la 

poussière ont donc été testées et comparées avec les différents échantillons d’air collectés en 

parallèle. 

- La méthode de récolte de la poussière sédimentée permet-elle d’identifier la microflore 

des étables?

D’une manière générale, la comparaison des différents prélèvements, du point de vue de la 

diversité microbienne, a montré que les résultats obtenus avec les prélèvements d’air et de 

poussière offrent des profils relativement semblables, même si quelques nuances sont à 

apporter pour certains échantillons. Par exemple, les résultats obtenus pour les bactéries et 

champignons cultivables indiquent que les échantillons collectés avec des boîtes en plastique 

déposées pendant un mois dans des étables reflétent correctement (coefficient de corrélation 

de 0.82) la composition des échantillons de l’air avant distribution du fourrage au bétail.  

Comme indiqué précédemment, ces résultats concernant les micro-organismes cultivables et 

ne représentent donc qu’une fraction des micro-organismes présents dans l’étable (97) 

puisque des champignons et bactéries ne sont pas cultivables sur les milieux que nous avons 

utilisés. Pour pouvoir comparer un maximum d’échantillons sans avoir à nous soucier d’un 

effet de saison, nous avons choisi de n’étudier les différents prélèvements que pendant la 

période hivernale. Durant cette période, les niveaux microbiens et la diversité microbienne 

sont élevés du fait de la présence permanente des animaux dans l’étable et du nourrissage qui 

se déroule dans un espace clos (234, 243).  

Les différences constatées en fonction des méthodes de récolte de la poussière indiquent que 

certains points sont à prendre en compte pour obtenir des échantillons représentatifs de la 

contamination de l’air. En effet, il avait été exposé lors d’une étude réalisée par Chew et al. 

(56) sur un panel de 397 habitations américaines, que la divergence entre les échantillons de 
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poussière sédimentée et ceux d’air peut être due à la faible représentativité d’échantillons 

d’air prélevés sur une période de temps courte et unique. Nos résultats montrent que les 

coefficients de corrélation obtenus pour chaque micro-organisme sur des moyennes de fermes 

étaient bien meilleurs que lorsque les fermes sont considérées une par une dans les calculs. La 

faible valeur du coefficient de corrélation entre les prélèvements d’air et de poussière pris 

isolément pourrait être due à la forte variabilité dans le temps de la composition microbienne 

de l’air. En particulier, certains auteurs ont déjà décrit d’importantes variations journalières 

dans les niveaux de contamination de l’air des étables (209, 273). De plus, il a été prouvé que 

de la manipulation de fourrages résultait une augmentation des spores de Eurotium et de 

Cladosporium, espèces fongiques utilisant le foin comme substrat de croissance. Le même 

constat a été effectué pour les actinomycètes mésophiles (235, 243).  

Afin d’améliorer la corrélation entre les échantillons d’air et de poussière, un échantillonnage 

sur une durée plus longue de l’air aurait pu être envisagé mais cela aurait comporté certains 

inconvénients, notamment une surreprésentation des espèces moins sensibles à la dessiccation 

et une perte de diversité par saturation du filtre.  

Par contraste avec les échantillons d’air, les prélèvements de poussière sédimentée, quels 

qu’ils soient, permettent de faire la synthèse sur plusieurs jours voire semaines entre des 

périodes d’intense contamination de l’atmosphère et des phases de faible contamination. Cette 

pondération au fil du temps s’avère être un avantage lorsqu’il s’agit d’évaluer une exposition 

cumulée des sujets aux micro-organismes de l’environnement.  

Cependant, dans le cadre d’études environnementales, les analyses microbiennes doivent 

parfois être différées, notamment pour des raisons logistiques. Si la conservation des 

échantillons à -20°C n’est pas possible, l’évolution de la microflore dans la poussière aboutit 

à la disparition de certaines espèces et donc à une perte de diversité, et à la prédominance de 

certaines autres espèces comme, par exemple, les bactéries à Gram positif que nous avons 

observées dans la poussière collectée avec une spatule. En effet, la poussière récoltée à la 

spatule est une poussière sans âge, qui s’est accumulée depuis le précédent lavage de l’étable, 

avant le retour des vaches au début de l’hiver. Le fait de conserver les différents types de 

poussière pendant trois mois dans des récipients fermés a accentué cette perte de diversité et 

cette surreprésentation de certaines espèces. L’évolution de la microflore dans la poussière 

sédimentée avec le temps peut, au moins en partie, expliquer les faibles relations obtenues 
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dans les études précédentes entre l’air et les poussières sédimentées récoltées à la spatule 

(175, 177, 202, 308). 

Ainsi, la standardisation des prélèvements de poussière sédimentée dans une boîte ou sur une 

lingette améliore l’évaluation de la contamination environnementale dans les fermes. L’aspect 

pratique de la manipulation des lingettes, le fait qu’elles peuvent facilement être envoyées par 

la poste à la fin de la période d’exposition et leur faible coût en font une méthode de 

prélèvement applicable aux larges études environnementales de terrain. Mais, bien que les 

échantillons standardisés de poussière sédimentée offrent des résultats de flore microbienne 

représentatifs de ceux obtenus avec les prélèvements d’air, leur conservation avant analyse 

doit être régulée et la conservation des échantillons à une température de -20°C doit être 

envisagée pour éviter la perte de diversité microbienne et la perte de matériel viable.  

- Les méthodes de récolte de la poussière donnent-elles des résultats reproductibles ?

D’une manière générale, l’étude menée dans le cadre d’une comparaison des différentes 

méthodes de prélèvements a montré que les techniques de prélèvements de poussière par 

dépôt dans une boîte en plastique ou sur une lingette stérile donnent des résultats 

reproductibles, comme l’indiquent les coefficients de corrélations de 0,73 obtenu entre les 

deux lingettes successives et de 0,72 obtenu entre les deux boîtes en plastique. Les deux 

méthodes ont également donné des résultats très similaires en ce qui concerne la composition 

microbienne de la poussière sédimentée. Ainsi, la mise en parallèle des lingettes (deux fois 

quinze jours) et des boîtes (une fois un mois) a mis en évidence une diversité partagée de plus 

de 60%.  

Ces résultats viennent ici en complément de ceux obtenus récemment par Noss et al. qui ont 

exposé que l’utilisation de lingettes électrostatiques était une méthode efficace de mesure de 

l’exposition aux endotoxines contenues dans la poussière aéroportée des environnements 

intérieurs (203). Contrairement aux méthodes de récolte par impaction de l’air, et du fait de la 

durée de prélèvement, les méthodes de récolte de la poussière sédimentée permettent de 

s’affranchir des variations journalières dues à la distribution de fourrages. Cependant, il faut 

garder en mémoire que la composition des bioaérosols varie aussi d’une saison à une autre et 

que ces méthodes sont valables sur une période limitée de quelques mois.  
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En conclusion, les méthodes de prélèvement de poussière standardisée et les méthodes 

d’analyse de la diversité cultivable, utilisées dans le cadre de cette étude, se sont avérées 

reproductibles donnant des résultats comparables. Leur utilisation pour de larges études 

environnementales est donc envisageable.  

- Quelle est la méthode de conservation la moins délétère de la diversité et de la quantité 

microbienne pour les lingettes en attente d’analyse?

Afin de compléter les observations effectuées sur les échantillons de poussière conservés 

pendant 3 mois à température ambiante, une étude a été réalisée sur des prélèvements de 

poussière déposée sur des lingettes. Ces lingettes ont été placées pendant un mois dans deux 

étables. Quatre analyses faisant varier les durées et les températures de conservation ont été 

réalisées. Cette expérience a montré qu’il existe une évolution de la poussière dans le temps.  

La congélation à -20°C est un moyen efficace de ralentir cette évolution mais peut également 

biaiser les résultats. En effet, il existe des micro-organismes qui sont plus tolérants aux 

variations de la température que d’autres et donc plus résistants à une congélation à -20°C 

(281). Les quantités relatives de chaque micro-organisme sont certainement influencées par la 

méthode de conservation.  

Une analyse immédiate après l’échantillonnage permet de visualiser la diversité réelle des 

prélèvements. Lorsqu’elle n’est pas possible, la congélation à -20°C permet de limiter les 

modifications de la flore microbienne dans l’échantillon.  
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B/ Comparaison des méthodes d’analyses bactériennes (viable et non viable)

Comme indiqué par les résultats discutés dans la section précédente, les méthodes utilisées 

pour l’identification de la diversité fongique des prélèvements sont assez reproductibles et 

fiables. Ces identifications basées sur l’aspect macro- et microscopique des colonies ont été 

élaborées au cours d’études antérieures et ont fréquemment montré leur intérêt, tant au niveau 

de la reproductibilité des manipulations qu’au niveau de la rapidité et du faible coût des 

analyses. De l’autre côté, les analyses bactériennes, lourdes et sélectives, peuvent être 

largement optimisées. La méthode de clonage permet d’identifier une plus grande partie de la 

diversité bactérienne en s’affranchissant de l’aspect viable et non-viable des bactéries ainsi 

que des conditions de culture.  

- La méthode d’identification par clonage permet-elle de mieux définir un 

environnement microbien que la méthode de culture?

Des méthodes ont été décrites permettant la caractérisation des micro-organismes dans 

l’environnement sans procéder à l’étape de culture [clonage (42, 103, 157, 210) et DGGE 

(Denaturing Gradient Gel Elecrophoresis) (77, 173, 174)]. Leurs principales limites sont la 

durée de mise en oeuvre, leur coût et le fait qu’elles ne permettent pas de connaître la viabilité 

des micro-organismes étudiés.  

Dans certains cas, la connaissance de la diversité totale de l’environnement fermier, incluant 

les micro-organismes non viables, peut être utile (asthme, maladie du poumon de fermier, 

allergies, agroalimentaire).  

Nous avons donc, dans le cadre de cette étude, procédé à la détermination de la diversité 

microbienne selon plusieurs approches. D’un côté, une approche axée sur les micro-

organismes cultivables (fongiques et bactériens) et, de l’autre, une approche de la diversité 

bactérienne totale que nous avons appliquée à un nombre limité de prélèvements de poussière. 

La grande variabilité bactérienne observée dans les différents types d’échantillons analysés ici 

(98 espèces bactériennes dont une seule a été identifiée dans plus de la moitié des 

échantillons) implique que la composition bactérienne des fermes repose sur quelques espèces 

dominantes.  
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La contribution de la méthode de clonage, avec l’identification de 30 genres bactériens 

nouveaux, nous indique que l’identification par la culture n’est pas suffisamment efficace 

pour apprécier la diversité bactérienne réelle d’un environnement. Un minimum de 20 

nouveaux milieux de culture serait nécessaire pour optimiser l’approche par la culture.  

  

Cependant, dans de nombreux cas, la méthode de clonage aboutit à une identification 

incomplète avec l’obtention de séquences correspondant à des bactéries non-identifiées. Ces 

ADN peuvent toutefois avoir une importance non-négligeable dans la composition de 

l’environnement des fermes et dans la protection contre l’asthme et les allergies.  
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C/ La flore microbienne de l’environnement de l’enfant

L’impact sur la santé de composés microbiens comme les endotoxines est connu et avéré en 

allergologie. Cependant, ces composés sont avant tout des éléments produits par des bactéries. 

Leurs caractéristiques et leurs propriétés sont différentes en fonction des espèces bactériennes 

qui les produisent. Il est donc légitime de penser que la protection observée dans un modèle 

murin puisse être amplifiée si, une fois les différences dans la flore bactérienne des enfants 

protégés mises en évidence, les endotoxines protectrices étaient séparées des autres.  

D’un autre côté, alors que quelques sources anciennes indiquent que le lait de vache est stérile 

dans le pis (127) (méthodes de culture peut-être insuffisantes), il a également été montré qu’il 

existait une flore inhérente au lait dans le tank (138, 143). L’origine de cette flore est pour une 

grande partie, encore inconnue. Ainsi, les deux projets sur lesquels est basé ce travail de thèse 

auront permis de répondre à ces deux questions sur l’environnement de l’enfant (respiration et 

consommation).  

- Quels sont les flux dans les étables qui permettent l’ensemencement naturel du lait en 

micro-organismes viables?

La composition microbienne de l’air et du lait a souvent été étudiée dans des thématiques de 

santé (311, 313). La microbiologie du lait, quant à elle, a été étudiée dans les problématiques 

de fabrication des fromages (38, 52, 180). En effet, la consommation de lait cru a 

régulièrement été associée à une diminution des risques allergiques et asthmatiques chez les 

enfants fermiers (240, 302, 304). D’un autre côté, la composition du lait en bactéries utiles à 

la fabrication des fromages a souvent été étudiée, notamment pour les fromages d’appellation 

d’origine contrôlée (37, 39, 53, 60, 73, 119, 129, 178). De nombreuses études ont aussi porté 

sur la détection des bactéries pathogènes ou susceptibles d’altérer la qualité des laits (132, 

133, 192, 239, 252, 254, 271).  

Dans le cadre de cette étude, nous avons donc cherché à évaluer la contamination microbienne 

(fongique et bactérienne) de l’étable afin d’identifier les sources potentielles de contamination 

du lait.  
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Cette démarche originale nous a donné un aperçu assez général de la flore microbienne dans 

différents compartiments de l’étable (lieu de vie des animaux, nourriture, peau des vaches, ou 

encore matériel de traite) et un nombre important de micro-organismes a pu être identifié dans 

les différents prélèvements.  

D’une manière générale, les bactéries utiles à la fabrication des fromages n’ont été retrouvées 

qu’en faible nombre dans les échantillons environnementaux par opposition au lait et à la 

surface des trayons des vaches. Plus généralement, la surface des trayons apparaît comme 

étant une des sources majeures de la contamination bactérienne du lait. La détection des 

bactéries lactiques et propioniques a posé un problème car dans l’air, la poussière et les 

échantillons de foin, la proportion de micro-organismes environnementaux, bactériens et 

fongiques, est telle qu’il devient difficile, sur des milieux de culture généraux, de visualiser 

les espèces minoritaires. Ainsi les cultures sur milieu Mueller-Hinton ne permettent de 

détecter qu’une quantité très faible de ces micro-organismes. Seule l’espèce Lactococcus 

lactis a pu être identifiée sur ce milieu et ce, uniquement à partir d’échantillons de lait. Même 

en ayant recours à des milieux de culture spécifiques, nous n’avons pu détecter les bactéries 

lactiques dans les différents compartiments de l’étable en amont du lait. Ceci est 

probablement dû au fait qu’elles ne représentent qu’une part minime de la flore des étables 

par ailleurs très riches en micro-organismes divers. Ainsi, l’utilisation de méthodes 

d’enrichissement ciblant ces bactéries ou de PCR en temps réel spécifiques devra être 

considérée si l’on veut identifier l’origine de ces bactéries constituant la première flore du lait. 

Les bactéries environnementales sont nombreuses, mais assez rares sont les espèces que nous 

avons retrouvées dans plus d’un échantillon. Sur les 136 espèces bactériennes identifiées par 

culture sur milieu Mueller-Hinton puis par séquençage dans les seize fermes du projet 

AgriSanté, seules 38 ont été retrouvées dans le lait et à des concentrations relativement 

faibles. Il existe donc une barrière non négligeable entre l’étable et le lait qui limite la 

contamination du lait. Pour illustrer cette séparation probablement physique (différente 

localisation dans l’étable) dans le cas d’une étable à stabulation libre, nous avons testé le flux 

microbien aéroporté entre l’air de l’étable et l’air de la salle de traite. Les tests de corrélation 

entre les trois types de prélèvements (air avant travail, air après travail et air de la salle de 

traite) ont montré qu’il existe un flux entre l’étable et la salle de traite, probablement induit 

par les mouvements des vaches dans l’étable.  
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Des différences dans la composition microbienne des laits ont été observées entre les étables 

entravées et les stabulations libres, indiquant une plus forte contamination du lait dans les 

étables entravées. Ces différences peuvent être expliquées par le fait que la traite est 

physiquement séparée de l’espace de vie des vaches dans les stabulations libres, et que les 

salles de traite sont nettoyées à grandes eaux chaudes après chaque traite. Dans les étables 

entravées, cette séparation physique n’existe pas puisque les vaches sont traites à même leur 

litière et que le nettoyage consiste simplement en un raclage et remplacement de la paille 

souillée.  

D’autres sources de contamination, comme le matériel de traite ont également été étudiées et 

ont montré des résultats similaires avec une forte contamination des éléments les plus proches 

physiquement des animaux : la surface des trayons, les manchons et la sortie de lait des 

manchons. Les analyses sont toujours en cours mais le faible nombre de fermes prélevées 

(quatre bâtiments) ne nous permettra pas de tirer des conclusions définitives.  

- Quelle est la population bactérienne (viable et non-viable) de la poussière des étables 

du projet Gabriel ?

Pour l’essentiel, nous nous sommes focalisés sur les bactéries et champignons cultivables de 

l’environnement et qui pouvaient être obtenus par des méthodes de culture sur des milieux 

standards. Ces micro-organismes, cependant, ne représentent qu’une fraction des micro-

organismes de tout environnement naturel. Afin de caractériser de façon la plus complète 

possible l’environnement avec lequel l’enfant entre en contact lorsqu’il est dans l’étable, nous 

avons décidé d’utiliser aussi la méthode de clonage que nous avions validée précédemment 

dans le cadre du projet AgriSanté. En effet, même si les approches basées sur la culture sont 

plus faciles à utiliser, elles génèrent des résultats moins complets que ceux des techniques 

génétiques (97).  

Du fait de la lourdeur des techniques de clonage, nous avons regroupé les prélèvements en six 

pools, constitués à partir des lingettes de poussière provenant des étables. D’une manière 

générale, la méthode s’est avérée efficace puisqu’elle a permis l’obtention d’environ 200 

clones par pool.  

Quel que soit l’état de santé de l’enfant (asthmatique, atopique ou ni asthmatique, ni 

atopique), la flore bactérienne dominante de l’étable est représentée par Clostridium sp. 
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(bactéries anaérobies strictes) et par Atopostipes sp. (bactéries aéro-anaérobies). Ces bactéries 

sont fréquemment identifiées en milieu agricole (62, 147, 160).  

Si l’on considère le nombre de clones obtenus pour une espèce donnée et pour un pool donné 

comme étant représentatif de la quantité d’ADN de cette même espèce présente dans le pool 

initial, certaines espèces et genres bactériens ne sont pas identifiés avec la même fréquence 

dans tous les pools. Ainsi, le genre Atopostipes, bien que présent dans tous les pools, est 

identifié plus fréquemment dans les pools 3 et 4 correspondant aux enfants atopiques que dans 

les autres pools et le genre Sphingomonas est plus retrouvé dans les pools 5 et 6 

correspondant à des enfants asthmatiques. Cependant, dans l’attente de la mise en place de 

protocoles de PCR en temps réel ou de puces à ADN ciblés sur quelques-unes des espèces 

bactériennes mises en évidence par cette étude, les fréquences respectives d’identification des 

genres bactériens ne concernent finalement que deux pools par catégorie de sujets, rendant 

impossible toute conclusion sur les liens entre le statut clinique des enfants et la composition 

du bioaérosol auquel ils sont exposés.  

- D’où proviennent les micro-organismes retrouvés dans les chambres des enfants du 

projet Gabriel et quels sont les flux potentiels qui permettent leur transfert d’un 

bâtiment à un autre ?

A notre connaissance, aucune étude environnementale axée sur la microflore n’avait permis à 

ce jour de mettre en évidence des flux microbiens entre les étables et les chambres des enfants 

dans la thématique de l’asthme et de l’allergie.  

D’une manière générale, notre travail suggère fortement que la flore microbienne 

caractéristique de l’étable et de la grange est transportée jusqu’aux habitations en quantité non 

négligeable. Ce transport peut se faire soit par un flux aérien, soit plus probablement par les 

allées et venues des personnes entre les bâtiments agricoles et le domicile. En conséquence, 

nous avons noté une tendance marquée vers une augmentation de la quantité microbienne 

dans les habitations de fermiers, comparée aux habitations de contrôles ou d’enfants exposés.  

De plus, ce flux/transport a tendance à modifier de façon importante la composition de la flore 

microbienne de la chambre de l’enfant. Tandis que l’environnement des enfants contrôles est 

caractérisé par une prédominance de Penicillium spp., chez les agriculteurs, ce champignon 

est largement surpassé par des espèces du groupe Eurotium spp..  
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Aspergillus glaucus et son téléomorphe Eurotium herbariorum sont caractéristiques d’un 

environnement fermier et trouvent leur origine dans la distribution de fourrage au bétail. Ces 

champignons, mais aussi certaines Mucorales et certains actinomycètes sont également 

fréquents dans l’environnement fermier. De plus, notre étude a montré que pour sept  taxa

(l’ordre des Mucorales, les groupes Aspergillus spp., Scopulariopsis spp., Cladosporium spp., 

Penicillium spp., levures et actinomycètes thermophiles), la quantité microbienne dans 

l’étable et dans les logements de fermiers était corrélée positivement et significativement. 

Cette observation corrobore l’hypothèse d’un flux ou d’un transport de l’étable à la chambre 

de l’enfant. Il pourrait jouer un rôle important dans l’exposition des enfants puisque, pour la 

plupart des groupes fongiques, le ratio entre les deux compartiments est situé entre 1/10 et 

1/30. Pour ces micro-organismes, il peut être transposé que lorsque l’enfant passe de 10 à 30 

heures dans sa chambre, il est entré en contact avec une quantité microbienne égale à celle 

qu’il aurait respirée s’il avait passé une heure dans l’étable.  

Contrairement à ce qui a été mis en évidence pour les actinomycètes, la contamination de la 

chambre par les autres  taxa bactériens semble être moins influencée par la proximité d’une 

étable. Ceci peut être dû à la capacité qu’ont les spores d’actinomycètes d’être facilement 

disséminées dans l’atmosphère. La plupart des autres bactéries n’ont pas la possibilité de 

sporuler et ont besoin d’un système de transfert indirect tel que les mains ou les vêtements des 

agriculteurs pour passer d’un environnement à un autre.  

Le cas de Penicillium spp. est quelque peu différent. D’un côté, le faible ratio entre l’air de la 

chambre des enfants agriculteurs et l’air de l’étable, ainsi que la corrélation positive entre le 

nombre de UFC trouvé dans ces deux environnements, suggère que l’air des chambres est 

contaminé par les spores de Penicillium provenant de l’étable. D’un autre côté, les espèces de 

Penicillium sont également prédominantes dans la flore fongique des chambres des enfants 

non fermiers, ce qui permet d’évoquer l’hypothèse d’autres sources de Penicillium que 

l’étable. Ces résultats confirment ceux mis en évidence précédemment dans d’autres études 

portant sur la contamination de l’air intérieur (117, 232, 238). 
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D/ Quels sont les facteurs environnementaux qui entrent en jeu dans la mise en place de 

la protection contre l’asthme et l’atopie observée chez les enfants ?

L’étude GABRIEL, comme d’autres études avant elle, a montré que les enfants grandissant 

dans les fermes en Allemagne, en Autriche et en Suisse souffrent moins d’asthme, de rhume 

des foins, d’atopie et à une moindre échelle, de dermatite atopique. Divers modes 

d’exposition à la ferme peuvent être assimilés à ce que l’on appellera un effet ferme sur 

l’asthme et partiellement sur l’atopie. Le principal résultat de cette partie du travail est que 

l’exposition environnementale à certains champignons et bactéries s’avère être un facteur 

protecteur significatif contre l’asthme infantile et l’atopie y compris lorsque cette exposition 

est incluse dans des modèles associant des données de type épidémiologique (fréquentation de 

la ferme, consommation de lait cru) et des données de mesures d’exposition à la flore 

aéroportée intra-domiciliaire.  

- Quels sont les facteurs environnementaux impliqués dans la protection contre l’asthme 

et l’atopie ?

Il existe une relation inverse entre la consommation de lait cru de vache et le développement 

de l’asthme infantile ou de l’atopie qui vient en appui de résultats d’autres études (30, 217, 

240). En effet, lors de ces différentes études, il a été exposé que la consommation de lait cru 

pouvait offrir une protection relative contre l’asthme et les maladies allergiques.  

Ici, tous les types de nourriture destinés aux animaux ont fait l’objet d’une investigation 

épidémiologique dans les questionnaires. Les analyses statistiques ont montré que l’effet 

protecteur le plus fort était associé à la fréquence des contacts avec la paille. Dans la zone 

concernée par l’étude, la paille est principalement utilisée comme litière pour les animaux et 

les enfants y sont exposés, soit dans la grange ou la zone de stockage, soit lorsque la litière est 

mise en place ou nettoyée. Cependant, les enfants exposés à la paille sont également exposés 

de manière concomitante à l’ensilage et au foin, ce qui fait que l’effet individuel de 

l’exposition à la paille, à l’ensilage ou au foin ne peut pas être mis en évidence de façon 

certaine. Des expériences récentes ont montré que l’oligosaccharide arabinogalactane extrait 

d’échantillons d’ensilage et de foin protège les souris contre le développement d’asthme 

allergique (194, 219). Sachant que la paille contient également de l’arabinogalactane (194), 

l’exposition des enfants à la paille pourrait ainsi leur conférer une certaine protection contre 

l’asthme et l’atopie. Cependant, la paille et le foin sont loin d’être stériles, surtout lorsqu’ils 
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sont collectés dans des étables, et « l’effet paille/foin » mis en évidence par les études 

épidémiologiques pourrait tout aussi bien être dû à la mise en suspension dans l’air des micro-

organismes qui se sont développés sur ce type de substrat. Les résultats obtenus en intégrant 

l’exposition microbienne aux analyses statistiques, apporte des arguments solides en faveur de 

cette hypothèse. Ainsi, avoir combiné dans la même démarche la recherche d’indicateur 

épidémiologique par questionnaire et la mesure d’une exposition individuelle aux micro-

organismes constitue l’originalité et le point fort de la présente étude.  

- Exposition microbienne et protection contre l’asthme et les maladies allergiques. 

De façon alternative, l’exposition à des micro-organismes qui n’avaient jusqu’alors pas été 

identifiés peut avoir un impact sur le phénomène de protection observé puisque certains 

micro-organismes sont très souvent associés à l’environnement fermier. Par exemple, les 

espèces constituant le genre Eurotium sont très souvent retrouvées dans le foin. La 

combinaison d’expositions à certains micro-organismes fongiques et bactériens (Eurotium 

spp. associé aux bacilles à Gram négatif) est également un facteur protecteur fort contre 

l’asthme infantile, tandis que la présence bacilles à Gram négatif est inversement liée à 

l’atopie. Ces résultats rejoignent les données sur les endotoxines (45, 306). Nous avons vu 

précédemment que ces micro-organismes sont transportés de l’étable ou de la grange vers les 

logements fermiers. Cependant, les méthodes d’analyse utilisées pour cette partie de l’étude 

ne permettaient pas de distinguer les différentes espèces d’Eurotium, de Penicillium et les 

taxa bactériens. Ainsi, des signaux provenant d’espèces individuelles peuvent avoir été 

manqués, sans oublier que les expositions microbiennes et les tests de santé ont été effectués 

alors que l’enfant était en âge d’aller à l’école, bien qu’il soit reconnu que l’exposition plus 

tôt dans la vie a une plus grande influence sur la santé des enfants (297). Ces résultats et les 

conclusions qui en découlent supposent donc que l’exposition a été relativement constante et 

que les résultats ne reflètent pas uniquement l’exposition actuelle mais aussi l’exposition à 

long terme. En effet, les études épidémiologiques ont montré que les effets protecteurs contre 

l’asthme et l’atopie étaient surtout constatés après une exposition survenant pendant la 

grossesse de la mère et les premières années de vie de l’enfant (81, 298). Ici, les mesures 

d’exposition effectuées lorsque l’enfant est âgé de plus de huit ans ne sont qu’une manière 

indirecte d’estimer l’environnement auquel chaque enfant était exposé auparavant.  

Par ailleurs, il n’existe pas de méthode de culture de micro-organismes qui permette, à l’heure 

actuelle, d’identifier l’intégralité de la microflore présente dans un échantillon. Idéalement 
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une approche métagénomique devrait donc être appliquée pour identifier une plus grande 

proportion de micro-organismes et mieux caractériser la nature de l’exposition à laquelle 

chaque enfant est soumis.  

Des études antérieures ont montré la complexité des relations qui existent entre l’exposition 

aux moisissures et le risque de développer des symptômes d’asthme. Certaines études 

associent un risque plus élevé de faire des crises d’asthme lorsque les enfants sont soumis à 

un environnement humide riche en moisissures (122, 156, 280), d’autres comme celle que 

nous venons de réaliser montrent au contraire, un effet protecteur de l’exposition à certaines 

moisissures.  

Une étude sur l’exposition fongique des agriculteurs adultes pendant une période de cinq ans 

en Norvège a révélé un effet protecteur de l’exposition aux spores fongiques envers l’asthme 

atopique, mais pas vis-à-vis de l’asthme non-atopique (89). L’exposition aux Aspergillus spp.

et aux Penicillium spp. a également été testée en mesurant les polysaccharides extracellulaires 

et les carbohydrates spécifiques secrétés pendant la croissance de ces espèces. L’exposition 

aux polysaccharides extracellulaires était inversement liée à l’asthme infantile dans les 

environnements ruraux et urbains (99). Les raisons pour lesquelles l’inhalation de ces 

polysaccharides extracellulaires, spores ou métabolites secondaires (158) produits par ces 

champignons confère un effet protecteur restent encore à élucider.  

- Mécanismes mis en jeu lors de l’exposition microbienne.

Les mécanismes sous-jacents à l’effet protecteur conféré par certains éléments de la flore 

microbienne des fermes sont méconnus. L’activation de plusieurs récepteurs de type Toll Like 

qui ont pour fonction de lier des molécules associées à des microbes a été reconnue dans 

plusieurs environnements fermiers (99). Différents polymorphismes dans les gènes codant 

pour les récepteurs de l’immunité innée ont également été identifiés comme pouvant modifier 

les réactions immunitaires à diverses expositions à la ferme (30, 95, 96). Par ailleurs, on peut 

concevoir que la combinaison de plusieurs expositions microbiennes active plusieurs 

réactions en aval de ces récepteurs. Alternativement, l’exposition environnementale à des 

micro-organismes bénéfiques pourrait prévenir une colonisation bactérienne nocive des voies 

respiratoires inférieures qui a récemment été associée avec un risque accru d’asthme chez les 

enfants et chez les adultes (31, 134). Les résultats GABRIEL-A nous montrent donc que la 

balance microbienne influençant la protection contre certaines maladies peut s’appliquer non 

seulement à la gorge (152) ou à la peau (61), mais également aux muqueuses respiratoires.  
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CONCLUSION

Le travail fourni dans le cadre de cette thèse a donc permis de répondre à plusieurs questions 

sur l’environnement fermier et les manières de l’échantillonner.  

Le prélèvement de poussière aéroportée par l’intermédiaire de pompes à impaction a été 

souvent utilisé pour évaluer la fraction respirable de la poussière au moment de la 

manipulation de fourrages dans les étables. Cette méthode s’est cependant avérée sujette à de 

très fortes variations journalières obligeant à multiplier les prélèvements pour obtenir une 

estimation acceptable de l’exposition. La technique de prélèvement de poussière sédimentée, 

dont l’intérêt avait été démontré par le passé pour des composants d’origine microbienne 

comme les endotoxines, a été ici testée avec les micro-organismes viables et avec l’ADN 

bactérien. Les résultats obtenus montrent que cette méthode est représentative de ce qui se 

passe dans l’air des étables et qu’elle est beaucoup plus reproductible que les prélèvements 

d’air. Elle offre l’avantage d’être peu coûteuse car les lingettes électrostatiques peuvent être 

facilement envoyées par courrier et les prélèvements peuvent être réalisés par des particuliers 

s’ils sont bien guidés par une notice.  

Le lait consommé par les enfants fréquentant les fermes a également, par le passé, été associé 

à une baisse de la prévalence des maladies allergiques. Lors de notre étude, des flux 

microbiens ont pu être identifiés pour expliquer une partie de la contamination du lait. Du 

point de vue de la contamination fongique, l’air ambiant, résultant de l’aérosolisation de la 

poussière et des matières végétales, semble participer à la mise en place de la flore du lait. Ce 

transfert peut être expliqué par la sporulation des espèces fongiques. En revanche, pour ce qui 

est de la contamination bactérienne, les éléments qui entrent en contact direct avec le lait 

(trayons et matériel de traite) semblent en être les principales sources de contamination.  

Enfin, notre travail a permis de mettre en évidence une voie de transfert entre l’étable et la 

chambre de l’enfant qui pourrait jouer un rôle majeur dans l’exposition des enfants à la flore 

des bâtiments agricoles. En effet, lorsqu’il y a proximité et/ou fréquentation d’une étable par 

l’enfant, les niveaux de Penicillium, espèce fongique prédominante dans les logements 

contrôles, sont largement surpassés dans les logements fermiers par ceux d’Eurotium, un 

genre fongique caractéristique des étables et de l’environnement fermier en général. Plus 

globalement, les champignons et les actinomycètes de l’étable se retrouvent en grande 

quantité dans les chambres des fermes.  
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PERSPECTIVES

Du point de vue agroalimentaire, il est important de connaître l’origine des micro-organismes 

qui sont retrouvés dans le lait. La flore microbienne du lait cru a non-seulement un intérêt 

dans la fabrication des fromages, mais également dans les mécanismes de protection contre 

l’asthme et les maladies allergiques puisque la consommation de lait cru a été associée à un 

risque plus faible de développer ces maladies. Cette étude a montré que de nombreuses 

bactéries identifiées dans le lait ne sont pas identifiées dans les autres compartiments 

échantillonnés de l’étable. Leur origine reste donc inconnue pour le moment. La recherche 

plus poussée de ces bactéries peut donc passer, soit par l’échantillonnage d’autres 

compartiments, soit par la mise en place d’une nouvelle méthode d’identification dont la 

limite de détection serait moins élevée. 

  

Pour ce qui est du projet GABRIEL, les études statistiques menées sur les questionnaires et 

les données microbiennes suggèrent le rôle de plusieurs micro-organismes dans la protection 

contre l’asthme et les maladies allergiques. Dans l’état actuel de cette étude, ces micro-

organismes ne sont encore identifiés qu’au niveau du genre pour les champignons et de la 

coloration de Gram pour les bactéries. La poursuite de cette étude visant à identifier plus en 

détail ces bactéries par des méthodes moins onéreuses que la PCR et le séquençage 

(spectrométrie de masse par exemple) pourrait aboutir à une identification plus précise de 

bactéries. Du point de vue des champignons d’intérêt (Penicillium et Eurotium), une 

identification au niveau de l’espèce pourrait être réalisable en employant des méthodes de 

PCR d’ARN ribosomal 18S, dont le principe est similaire à celui de la PCR 16S chez les 

bactéries. Par la suite, une recherche systématique des bactéries et champignons ayant montré 

des associations avec l’asthme et l’allergie par les questionnaires pourrait être mise en place 

par PCR en temps réel dans les logements et autres bâtiments afin de connaître leur 

présence/absence et leur concentration. La connaissance du détail de la composition 

microbienne de l’environnement des enfants pourra alors nous permettre d’identifier les 

micro-organismes mis en jeu dans le mécanisme de protection.  
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ANNEXE 1 : questionnaire AgriSanté 

NOM Prénom : N° 

Adresse :

Tél. :

Visites :

Dates

Type de Bâtiment : Quota :

Système de production : Nombre de VL :

Personnel : Nombre d'UGB

NOM Prénom Age

Enquêteurs

PROGRAMME : AGRICULTURE ET SANTE

Observations

Fonction



2
1
4
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Schéma de l'étable :

Indiquer Lieu de logement des animaux (/type d'animaux)

Lieu d'alimentation

Schéma de déplacement des animaux et des personnes

Aération

Points de prélèvements de poussières et d'ambiance

déroulement travaux:

matin:

soir:

RENSEIGNEMENTS OU OBSERVATIONS DIVERS



216

n° ferme : 

Complément du questionnaire : 

Type de foin – condition de récolte : (1à5 : très mauvais à très bonne) 

Origine des céréales : achetées, produites à la ferme,…

Alimentation : 

Matin : (foin ou regain ou foin + regain) : 

Soir :  

Propreté des animaux : (1à5 très mauvais à très bon) 

Déroulement de la session de travail, traite : ( raclage, paille, foin, farine, avant/après 

traite,…) 

Nettoyage des trayons :  

Traite à l’extérieure :

Météo (traite dehors) 

Nature du sol 

courant d’air, vent, 

nb de jour de pluie,  

Propreté de l’aire d’attente (boue, terre, poussière) 
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ANNEXE 2 : Questionnaire Gabriel Phase I 
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ANNEXE 3 : Questionnaire Gabriel Phase II  
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ANNEXE 4 : Questionnaire Gabriel Phase III 
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ANNEXE 5 : Article “Assessment of dust Sampling Methods for the study of Cultivable 

Microorganism Exposure in Stable”  
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ANNEXE 8 : Article “High levels of grass pollen inside European dairy farms: a role for 

the allergy-protective effects of environnement?” 
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