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Dédicace.

(L est towjours difficile de se souvenir de toutes Les personmnes it qui Lon doit quelgue chose
dans Le cadre d'un travail précis. Dans mon cas, je crols que je dols beaucoup et i de trés
nombreuses persomnes. La rédaction des remerciements d'un travail de plusiewrs années
est done quelque chose de tires délicat pulsque de nombreuses personnes ceuvrent dans
Vombre et que Le travail qu'ils font, bien que différent de celul présenté dans Les quelgues
PAgES qui sulvent, a pu contribuer, d'une maniere ou d'wune autre, i la véalisation de ce
projet.

e pourrais advesser mes remerclements i chacun, en essayant de trouver une formule
appropriée i chaque cas, je remercle wuntel pour sa bonne humeur, wne telle pour mavolr
atdée dans tel domaine, mais je wal jamals aimé faive comme tout Le monde. On m/a dit,
quand |'éais jewne (ouh-la, ¢co date), que je devals cultiver wmon don pour Lécriture
romancée, chose qu'il est difficile de concilier avee un travail de vecherche. Bt comme it mon
habitude, comme La téte ode Normand que J'e suls (now, Durupt diratt mon pere I!!),J’ai
lalssé tomber, par mangue de tewmps, et surtout par esprit de contradiction. En effet,
pourquol entretenir quelque chose, st ce quelque chose est un don et done naturel et ne
devrait pas disparaitre avee le tevaps. Je vals done volr, dans cette partie dédicace, si mes
talents de narvatrice sont toujours intacts.

Pour éviter d'oublier de vemercier quicongue, j'al done décidé de vous narrer mes trols
anntes de vecherche, now pas du point de vue sclentifique, mals du polnt de vue personmnel.

Aw Liew de vous exposer Lo diversité fongique et bactérienne que certains o’entre vous
auront Le courage de live jusquau bout, je vais vous exposer La diversité anthropologique et
soctale qui w'n permis o'arviver jusqu/au bout.

Chapitre 1, le début...

Tout a commence tres tot. Ce oésiv de faire de La vecherche. )'al towjours € comparée i mon
freve, sclentifique Lul ausst et gquil a de nombreuses facilités dans le domaine de Lla
recherche. Depuls ma plus tendre enfance, on wma dit que je lul ressemblais en de nombreux
polnts. Alors quol de plus normal que de suivre son exemple. Cest done grlice i mes
parents qui mont towjours abrewvée e noms Latins (nerbus simplex divatent mes fréres) et
de lewr comnalssance de la nature (mown diew, queje olétestais ¢a it L'époque), qu@je me suls
lancée dans une carviere sclentifique. Je leur dols beaucoup, c'est vral, wmais queloues
autres personnes, alors que Jétals & Luniversité de Nancy, mont également beaucoup
aldée. Je pense surtout i Madame Trabalon, qul m'a permis d'entrer en contact avee Patrick
Glrawdoux powr faire wn Master o Besangon, i Madame Bel avee qui les discussions
échologiques étalent intemses i Lépoque et aussit & Madame Duval, professeur d'anglats,
qui w'a bncitée o partlr une année aux Btats-Unis « ¢a touvrlra des portes, Les chercheurs
qui parlent anglais, on en recherche partout... ». C'est vral que c'ttait un moment trés
intéressant de ma vie. )’y al rencontré des personnes qui m'ont permis e me volr comme
quelgquun d'utile pour les autres, mene st quelques meeurs que L'on m'n faﬁt partager
wont pas tovgowrs été pour wmon plaisiv (ceux i quij’ai, racontt mon périple américain
comprendront) Jyal rencontye des amis oqul mont atdée & wwintégrer et o aweéliorer mon
anglais, ce qul wa pas towjours été facile, Les jumelles Marcle et Michelle, Lisa et Katherine
pourvaient vous en dive quelgque chose... Bt des professeurs, proches de leurs éléves, qui



whésitent pas i répondlre 0 des questions encore clng ans plus tard (spéclale dédicace au
professeur Tom jones (now, pas le chanteur) qul wm'a encore envoyé quelques atdes oe
vocabulaire agricole derniérement. Qui sait comment on dit une étable entravée en
anglais ?). Malheureusement, Madame Duval wavait pas totalement ratson et e fait o‘étre
partie outre atlantique pendant wne année, méme st cela m'n fait rencontrer des gens
exceptionmels et que maintenant, je peux m'exprimer presque normalement en anglais, ne
m'a pas ouvert grand-chose, sauf peut etre Lesprit.

Chapitre 2, Le début du miliew...

Mow retour des Btats-Unis a donce €t quelgue pen mouvementé. sans diplome obtenu La-
bas wmalgré wma photo sur Le tableaw des honor-students, il a fallu justifier d'un trow d'une
année dans mon cursus. Ma remconkre avee Patricke Glraudoux, alors queje commeneals i
chercher un emplol de caissigre pour wne année en espérant pouvolr reprendre mes études
plus tavd, a €€ wne sorte de vévélation. La formation de Master "environnement santé
soclété" est quelque chose que je woublieral jamals. Les professeurs qui wont encaolrée
durant cette année, entre autres et principalement messieurs Glrandoux, Richard, Mudry,
Viel, et Plarvoux, mont permis d'avolr une vision globale d'un probléme, sans me focaliser
sur un aspect unlque, et griice i eux, ['abme i pouvolr me considérer comme une passeuse de
frontitres (spéclale dédicace aux professeurs Girawdoux et viel dont cest Lexpression
favorite). Un passage de quelques mols dans Lle service d'hygiene hospitalitre, sous Lle
regard bienvelllant des docteurs Talow et Bertrand, m'a pervis de veprendre contact avee La
biologie moléculalre, Le travail en Laboratolre et swrtout, m'n bincitée o w’bmposer dans La vie
de ce méme Laboratolre. Les personmnes avee lesquelles 'al ew L'oceasion de travailler penolant
ce stage et qul mont montré Les bases du travail de laboratoive hospitalier (Catherine,
Véronique, Rolande, Mimi, Aurélie, Arno, Houssein et Sophie) sont des personnes
exceptionnelles de bownté et resteront dans won ceeur comme wmes premiers véritables
collégues. Clest surtout pendant ce stage que |'at ew La chance o'étre vepérée par Le Professeur
Plarroux, dont je subvais des cours dans Le cadre de wa formation et qui était directewr o
Lépoque, du service de Parasitologie - Mycologie de L'hopital. Je me sowviendral toujours du
Jowr ot il est venu me volr i waa patllasse pour wme demander st j'avals trouvé un sujet de
thése pour L'année sulvante, et que st now, il avait quelgque chose pour mot. C'étatt, je crols,
une tres beLLeJowwée pour mol. Griice i une recommandation de La part de Monstewr Talon,
o partiv de ce wmoment, J'al eu L'honneur de travailler sous La coupe de cette persomne que je
constere comme mon mentor. )'al ravement v, de ma vie, quelguun s'tnvestly autant
dans son travail et connattre autant de choses dans tellewment de domaines (je vals peut-
etre avvter Lo Les compliments, ow il va Yy avolr des chaussures qui vont se trouver d'un
coup trop petites). )'al done commencé L mon travail de these. Lors de mon premicrjow,je
me suls failt promener de salle en salle par Abdellah, La personne de qui je continuals Le
travail et par wne personne qui w'a parlé sans arvét (ca, ca w'a pas changé depuis) du Labo,
me donmant des conseils sur lattitude a avolr envers telle ou telle persomme, o qui
demander des senvices, et autres et qul est depuls devenue L'un de mes principaunx collégues
et amis, avee qui les discussions de travail et les discussions ornithologiques (je reprenas
lel une phrase des vemerclements de ta propre thése...) wont jamals cessé, ['al nommé
monsteur Bertrand Suolve, un amil comme on en a pew. Des les premiers jours dans ce Labo,
J'at done fait la connatssance de persomunes qui wm'ont aidée dans wmon travail et dans mon



insertion, Ma‘am Martin, Anne, Jacqueline, Karine, 1sabelle et Alice, comme quol une
these ne se fait pas toute seule. Dans Le Laboratolre, La vie était bien rangée, le chef lalssait
ses ouailles aller et venlr comme bon Llewr semblait, sa devise (devenue Lo wmienne depuls)
éeant que peuw bmportent Les horaives de travail tant qu'il est fait... Le probleme avee cette
devise, c'est quelle marche dans Les deux sens. Je me suls vite fait prenclre & won propre jeu,
cherchant toujours i en faire plus, ce que mes trols stagiaires successifs (Mike, Camdille et
Vineent) nwont pas toutjowfs apprécié. Vive les horalres décalés. Aw début o' travail de
thése, il y a une étape quiil est difficile de shunter. La recherche de fonds. Sous les conseils
de Mownsiewr Plarroux, j'al done postulé pour une bourse de la région Franche-Comté. Je
tiens encore une fols o mettre en avant le boulot incroyable de mon chef qui a réusst & me
sortlr ol'un joll pétrin sur ce coup L. Jamanis plus je e passeval d'oval juste aprés avolr
changé mon diaporama et apres une semaine de boulot d'lnterprete. Tres mauvaise Ldée.
Quol quil en solt, je crots que je dols dire wun grand merel (mince, je L'al fait quand méme)
aux personnes qui constitunient Le jury i cette époque et gqui ont gquand mbme décioé de me
faive confiance. Dans Le brouillard qui entoure cette journde, je crois me souvenir d'une
phrase qul wa beaucoup marquée, prononcée par L'un des membres dujurg pow,Je pENSE,
me sortir de maa Lethargle : « mals pourquol avolr perdu une annte o aller aux Etats-Unis st
vous wen avez wméme pas rapporté de diplome 2 ». Ale, ca fait mal quand ca towbe... Que
voulez vous répondre 0 ¢ca 2 )'aurals pu dire que si‘je suls allée La-bas, c’étalt pavce queje
bénéficiais d'vne bourse pour pratiquer Le Lancer o haut niveaw, mais je ne suis pas certaine
que de mettre en avant mes gros bras awrait €€ une bonne Ldée i ce moment (faut-il
rappeler que L'on v’ Longtemps surnommée "{Vappe quUn coup' ?). Maésje wat évoqué que
La partie Langue du voyage et c'est passé. Ouf.

chapitre 3, le miliew...

Au bout de quelques wols, un projet de recherche est vemu s'ajouter aw projet tnitial sur
lequel je travatllais. J'al ol commencer & travailler avee une personme tous Les jours. Ln
trovail en équipe. Bn permanence. Jours... et nuits. Je peux vous dire que dans ces
conditions, il vaut mieux bien s’entendre avee La personne. Etje dols dire que ¢a s'est plutdt
biew passé. Tres bien wmeme. A tel polnt que Von 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 ca avee le sourire, surtout quand, de vetour des fermes ol nous
avions ew des contacts prolongés avee les vaches, ces mémes personnes devaient supporter
notve proximité olfactive. Bt NA 111 Est-il besoin que je nomume mon dowble ? Peut-tre, pour
ceux gul ne nous conmnissent pas personmellement. Done Voild, ma sceur de boulot, c'est
Mallo. On en a fait ensemble, des journdes de boulot, des Lapsus, des échanges de dinlectes.
Savez-vous d'aillewrs comment on appelle un pis en Charente 2 Je vous Le donne en mille. ..
Un rmeudl... Peut gtre mémee avee deux ou trols v. L riv'meudl. Ca riipe en bouche.

Bref, nous avons done Visité ensemble nos seize fermes dont les agricultenrs étalent tous
plus gentils les uns que les autres et sans qui ce travail waurait pas pu étre ce qu'il est.
Un tres tres grand merel 0 eux et & lewr tres bon Lait que nous avons goité dans tous Les
cas (mlnce, J'e L'al encore fait 11! Promuls, J”awéte o). Pendant cette période, nous avons
partagé le frult de nos voynges franc-comtols avee Philippe Guyot et Yvette Bouton, deux
membres du "Comité nterprofessionmnel odu Gruyere o Comté" sans qui L'élaboration de tout
le projet wauralt pas pu avolr Liew.



Le travail sur deux sites est quelgque chose de souvent difficile & concilier. Heureusement,
dans mown cas, les deux sites sont assez proches phgsiquemem. une fols Lle travail
d'analyse effectué o L'hopital, et ce souvent grice au travail exceptionnel des filles de
Vombre (Dominique, Marie-Claude, Edith, Florence, Suzanne et Véronique), le travail
d'analyse de biologie moléeulaire pouvalt avolr Liew. L, ce sont d'autres personnes qui sont
entrées en jew. Tout o’abordl, Le growpe des Echinococeasiens, Jean-Mathiew dont Les conseils
techniques et Les discussions sur tout et riem m'ont beaucoup aldée principalement pendant
une période de contamination de matériel, Martine, pour le travail informatique, Jenny,
notve éeolo Locale qui wa jamais hésité o donner un coup de main et avee qul je restais
souvent tarol aw Labo (j'avoue, tu m/as souvent battue en la matiere, mats je m'améliore) et
Stéphane, wn tres bon ami avec qui, comme avee tout aml qui se respecte, il Yy a ew
beaucoup de hauts et de bas (mais en ce moment, c'est des hauts...). La virologue,
Stéphanie, qui Wajamais hésité o donner des conseils sur Les technigques didentification
bactériennes et qui a accepté de jeter un cell, quand je ne powvais pas le faire, sur Le travail
de celul qui s’est autoproclamé wown esclave. Le groupe des Africains avec Hamdldou
(Doudou), qui wmalgré sa présence occasionmelle aw Labo ces derniers wols, est L'une des
flgures emblématigues de La fac de ces dernigres anndes, et Didier, mon double en plus
foncé, avee qui nous avons respectivement towjours rvépondu présents et powr qui e
Wawétemijamms de Lttre (pour Lud, sa femme et ses enfants). Le groupe des myeologues.
U groupe unt dont je ne fais partie que superficlellement o mon grand désarrol. Pendant
presque un an, |'at partagé un bureau avec Emeline, une fille extra, que je ne connaissais
PAS avant mats gqul s’est avérée avolr passé wne partie oe son enfance i quelques centaines
de metres de L ot j'al mol-méme grandi. tncroyable non ? Dans ce groupe, i Y a également
Sandrine, dont Les conseils en écriture sont précieux, Pauline qui nous surprend toujours
avee ses changements d'apparence, Fred, un monwument i lul tout seul, Gabl dont Les
conmalssances en microorganismes, quels qu'ils solent, somt ume véritable wmine dor,
Laurence, directrice actuelle du service depuis le départ de won wmentor vers Lle solell,
Covalie, nouvelle venue mats dont la bonne umewr apporte tous Les jours du soleil & une
réglon dont Lo véputation est de wne connaltre que deux saisons (pour ceux gul wne
comnaissent pas L'adage, c'est L'hiver et le 15 Aolt) et Bénédicte, dont e sourire et La bonne
humeur font que tout Le monde voudiait prendre sa place... Je sals, la quantité de personnes
que j'ai vencontrées et qui mont influencée i cet endlroit est tellement grande que je suis
en train de tomber dans une énwumération des personnes du labo. Mais cest Le risque dans
ces clrconstances. En parlant de clrconstances, le dernier groupe de personnes que je vais
citer est sans doute Le plus mportant et s’est vévélE i L suite ol'vun petit différent au centre
ducuel je me suls trowvée dans Le Laboratoire. Le groupe des bactériologistes. Je dirnis que Le
terme de famdille Lewr convient mieux que celul de groupe. )'al énormément apprécié que
Potrick Plésiat, directewr du service de Bactériologie, mnccepte dans ce petit cervcle d'initiés
D un moment ou 'avais quelques difficultés a me trouver une place d'un polnt de vue
soctal dans wma wowvelle équipe. Le fait qu'il prenne ma défense ou odu moins quil se
propose de Le falre st besoln était wm'a permis d’avolr envie de we battre pour montrer que,
malgré le quen dira ton, le travail que je véalisals pouvalt donner wa résultat trés
intfressant. Katy ausst a € d'une grande atde pour mol, wmais pas seulement o ce
wmoment L. Elle mi’a donné de nombrewx consells (quej’ai toujows sulvis ow presque) sur
mes protocoles, mes graphiques et a toujours accepté de répondre & wes questions. En
vetour, |'al toujours beaucoup apprécié La conflance quelle m'a accordée et c'est quand elle



veut que mon bureau se retransformera en QS de campagne... Angelin, dont Le rythme de
déplacement, digne o'un Antillais, m'a beaucoup fait vive et continuera de le faive dés que
Je penseral i lul. Catherine, wa elle aussi fait partager ses connaissances dans de
nombreux domaines et je la remercie (mince, c'était done pas fink) d'avolr €€ La pour me
conseiller dans les modifications inhérentes i wa publication. Les nouvelles arvivantes,
Marie-Céclle et Marjorie, que je wal pas ew Le temps de bien connaltre mais dont La jole de
vivre a tout de sulte €€ communicative. Enfln, Cédric et Sophle, qui sont devenus de
véritables amis, qui comme mol, wont pas oe montre et dont Les encouragements réguliers
mont fait tenlr jusqu/au bout.

Chaplitre 4, La fin...

Vol pour ce qui est de L'histolve de wma these. Bn fait de narvation, je me vends compte que
J'al terming par remercler Les gens que J'al rencontrés, mais lewr apport jowrnalier & mon
travail et & wa vie soclale est tel quil métait difficile de vaconter mon histolre avee eux en
quelaues Lignes. Toutes Les personnes citées el sont celles qui ont joué wn rdle quotidien
dans mown travatl et sans qui rien wawrait écé possible.

Pour conclure cette dédicace, je vals tout oe mbme vemercler quelques personnes qui ne
pouvaient pas L'gtre dans la narration en tant que telle.

e reveercle maes parents, mes fréves et belles-sceurs, ma sceur (La vraile) et son compagnon,
abnst que mon neveu et mes nieces pour lewr soutien, lewr compréhnension et lewr présence
continuelle o wmes chtés. Bun particulier, je tiens a vemercier ma meve qui, malgré sa sol-
disant incompréhension totale du sujet, a accepté de velive chagque chapitre plusieurs fois en
quete de phottes d'aurtogratfe (tu les as ratées celles-Li).

_Je remeercie tous wmes collegues ornithologues qui miont permis de volr autre chose que Les
quatre murs de wmon bureau duwrant ces derniers wmols et avee lesquels j'al pu passer des
moments exceptionnels pendant ces trols années et qui ont accepté que je véalise quelques
prélevements de déjections i des fins o’études. Au fait, il serait sympna oe ne plus wm'appeler
tinette, ¢ca va cing minutes...

Je vemercie les membres de la chawbre véglonale et des chambres départementales
d'agriculture (Tlaiewg Dublef et Michel ®Billot plus  particulierement) pour  leur
accompagnement dans La réalisation des prélevements, atnst que les membres du projet
Gabriel.

Un grand werel o Dick Heederik et o nge Wouters pour clewrs relectures, commentaires et
corvections odes articles wés ode ce sujet. Merel o Charlotte Braun-Fahrlander pour les
commentaires échangés a propos du lait.

e tenais parvticulibrement a adresser mes vemerciements les plus sinceres o Evika Von
Mutlus qui w'a pas hésité o wous adresser, 2 Mallo et & mol-méme, des messnges
personnels d'encourngement pour La réalisation de notre travail.



Merel & vous, membres ou jury, gqui wallez pas pouvolr éviter Lo Lecture des gquelgues
dizaines (Volre centaines) de pages qui suivent...

Enfin, depuls quelques mols maintenant, et afin de terminer Lla védaction de cette these,
J"m migré vers Le sud, comme La plupart des olseaux quand L'hiver est trop rude (ce qul a
€té le cas cette mmnde, Vous en conviendrez). Je voulais done remercier ma nouvelle équipe
pour son accuell, sa gentillesse et sa disponlbilite. Un grand weercl en particulier o Carole,
Gérald, Benolt, Jotlle, Stéphane, Annie, Martine 1, Martine 2, Mireille, Jérémy, Chantal,
Nathalle, Momo et tous les autres.

Merel & tous et i chacun d'entre vous, ceux que |'al cités et ceux que j'atl oubliés. Vous tes
tous bmportants pour mol et resterez dans ma wénmolre comme une part intégrale de tout ce
travail. Sans vous, rien waurait écé possible.

Cette these est la notve.
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INTRODUCTION






L’asthme et les maladies allergiques représentent un probleme de santé majeur dans les pays
industrialisés. Les allergies, caractérisées par une réaction excessive du systéme immunitaire a
une substance étrangere, touchaient, en 2004, environ 20% de la population mondiale (8, 11).
Des revues de la littérature récentes suggerent que la prévalence des maladies allergiques est
actuellement en augmentation en Europe et que ces maladies ne sont plus limitées a une
exposition a des allergenes saisonniers ou a 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 hypotheses ont été émises pour expliquer cette
augmentation, faisant intervenir soit une exposition plus importante a des facteurs favorisant
la sensibilisation des sujets (la pollution atmosphérique, par exemple), soit une exposition
plus faible a des facteurs protecteurs. Il a ét¢ notamment observé que certains modes de vie
« traditionnels » semblent associés a 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 Suede par Alm et al. a montré des résultats
similaires chez des enfants fréquentant une école pronant la pensée anthroposophique (14).
Cette étude a permis de mettre en évidence une relation entre la diminution des manifestations
allergiques et la durée de I’allaitement maternel, le fait de ne jamais avoir consommé
d’antibiotiques, le fait d’avoir contracté la rougeole, de consommer des légumes fermentés et

I’hérédité.

C’est dans ce contexte qu’a la fin des années 80, a été¢ formulée 1’hypothese hygiéniste. Une
association négative entre ’atopie et les maladies infectieuses avait déja été suggérée durant
la décennie précédente par Gerrard et al. d’aprés une étude menée sur des habitants d’une
communauté du nord du Saskatchewan (Canada) (115). Cette hypothése met en avant
I’importance des contacts réguliers avec un environnement riche en micro-organismes dans le
développement de mécanismes de protection contre les maladies allergiques. A I’appui de
cette hypothese, des études portant sur des populations agricoles du nord de 1’Arc Alpin ont

montré que le contact avec I’environnement de 1’étable était associé a une incidence plus

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

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

L’environnement fermier a des lors fait 1’objet d’études destinées a évaluer la composition
microbienne et antigénique de 1’atmosphére des fermes. Plusieurs approches ont été adoptées
pour rendre compte de 1’exposition aux micro-organismes des enfants vivant dans des fermes
d’élevage bovin. Ces approches incluaient soit des prélévements d’air, soit plus souvent la
collecte de poussicre sédimentée, dans I’étable, dans le batiment d’habitation fréquenté par les
enfants de fermiers ou méme sur le matelas de I’enfant. Cependant, la grande majorité de ces
¢tudes s’est focalisée sur le dosage de molécules considérées comme représentatives de la
flore microbienne aéroportée et des poussicres sédimentées (endotoxines, ergostérol,
bétaglucanes) et I’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 a une exposition a de grandes quantités
d’endotoxines et de bétaglucanes, rien ne permet d’affirmer que ces molécules agissent par
elles-mémes et qu’elles ne sont pas simplement les marqueurs d’une exposition microbienne

particuliere qui constituerait le véritable facteur protecteur.

Le travail que nous présentons ici avait donc pour but de connaitre la composition
microbienne d’un environnement complexe : celui des étables et des fermes d’élevage bovin
du nord de I’Arc Alpin. Il s’agit tout particulierement de mettre en évidence les flux de
circulation de la microflore aéroportée au sein de 1’étable puis vers la chambre de I’enfant,
d’une part, et vers la salle de traite et le lait, d’autre part. En effet, nous avons posé¢ comme
hypothése pour ce travail qu’il existe trois moyens principaux pour 1’enfant d’entrer en
contact avec les microbes de I’environnement fermier. Le premier est de respirer directement
I’air des étables, le second est d’inhaler les micro-organismes transportés depuis les étables
jusque dans les logements fermiers, le troisiéme est d’ingérer ces microbes via la
consommation de lait cru, dont la microflore pourrait refléter en partie la flore microbienne
circulant dans I’étable. Dans un deuxiéme temps, nous présenterons les résultats d’une étude
multicentrique mettant en évidence une association trés prononcée entre |’exposition
d’enfants a certains micro-organismes présents dans les fermes et la diminution de 1’incidence
de I’asthme et de 1’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 a d’autres maladies chroniques, 1’asthme a un taux de Iétalité relativement faible.
En effet, cette maladie sévit dans tous les pays, quel que soit leur niveau de développement
mais la plupart des déces qui lui sont imputables surviennent dans les pays a revenu faible ou
intermédiaire. L’asthme ne se guérit pas facilement mais on peut juguler les troubles et
assurer une qualité de vie satisfaisante a ceux qui en souffrent. De nos jours, on estime que
300 millions de personnes souffrent d’asthme dans le monde. En Europe, 1’asthme touche en
moyenne un enfant sur dix et engendre un colit trés important pour la société, estimé a plus
d’un milliard d’euros par an (4). D’apres le centre de contrdle et de prévention des maladies,
la prévalence de 1’asthme aux Etats Unis était de 3.6% en 1980 et de 5.8% en 2003. Des
augmentations similaires de la prévalence de I’asthme ont été observées dans d’autres pays
durant la deuxiéme moitié¢ du XX

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

siecle. En Australie, ce taux est passé de 19% en 1964 a

cumulée de I’asthme a été multipliée par 2 entre 1973 et 1988 (51), et a Aberdeen (Ecosse) la
prévalence de 1’asthme est passée de 5% en 1964 a 10% en 1989 (201) pour la méme tranche

d’age.
a/ définitions

D’apres la définition de 1’Organisation Mondiale de la Santé, 1’asthme est une maladie
chronique dont la gravité et la fréquence varient d’une personne a I’autre. Cette maladie se
caractérise par des crises récurrentes ou I’on observe des difficultés respiratoires et une
respiration sifflante. En 1992, le ministére de la santé des Etats-Unis en énongait la définition
suivante : « I’asthme est un désordre inflammatoire des voies aériennes ; cette inflammation
est secondaire a un infiltrat inflammatoire polymorphe, comprenant des mastocytes et des
polynucléaires éosinophiles. Sur un terrain particulier, cette inflammation entraine des
symptomes qui sont en général en rapport avec une obstruction bronchique diffuse et variable,
réversible spontanément ou sous ’effet du traitement ; par ailleurs cette inflammation est la
cause d’une hyper-réactivité bronchique a de nombreux stimuli. »

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

de cause unique facilement identifiable dont le traitement spécifique conduirait a la guérison.
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Il s’agit plutét d’un syndrome multifactoriel pouvant se déclencher sous I’influence de
facteurs variant d’un patient a I’autre et méme chez un méme patient a différents moments de
sa vie. Classiquement on considérait qu’il existait deux types d’asthme : I’asthme extrinséque
(ancienne dénomination), qui correspond a un asthme allergique, et 1’asthme intrinséque
(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 a
50% des cas d’asthme chez I’adulte sont liés a 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 a I’origine des réactions allergiques
immeédiates ou retardées, d’asthme allergique non-IgE médié (ce sont alors les lymphocytes T
qui vont reconnaitre I’antigéne 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/ symptomes

L’asthme peut s’exprimer de différentes maniéres, la plus fréquente étant la crise d’asthme
avec sifflements se produisant a I’expiration. Cette crise est caractérisée par des épisodes de
dyspnée sibilante survenant le soir ou dans la deuxieme moitié de la nuit. Il s’agit
classiquement d’une bradypnée expiratoire : 1’expiration est difficile, lente et prolongée. La
crise évolue en deux phases :

- la phase séche 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 cedéme de la muqueuse et une secrétion d’un
mucus épais et adhérent qui s’accumule dans la lumiére de la bronche. Il s’ensuit une
obstruction des voies respiratoires. Tout 1’air inspiré ne peut étre 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 deuxiéme temps. Lorsque I’hypersecrétion des
glandes muqueuses s’est déversée dans les bronches de petit calibre, les sibilants
apparaissent. Ce sont des sifflements expiratoires souvent per¢us spontanément par le
malade et son entourage.

Au bout d’un certain temps, spontanément ou sous 1’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 méme
étre parfois la seule manifestation apparente de la maladie. La crise débute souvent apres
I’arrét de 1’exercice physique, a la récupération et cede spontanément en quelques minutes.
Les causes du bronchospasme sont multiples : I’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.
¢/ diagnostic

Le diagnostic pose surtout des problémes pour la premiere crise d’asthme chez une personne
jusqu’alors épargnée par cette maladie. Les symptdmes respiratoires évocateurs entraineront,
de la part du médecin, une recherche des antécédents familiaux d’allergie, d’asthme et
d’eczéma ; d’épisodes infectiecux ORL a répétition ayant entrainé des prescriptions
d’antibiotiques ; de la répétition d’épisodes respiratoires selon un mode stéréotypé ; de la
survenue de crises lors d’exposition aux allergeénes ; de I’amélioration des symptomes par les
médicaments. L’étude des fonctions respiratoires (E.F.R.) avec des tests de provocation
bronchique est particuliecrement utile et 1’on ne peut suivre I’évolution d’une maladie
asthmatique sans pratiquer ces tests au moins une fois par an. L’¢tude de la fonction
respiratoire a pour but de mesurer différents volumes et débits mobilisés au cours de la
respiration au moyen de spirometres informatisés. Ces examens d’une durée d’environ 20
minutes, non invasifs, permettent d’évaluer I’importance du déficit de la fonction respiratoire,
de rechercher d’éventuelles anomalies fonctionnelles associées, d’évaluer la réversibilité de

I’obstruction et de suivre I’évolution de la maladie.
d/ traitements

La prise en charge de la maladie asthmatique repose sur ’utilisation d’un certain nombre de
médicaments. La participation active de 1’asthmatique et de sa famille a la gestion de la
maladie et du traitement est une part essentielle de cette prise en charge. Le traitement de
I’asthme comprend deux éléments : le traitement de la manifestation aigué et le traitement
préventif de la survenue de la crise. Les médicaments de la crise d’asthme doivent étre actifs
sur I’obstruction bronchique (broncho-dilatateurs) et sur I’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 béta-2-mimétiques. Ils permettent le relachement

du muscle lisse bronchique et ont un effet trés 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 I’asthme. C’est un
broncho-dilatateur moins efficace que les béta-2-mimétiques et son utilisation est limitée par
le risque de toxicité puisque les concentrations toxiques sont proches des concentrations
thérapeutiques. Pour traiter 1’inflammation bronchique et en prévention d’autres crises, deux
types d’anti-inflammatoires peuvent étre utilisés. Les corticoides, qui sont I’un des traitements
majeurs de I’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, a devenir sensibilisé et a
produire des anticorps IgE spécifiques en réponse a une exposition naturelle a des allergenes,
en général des protéines. En conséquence, les sujets atopiques peuvent développer des
symptomes typiques d'asthme, de rhino-conjonctivite ou d'eczéma. Les termes "atopie" et
"atopique" devraient étre réservés pour décrire la prédisposition génétique a devenir
sensibilisé par l'intermédiaire d'IgE spécifiques vis-a-vis d'allergénes rencontrés
communément dans l'environnement et auxquels chacun est exposé. Les sujets atopiques
synthétisent des IgE spécifiques de ces allergénes alors que la majorité de la population ne
réagira pas a cette exposition. Ainsi, l'atopie est une définition clinique d'une personne
prédisposée a synthétiser de grandes quantités d'anticorps IgE. Le terme "atopie" ne doit donc
pas étre utilis€é & 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, 1’atopie est une prédisposition héréditaire a produire de maniere
excessive des immunoglobulines de type E, au contact d'allergenes, et a développer des
manifestations d'’hypersensibilité immédiate comme 1'asthme ou le thume des foins. Bien que
d’origine différente, ’atopie est souvent confondue avec 1’allergie du fait de la similitude des
symptomes. L’atopie serait actuellement responsables d’environ 80% des cas d’asthme en

Occident.
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b/ Symptomes

Ils sont semblables aux symptomes de 1’allergie. Leur manifestation est souvent précoce,
commengant par une dermatite vers 1’age d’un mois a deux ans, et pouvant évoluer en asthme
puis en rhino-conjonctivites avec 1’age. Cependant, 1’évolution et la persistance des

symptomes a 1’dge adulte ne semblent concerner qu’une minorité des enfants malades.
¢/ Diagnostic

Le diagnostic de I’atopie en tant que telle, repose sur le diagnostic de la dermatite atopique,
premier symptome clinique et anamnestique de I’atopie. L’atopie étant une maladie chronique
et ayant une évolution aléatoire, le diagnostic précoce est difficile a 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 1’atopie. Tout comme pour ’asthme,
seuls les symptomes peuvent étre traités. Des mesures de prévention semblables a celles
préconisées pour 1’allergie peuvent limiter ou prévenir 1’apparition des symptomes en
controlant 1’environnement du malade. Les formes légeres de ’atopie peuvent disparaitre au
bout de quelques années, méme si des rechutes a 1’adolescence peuvent avoir lieu sous

I’influence des hormones ou suite a 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 a des
mécanismes IgE-dépendants, qui associent des manifestations aigués, en relation avec la
dégranulation des mastocytes en présence d’allergénes de I’environnement, et des
manifestations chroniques, liées a I’infiltration des muqueuses respiratoires par des cellules

inflammatoires, tout particulieérement les €osinophiles.
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a/ définition

L’allergie est une réaction anormale et excessive du systeme immunitaire de 1’organisme
consécutive a un contact avec un allergene, substance d’origine protéique appartenant a
I’environnement. Cet allergene 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 allergene,
I’organisme réagit excessivement, on parle d’allergie ou d’hypersensibilité. Les maladies
allergiques ont été notées depuis des siecles et I’asthme, 1’urticaire et I’eczéma ont été décrits
dans la littérature médicale de la Chine, de ’Egypte et de la Grece (68, 265). Le premier cas
d’allergie relaté dans I’histoire mondiale semblerait étre le Pharaon Menes, qui, selon les
hiéroglyphes, serait mort en 2641 avant notre ¢re d’une piqire de guépe (20). Avant cela,
dans la littérature chinoise, Huang Ti, en 2698 avant JC, avait décrit des symptomes de
respiration bruyante. Hippocrate, en 460 av JC, décrit pour la premiére fois une
hypersensibilité¢ au fromage de chévre et la premiere description de 1’asthme allergique

apparait 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 a Vienne, pour le Miinchener
Medizinische Wochenschrift (299). Von Pirquet décrit alors le phénomene comme étant une
réactivité spécifique altérée de [D'organisme. Sa définition inclut les réactions
d’hypersensibilité mais aussi la baisse de réponse immunitaire, aspect devenu depuis obsoléte
puisque [’allergie est maintenant définie comme une hypersensibilit¢ immunologique
spécifique qui conduit a une maladie. Un nouveau consensus de 1’organisation mondiale de
I’allergie (World Allergy Organization) sur la terminologie de I’allergie a été publié en 2004
(146) : « L'allergie est une réaction d'hypersensibilité provoquée par des mécanismes
immunologiques. L'allergie peut étre médiée par des anticorps ou par des cellules. Le plus
souvent, les anticorps responsables appartiennent a 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
étre des IgG. C’est le cas de I’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 a 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) a partir de pollens, de nombreux
pas ont été faits pour la compréhension du phénomene allergique. La découverte des
mastocytes en 1877, de I’histamine en 1910, de la cortisone en 1949, et plus récemment, en
1996, du role des anti-IgE dans la thérapie ont permis de mieux comprendre les allergies. De
plus, la description et la définition de maladies comme 1’allergie en 1906, I’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 phénomenes.

b/ symptomes

Les symptomes de I’allergie peuvent prendre plusieurs formes : les formes cutanées dont font
partie I’eczéma de contact, la dermatite atopique, 'urticaire et I’cedéme angioneurotique ; les
formes pulmonaires : asthme, pneumopathie interstitielle, pneumopathie a 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 géne respiratoire
avec ou sans ¢ternuements ; une sensation de malaise allant jusqu’aux vertiges, syncopes,
évanouissements ; de l'urticaire dii a des piqlires d’insectes, des médicaments, du latex,
certains produits de beauté ; un cedéme de Quincke, un gonflement des lévres, paupicres,
doigts ou des démangeaisons dans tout le corps ; ou encore un choc anaphylactique, réaction

extréme, brutale et pouvant conduire a la mort.
¢/ diagnostic

Les allergenes sont des antigenes, pour la plupart des protéines, pouvant étre responsables de
réaction exagérée faisant intervenir les IgE et les IgG. Poussic¢re, pollens, spores de
moisissures, poils d'animaux sont les allergenes les plus fréquemment responsables d’allergies
respiratoires, bien que de nombreuses autres substances puissent devenir des allergeénes pour
un sujet donné. Il est assez rare que la réaction allergique se produise des le premier contact
avec l’allergéne. Ainsi, une personne pourra se faire piquer dix fois par une guépe et ne
déclarer d’allergie qu’a la onziéme piqlire. Méme si le premier contact n'entraine aucune
réaction visible, les cellules responsables de l'allergie deviennent hypersensibles a une

substance normalement inoffensive. Aux contacts suivants, l'allergéne entrainera une cascade
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de réactions aboutissant a une manifestation allergique (du simple rhume des foins au choc
anaphylactique). Au contact de ces allergeénes, les mastocytes vont libérer des molécules
chimiques comme I’histamine (qui peut entrainer, entre autres, une vasodilatation, une
broncho-constriction, ou un prurit), la sérotonine (augmentation de la perméabilité vasculaire
et inflammation), les leucotrienes (vasodilatation et broncho-constriction), ou encore les
prostaglandines (vasodilatation, broncho-constriction et induction de la contraction des

muscles lisses).

On estime que ’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 allergénes alimentaires sont les arachides et les 1égumes (20% des allergies
alimentaires recensées par le Allergo Vigilance Network de 2002 a 2004), les noix (14%), les
crustacés (10%), les allergies aux aliments dits a latex (possédant des protéines semblables a
celles du latex et donc provoquant des allergies alimentaires chez les personnes déja sensibles
au latex : avocat, banane, chataigne, 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 trés importantes
dans certains pays (28% des cas en Australie (47) et 62% au Royaume Uni (263, 264)) tandis
que les allergies aux piqlres 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 a latex, il peut y
avoir un phénomene d’allergie ou de sensibilisation croisée, avec reconnaissance par le
mastocyte de 1’épitope d’un allergéne, identique a la séquence d’acides aminés d’un autre
allergéne. Dans ce cas, la réaction de I’organisme a un allergéne peut se faire dés le premier
contact, sans qu’il y ait eu de sensibilisation préalable. On peut ainsi assister a une
sensibilisation croisée entre I’inhalation de pollen d’ambroisie et 1’ingestion de céleri, entre
I’inhalation de pollens de graminées et 1’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 1’allergie sont actuellement proposés.

- Pour lutter contre les manifestations allergiques, des comportements d’évitements peuvent
étre recommandés. Ainsi, en fonction des calendriers polliniques, ’'usage de masques anti-
pollens peut contribuer a diminuer le risque d’allergies aux pollens ; le fait d’aérer les
maisons régulierement, de ne pas utiliser d’aspirateur mais plutdt une serpilliere, de ne pas
installer de moquettes permet de lutter contre les allergies aux acariens; I’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 a poils.
- La prise d’antihistaminiques comme la cétirizine (commercialisée sous le nom de Zyrtec®),
ou la méquitazine (Primalan®) peut étre conseillée dans certains cas d’allergie. Ils agissent
directement sur le mécanisme de 1’allergie en se fixant sur les récepteurs a histamine des
cellules, inhibant ainsi les effets vasodilatateurs de I’histamine.

- La prise d’anti-inflammatoires locaux (solution nasale ou collyre) permet de traiter les
symptomes. Dans les cas difficiles, il peut étre prescrit des corticoides et en cas de choc ou
d’cedéme de Quincke, de ’adrénaline.

- Une désensibilisation peut étre aussi tentée visant I’induction d’une tolérance de I’organisme

vis-a-vis de I’allergene.

4/ mécanismes immunitaires

En réponse a un contact avec un élément étranger a 1’organisme, le systéeme immunitaire de
chacun va réagir de maniere différente. Ainsi, dans de nombreux cas, l'organisme se défend
contre les dysfonctions de ses cellules et les agressions, c'est-a-dire des processus qui ont pour

conséquence de détruire des étres vivants.
a/ allergies

La premicre étape de la cascade d’événements aboutissant a la manifestation allergique est la
fixation de I’allergéne a son récepteur spécifique sur la paroi de la cellule lymphocytaire T
helper (Th). La poursuite de I’activation du systéme 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 1’allergéne aux lymphocytes T helper est réalisée par les cellules
présentant les épitopes. Lors de la premicre présentation d’un antigene, les lymphocytes ThO
appartiennent a une population lymphocytaire naive vis-a-vis de la reconnaissance de cet
antigene. Ces lymphocytes ThO vont se différencier soit en suivant la voie Thl soit la voie
Th2 en fonction des cytokines présentes dans 1’environnement cellulaire. Suite a des travaux
réalisés sur le modele 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 a une
augmentation de la production d’IgE, d’I1-4 et d’IL-5 dans le liquide de lavage broncho-
alvéolaire (125, 126, 242).

¢/ rhinite allergique

Les symptomes cliniques initiaux sont dus a la libération de cytokines par les mastocytes de la
muqueuse nasale. Dans un deuxieme temps, I’inflammation entraine une congestion nasale
accompagnée par une infiltration cellulaire de polynucléaires neutrophiles puis a 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 a [’apparition de symptOmes
asthmatiques incluent la pollution atmosphérique (229), I’exposition a I’environnement
professionnel (168), le style de vie, le régime alimentaire (290), I’exposition in-utero au tabac
(295), le contact avec des animaux domestiques (130, 206) et avec des allergénes aéroportés
(266). Les polluants de I’air incluent les agents de I'intérieur (fumée de cigarette (267) et
acariens) et la pollution extérieure (fumées de véhicules et aéroallergenes). Les différences de
style de vie, incluant les habitudes alimentaires, doivent aussi étre considérées. Il est probable
que l’asthme soit causé par une combinaison de facteurs environnementaux qui sont

influencés par les allergenes, les agents pathogenes, le climat, les habitudes alimentaires, le
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style de vie et par la pollution de 1’air, de I’eau et de la nourriture. Le lien entre la pollution de
I’air, particulierement les fumées de voitures, et 1’asthme reste a identifier plus clairement. Il
existe des endroits ou la pollution de I’air est importante et ou la prévalence de I’asthme est
faible (Santiago du Chili) et des endroits ou le niveau de pollution est faible dans I’air mais ou
la prévalence de I’asthme est élevée (Nouvelle Z¢lande) et les effets de différents types de

pollution de I’air (intérieur et extérieur) restent a déterminer (270).

6/ Hypothése hygiéniste
a/ le concept

En 1989, David Strachan, de I'université Saint-Georges de Londres, est a 1’origine de la
formulation de I’hypothése 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 hypothese permet d’expliquer 1’augmentation des maladies
allergiques au sein de sociétés dans lesquelles les enfants en bas age évoluent dans un
environnement surprotégé et sont moins expos¢s aux facteurs environnementaux. Des études
ultérieures ont mis en avant plusieurs faits a I’appui de cette hypothese hygiéniste, notamment
I’impact des infections humaines lies aux virus ou aux bactéries et le role 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’hypothese hygiéniste implique donc de connaitre la fenétre 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
I’hypotheése hygiéniste a été proposée, un nombre croissant d’études épidémiologiques ont
cherché a mettre en évidence des facteurs protecteurs ou aggravants des maladies allergiques.

L’hypothese hygiéniste a regu, au cours des dernieres 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 premicres années de leur vie sont protégés contre l'apparition de
l'asthme et des allergies. Le meilleur modele 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

27-



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 complétement connues.

Les résultats d'études récentes montrent qu’il existe un effet protecteur de la poussicre de
I’étable sur le développement de l'allergie. Des arguments complémentaires ont été apportés
par 1’é¢tude de modeles animaux. Ainsi, les souris BALB/c, aprés un traitement avec des

extraits de la poussiere de 1'étable, sont protégées contre le développement de ’allergie (219).

Du point de vue de la réponse immunitaire, selon I’hypothése hygiéniste, le contact microbien
pourrait induire un statut immunitaire favorable a la tolérance des allergenes par le biais soit
de ’augmentation de la réponse immune des lymphocytes Thl, soit de la diminution de
I’expression d’une réponse des lymphocytes Th2 (139, 182). Récemment, il a ét€¢ montré que
le principe de I’hypothése hygiéniste peut également étre 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
étre imputée a la balance THI/TH2 influencée par la quantit¢ d’endotoxines de

I’environnement.
b/ arguments en faveur de I’hypothése hygiéniste

Il a été observé de facon reproductible dans différentes études menées dans plusieurs pays
d’Europe, que les enfants ayant grandi a la ferme, en particulier dans de petites exploitations
de production laitiere trés traditionnelles d’Europe centrale, présentaient moins d’asthme, de
rhume des foins et de sensibilisation allergique que leurs homologues qui n’avaient jamais
vécu a la ferme (43-45, 240, 295). Les résultats de ces études suggerent de surcroit qu'une
présence trés réguliere 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-a-vis
des allergenes environnementaux et que 1’acquisition de cette tolérance débute probablement
in utero (240). Une étude de Braun-Fahrlander (45) suggére qu’il existe une protection liée a
la présence de 1’enfant dans 1’étable indépendante de I’exposition aux endotoxines. Il y aurait
donc intervention d’autres facteurs tels que la présence de microbes, d’allergénes comme les

pollens (273) ou encore des substances d’origine bovine.
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¢/ arguments en défaveur ou limitant la portée de I’hypothése hygiéniste

Des études récentes dans le domaine de 1’épidémiologie de 1’asthme ont montré que
I’"épidémie" d’asthme dans les pays industrialisés a commencé a décliner (222). Des auteurs
ont montré que moins de 50% des cas d’asthme étaient liés a un terrain atopique (216) ou a
une infiltration des voies respiratoires par les éosinophiles (signe d’une allergie) (82). Ainsi,
I’importance de I’hypothese 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 [’asthme

atopique (282).

Le fait que la prévalence de 1’asthme ait décliné chez les enfants (19, 214) mais également
chez les adultes (57) dans les pays industrialisés, irait aussi a 1’encontre de 1’hypothese
hygiéniste puisqu’il est difficile d’envisager a ’heure actuelle une baisse de I’hygieéne ou une
augmentation de la taille des familles dans les pays concernés (85). Pour une raison
inexpliquée, la prévalence de 1’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’hypothése hygiéniste insiste sur le fait qu’une exposition lors des premiers mois de la vie
est souvent génératrice de protection contre 1’asthme atopique. Cependant, des études récentes
ont suggéré qu’une exposition régulicre et se prolongeant tout au long de la vie aux facteurs
protecteurs, dont les agents microbiens, peut étre requise pour maintenir une protection
optimale contre la maladie (84, 88).

De maniere générale, aucune de ces remarques ne contredit complétement 1’hypothése
hygiéniste. Seul I’aspect concernant la période d’exposition semble étre ici remis en question.
Les personnes qui doutent de la véracité de cette théorie insistent sur le fait que I’hypothese
hygiéniste a elle seule ne peut pas expliquer I’augmentation de la prévalence de 1’asthme

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

Les agriculteurs travaillent souvent dans une atmospheére chargée en poussieres. Une partie de
cette poussiere 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 problémes respiratoires en fonction de la concentration a laquelle on les retrouve
dans I’environnement (1). La poussiere générée par les travaux a 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 poussieére 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 matieéres animales (membres d’insectes, poils de rongeurs,
plumes d’oiseaux et excréments). La mesure de 1’exposition a ces composants organiques en
milieu agricole est d’autant plus compliquée que I’exposition des agriculteurs est trés variable

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

1/ Microflore aéroportée et sédimentée dans les poussiéres

Les micro-organismes des différents environnements agricoles ont fait I’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
piece ou la distribution de foin dans une étable, modifie la quantité de micro-organismes
présents dans 1’air, et par conséquent I’exposition aux micro-organismes.

Les micro-organismes aéroportés peuvent étre de taille variable (des plus petits virus de 0.003
microns jusqu’aux spores de pollen et de champignon mesurant jusqu’a 500 microns). Les
organismes les plus petits peuvent s’agglomérer, s’attacher a des particules de poussiére ou a
des gouttelettes et ainsi se comporter comme des aérosols de plus grande taille, mais pour la
plupart, les micro-organismes qui sont présents dans D’air constituent des particules

aéroportées dont la taille leur permet d’étre directement inhalés.
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a/ méthodes de prélévement

Les méthodes de prélevement de D’air reposent sur deux éléments clé: le mode de
prélevement et sa durée. En effet, si ’on considére un appareil prévu pour reproduire la
respiration humaine, il ne devra pas recueillir de particules excédant 10pum (le dépdt optimal,
par impaction, sédimentation ou diffusion, dans les voies aériennes se fait pour des particules
de taille comprise entre 0.5um et 10um). D’un autre co6té, si I’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
particulierement 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 prélevement sauf si la période
d’échantillonnage est courte (de I’ordre de la minute) ou si I’atmosphére n’est pas du tout
perturbée par une quelconque activité. L’échantillonnage pose également le probléme de

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

Les méthodes les plus souvent utilisées pour échantillonner I’environnement sont des
méthodes d’échantillonnage d’air, de poussiére sédimentée sur un dispositif installé a cet
effet, ou encore des échantillonnages de poussiere sur la surface de certains matériaux situés
dans le local a échantillonner (78, 79). Les échantillons de surface, obtenus a 1’aide
d’écouvillons, de scotchs ou encore de boites de contact sont fréquemment utilisés dans la
détection de la contamination fongique des logements (63). L’alternative qui consiste a
réaliser un échantillonnage de poussiere 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 ¢t¢ menées pour vérifier si les micro-organismes cultivables
retrouvés dans la poussiere sont des indicateurs stables de la contamination microbienne.
Ainsi, en 1988, Miller et al. a trouvé que les concentrations en champignons cultivables dans
la poussiere présente dans un aspirateur ¢tait similaire a celle collectée fraichement (188). En
1994, Takatori et al. a trouvé que la concentration en especes fongiques cultivables dans la
poussiere de dix résidences était similaire d’un mois a un autre sur cinq années consécutives
(276). D’autres études ont cependant montré que les concentrations et types de micro-

organismes dans la poussiere 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-
mémes 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 s¢lectionner
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 séquencage soient utilisées pour identifier les micro-
organismes de I’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 prélevements 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).
o/ 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 pathogenes, en milieu hospitalier ou 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 étre complétée par des galeries d’identification
bactérienne.

Cependant les bactéries de 1’environnement fermier appartiennent pour la plupart a des
especes différentes de celles ciblées par les systémes d’identification utilisés en pratique
médicale. Il faut alors passer a I’identification de 1’isolat par des techniques de biologie

moléculaire impliquant une extraction de I’ADN a partir de la culture, une Polymerase Chain
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Reaction (PCR) et un séquencage de la région 16S de I’ADN ribosomal. Cette technique a été
étendue a divers domaines allant de ’analyse de bactéries non identifiables par culture en
routine hospitaliere a la détermination de la diversité bactérienne cultivable dans les hauts
fonds marins, en passant par la détermination de la diversité bactérienne dans la crotite des
fromages (129, 172, 213, 220, 224, 307). Mais méme 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’électrophorese en champ pulsé (PFGE = Pulsed Field Gel Electrophoresis),
couplée a la méthode de fingerprinting est, quant a elle, basée sur la répartition des sites de
restriction sur le génome de la bactérie. Apres une phase de culture pure de la bactérie, le
génome est digéré par une enzyme de restriction spécifique ce qui aboutira a un profil d’une
trentaine de bandes par souche bactérienne. Cette méthode est souvent utilisée pour identifier
la diversité clonale au sein d’une méme espece (27, 28, 66, 91, 277).

Ainsi, d’autres techniques doivent étre utilisées pour éviter la sélection par 1’étape de culture.
Elles font appel en premier lieu au clonage de produits de PCR apres extraction de I’ADN
total de I’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 I’environnement mais elle exige des manipulations
lourdes a effectuer puisqu’elle implique le séquengage systématique de chaque clone obtenu.
Les fragments issus d’'une PCR d’ADNTr 16S sont tous de taille similaire et une électrophorese
en gel d’agarose aboutit a 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 a des
concentrations spécifiques, ce qui aboutira a un profil de bandes, chacune représentant
théoriquement une population de bactéries différentes. Cette méthode a déja été utilisée pour
apprécier la diversité bactérienne lors d’infections dentaires ou encore pour évaluer la
diversité dans la rhizosphére 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 étre
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appliquée a des échantillons d’ADN totaux extraits de préleévements ou d’ADN extraits d’une
culture.

La technique de PCR en temps réel permet de connaitre 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 1’eau, certains champignons des sols, Mycobacterium
leprae sur des échantillons de tissus épidermiques ou encore Mycoplasma hominis dans des
prélevements de laparoscopie chez des femmes cherchant a recevoir un traitement de fertilité
(21, 29, 106, 245, 287).

La méthode des puces a ADN, aussi appelée microarray, a été développée initialement dans le
but de déterminer le profil d’expression de certains génes dans diverses conditions naturelles
ou expérimentales (6). Cette méthode, qui repose sur I’hybridation du génome a des
molécules d’ADN fixées a une plaque de verre, a également été utilisée pour détecter dans
certains milieux (bouche, foie...), le génome de bactéries pathogenes (58, 179, 225, 274,
309). Seules les bactéries spécifiquement recherchées peuvent étre identifiées ainsi.

Mis a part la méthode de clonage, chacune de ces méthodes sous-entend de connaitre les

bactéries que 1’on recherche.
B/ analyses fongiques

Plusieurs études ont déja ét€¢ menées sur la diversité fongique dans I’environnement agricole,
dans le cadre de maladies professionnelles (maladie du poumon de fermier). De nombreuses
especes fongiques sont régulicrement isolées dans les fermes. L’utilisation de milieux de
culture différents, a 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 I’étude est d’évaluer la concentration de certains micro-organismes dans
I’environnement, comme par exemple connaitre 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 espéce fongique grace a des sondes spécifiques, est applicable.
Comme pour les bactéries, des méthodes de biologie moléculaire faisant intervenir le
séquencage de produits de PCR existent pour les champignons. La PCR est alors ciblée sur
I’ADNr 18S du génome. Des techniques de DGGE, de clonage ou de séquengage ont ainsi été
utilisées pour identifier la diversité fongique des sols, de la rhizosphére, mais aussi pour

identifier les pathogenes dans le cas de kératites microbiennes (67, 100, 205, 268).
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¢/ poussiere et maladies respiratoires

L’impact sur le systéme respiratoire de I’exposition aux différentes poussieres varie en
fonction de leur composition. L exposition a des poussicres organiques peut affecter les voies
respiratoires et, en fonction des antigénes portés par les matériaux et de la susceptibilité de
I’héte, résulter en des manifestations d’asthme, de pneumopathies d’hypersensibilité ou
d’infections chroniques des voies respiratoires. Les endotoxines et les autres composants des
poussieres organiques peuvent également générer un ensemble de symptomes constitutionnels
connus sous le nom d’ODTS (pour Organic Dust Toxic Syndrome) dont les symptomes se

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

2/ lait

De nombreuses études ont montré le role 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 I’écosystéme microbien du
Comté suggerent qu'une part importante de la flore d’affinage provient du lait cru (26, 37).
Les rares études réalisées sur la flore d’intérét 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’intérét technologique et les flores d’altération (187). Ces
observations suggerent que le niveau et la nature de la flore microbienne des laits crus
dépendraient des facteurs en amont de la production (pratiques comportementales de
I’exploitant, éléments structuraux du milieu).

Ainsi, ’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 fagon 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 fagon exponentielle.
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La qualité bactériologique du lait de vache est tres 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 1’environnement ou
encore du fait qu'un ou plusieurs animaux du cheptel souffrent d’infection (mammite ou
autre) (286). Des études ont ét€¢ menées pour évaluer la diversité bactérienne dans le lait de
vache (71), mais aussi sur le lait de chévre (52). Certaines espéces 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 étre
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.. 1l
a en outre ét¢ montré que la composition en micro-organismes du lait, dans une étable pour
laquelle les regles d’hygiéne sont parfaitement respectées, varie avec les saisons (72).

Ainsi, les bactéries que I’on retrouve dans le lait sont nombreuses et ont plusieurs origines
possibles. Une étude publiée par Delbes en 2007 (69) fait état de la présence d’au moins 35
especes bactériennes obtenues par clonage a 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 pathogénes 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 pathogeéne du lait provient des matieres fécales des vaches. Apres que les vaches
ont souillé leur litiére, 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, a notre connaissance, d’étude investiguant non seulement la flore du
lait mais aussi la flore de I’environnement qui entoure sa production. Il a également été
observé que la diversité microbienne dans les laits crus serait un atout pour faire barriére aux
pathogenes tel que Listéria sp. (80, 101, 180), et cette constatation peut étre renforcée par le
fait que ces dernicres auraient une croissance plus faible dans le lait cru que dans le lait
stérilisé (46). La mise en place de normes sur les bactéries pathogeénes dans le lait a conduit a
diminuer le risque de présence de bactéries pathogénes, mais a également entrainé une

diminution globale des concentrations en micro-organismes dans les laits (291), sans pour

-36-



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’intérét technologique. Les conditions de logement
des animaux (extérieur en €té, intérieur en hiver, litiere constituée de paille ou autre) jouent un
role important dans la charge microbienne présente sur les trayons (40).

Plusieurs enquétes épidémiologiques, 1’'une conduite entre 1997 et 1999 sur les facteurs de
risque de la contamination du lait lors de la production, 1’autre menée au début des années
1990 en Bretagne, ont montré que les principales sources de contamination du lait, au sein de
I’¢levage, sont les déjections des bovins. En régle générale, il est montré que I’application de
mesures d’hygiéne appropriées permet de prévenir la dissémination des bactéries pathogenes
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 feces, et le matériel de traite qui, mal congu,
se nettoie mal et permet 1’installation des pathogenes entre deux traites. Il peut également y
avoir une contamination intra-mammaire ou une contamination de ’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 a travers le monde afin de mettre en
¢vidence des relations éventuelles avec 1’état de santé des consommateurs. Bien que de
nombreuses personnes, a 1’age 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 hypoth¢se de I’influence de la consommation de lait cru sur la santé des
consommateurs a ¢té, depuis une dizaine d’années, étendue pour suggérer que la flore
microbienne qui s’établit dans les intestins deés le plus jeune dge est cruciale pour la bonne
maturation du systéme immunitaire naif. Les probiotiques que I’on retrouve dans le lait jouent
un role de stimulateur dans cette maturation. Une étude réalisée en double aveugle a montré
que I’administration périnatale de probiotiques (par ingestion par la meére de deux capsules
contenant soit une dose de Lactobacillus rhamnosus, soit un placebo) diminue de moiti¢ 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 systéme immunitaire
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de I’enfant, des études ont été menées pour définir I’effet de Lactobacillus rhamnosus sur la
production d’interférons-y chez des enfants allergiques au lait de vache dont le niveau
d’interférons- y est faible (148, 301). Dans ces études, I’augmentation d’interférons- y 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 a I’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 prés de 14 900 enfants, fermiers
et controles (sans contact avec le milieu fermier), agés de cinq a 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 a des allergies au sein
de la famille, sur les activités de I’enfant dans la ferme et sur le diagnostic de maladies
respiratoires a ¢té renseigné et une prise de sang a été réalisée afin de doser les IgE allergene-
spécifiques. Les résultats de cette étude ont montré que la consommation de lait de ferme
pouvait offrir une protection contre I’asthme et les maladies allergiques (302). Dans la méme
optique, plusieurs études autour du globe (Nouvelle-Zélande, Crete, Autriche, Suisse,
Allemagne, Angleterre...) ont montré cette méme 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 intérét

Dans I’étude des maladies allergiques et particulicrement de 1’asthme, ainsi que des
mécanismes de protection, les scientifiques ont souvent focalisé leurs travaux sur certains
composants microbiens car ils sont abondants dans I’environnement et facilement dosables

dans les prélevements.
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 poussiére organique. Elles sont
facilement dosables dans des échantillons de poussiere prélevés dans 1’environnement par la

méthode LAL (Limulus Aemoebocyte Lysate), une technique maintenant bien maitrisée et
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fiable. Les LPS qui les composent sont amphiphiles, stables aux variations de température et
solubles dans 1’eau, ce qui confere aux endotoxines leurs propriétés biologiques. Des
expositions importantes aux endotoxines se produisent dans les environnements ruraux et
dans plusieurs lieux de travail comme I’industrie du textile ou le milieu agricole (169). Il a
également ¢été remarqué que les concentrations en endotoxines augmentaient dans
I’environnement avec la présence de fumée de tabac (167, 261). Des effets antagonistes ont
été notés sur la santé humaine liés a I’inhalation d’endotoxines et ont fait I’objet de diverses
études (170, 227). En effet, d’un coté, certains experts préconisent le port de dispositifs de
protection sur les lieux de travail a risques pour éviter la diminution des fonctions
respiratoires du fait de I’exposition aux endotoxines, et de I’autre, des €quipes scientifiques
ont observé un effet protecteur sur le développement des allergies 1ié a cette méme exposition.
La réponse immunologique individuelle serait en fait déterminée par I’interaction entre la

dose et le moment de 1I’exposition (288).
o/ effets négatifs

L’organic Dust Toxic Syndrome, une maladie aigué, non allergique, ressemblant a la grippe,
pourrait se développer a cause d’une exposition importante aux endotoxines (269) et a des
composés d’origine fongique, probablement de facon simultanée (35, 231). De plus, une
exposition a des inhalations chroniques d’endotoxines, a divers degrés et dans divers lieux de
travail, a été associée a une détérioration de la santé, avec des symptomes comme de la fievre,
des maux de téte, 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).
B/ effets bénéfiques

Des effets bénéfiques des endotoxines sur 1’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 tétes 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 syst¢éme immunitaire (165,
166, 183). Les endotoxines agiraient comme un puissant stimulateur de médiateurs endogénes
susceptibles d’activer, entre autres, les macrophages tumoricides (162). Cependant, cette
relation reste a ce jour toujours hypothétique et le lien statistique entre 1’exposition aux

endotoxines et la protection contre le cancer du poumon n’a pas encore €té complétement
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¢lucidé. Concernant I’asthme, 1’atopie et I’allergie, des études épidémiologiques suggerent un
effet protecteur de I’exposition aux endotoxines environnementales (237, 250, 296). Ces
études viennent appuyer 1’hypothése hygiéniste qui confeére aux expositions microbiennes un
lien avec I’incidence faible de 1’atopie dans certains milieux. Cependant, si les endotoxines
ont un effet bénéfique sur I’allergie, les personnes fortement exposées aux endotoxines
peuvent aussi développer des maladies liées a 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 mémes enfants (54).

Récemment, les endotoxines ont été testées sur un modele murin montrant que les
endotoxines agissaient sur le syst¢tme immunitaire en empéchant la production d’IgE et de
cytokine Ty2 chez les souris sensibilisées (113, 114). De plus, si un sujet sain est exposé aux
endotoxines, sa prédisposition a la sensibilisation a une variété¢ d’allergénes communs sera

réduite (112).
b/ les 1,3 p-D-glucanes

Les B-D-glucanes sont des composants fongiques pouvant représenter jusqu’a la moiti¢ de la
masse des parois de certains champignons (159). Ils peuvent étre excrétés dans le milieu de
culture, ce qui en rend la purification et la caractérisation faciles (257, 258). Ils sont reconnus
pour étre des stimulants importants du systéme immunitaire chez I’homme et sont déja utilisés
en clinique au Japon et en Chine lors de traitements contre certains cancers (195). Cependant,
tous les B-D-glucanes n’ont pas une capacité identique a induire une réponse immunitaire

lorsqu’ils sont mis en contact avec les récepteurs cellulaires. (196)
o/ effets négatifs

Sur les divers modéles murins testés, 1’utilisation des B-D-glucanes pour soigner diverses
maladies, n’a pas entrainé la notification d’effets défavorables sur I’organisme, lorsqu’ils sont
employés isolément. Cependant, I’admission simultanée d’un panel de B-D-glucanes et d’anti-
inflammatoires aurait provoqué le déces 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 étre observées lorsque les B-D-glucanes qui sont difficilement solubles sont
injectés par voie intraveineuse (55, 75, 76, 312). Certains champignons utilisés pour produire

des B-D-glucanes présentent une concentration non négligeable de métaux toxiques comme
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I’arsenic, le plomb, le cadmium et le mercure (34). De plus les préparations médicamenteuses
contenant des B-D-glucanes et des protéines peuvent étre a I’origine de réactions allergiques
et d’asthme. Enfin, certaines études ont montré que les B-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).
B/ effets bénéfiques

Certains f-D-glucanes participent a I’activation des phagocytes dont le role est d’éliminer les
pathogenes de I’organisme (48). En interagissant avec les récepteurs des macrophages, les -
D-glucanes stimulent la production de cytokines qui, a leur tour, activent la réponse
immunitaire (48, 256).

Depuis que les B-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 B-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 I’hépatite B (149), d’autres, en interagissant avec le vaccin contre le VIH, augmenteraient
la réponse immunitaire de I’organisme (18).

Certains B-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 modeles murins, ont pu bénéficier de
I’administration de P-D-glucanes qui agiraient par [’augmentation de [’activité des
macrophages ou de la production de cytokines.

Actuellement, la prise en charge des infections fongiques opportunistes pose des problémes
chez les patients immunodéprimés. Comme les champignons pathogénes sont aussi
producteurs de B-D-glucanes, ils pourraient induire une réponse immunitaire contre eux-
mémes (196, 251, 279). Suivant cette hypothéese, certains chercheurs ont montré 1’efficacité
des B-D-glucanes dans la protection contre les infections a Candida albicans ou a
Pneumocystis carinii (109, 135, 272) sur le modele murin. Les B-D-glucanes ont également
montré leur intérét dans le traitement de maladies cardiovasculaires en liaison avec le taux de
cholestérol dans le sang (199), dans le traitement du diabéte en réduisant la concentration de
glucose dans le sang (171), dans le contrdle 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 B-D-glucanes pourraient
agir en synergie avec les endotoxines sur les symptomes 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 I’environnement des sujets asthmatiques

De nombreuses €tudes ont €té menées sur les composants microbiens retrouvés dans la
poussiere des fermes afin de rechercher, sur un modele animal, les mécanismes sous-jacents a
I’effet protecteur constaté par des études €pidémiologiques effectuées dans certains pays.
Ainsi, des expériences ont ét¢ menées sur un modele murin a partir d’endotoxines ou de B-D-
glucanes extraits de I’environnement fermier. Cependant, comme nous ’avons vu dans le
chapitre précédent, des effets différents peuvent étre obtenus selon 1’origine des composés
extraits de divers micro-organismes. Il apparait donc nécessaire de mieux connaitre les
populations microbiennes dans les différents environnements, fermiers et non fermiers, et
d’identifier les principales espéces qui composent les populations microbiennes des
environnements associés a une moindre incidence de I’asthme et de 1’atopie parmi les
populations exposées. De nombreuses cohortes d’enfants et d’adultes ont été suivies ces
derni¢res années afin de collecter des informations reliant leur santé a 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 a des prévalences différentes des symptomes asthmatiques. Plusieurs études de
grande envergure ont ainsi été mendes, aussi bien a 1’échelle d’un pays (PAARC (289),
ECRHS (197), ESPS (59), ISAAC (13, 230), Etude nationale sur les adolescents de 15 ans
(191)), qu’a celle d’un continent (ECRHS (314)) ou méme de la plané¢te entiere (ISAAC
(13)).

Nous avons vu précédemment que 1’environnement des étables, par le biais des pratiques des
agriculteurs, de la configuration de 1’étable, du systéme de conservation du lait et des mesures
d’hygiéne prises par les exploitants, avait une incidence non négligeable sur la composition
microbienne des laits et des fromages. De méme, la flore microbienne des aliments distribués

aux animaux mais aussi celle de I’air de 1’étable, de la salle de traite et de la laiterie peuvent
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avoir une influence sur la premicre flore du lait. Dans ces circonstances, il importe de bien
connaitre 1’environnement dans lequel évolue le bétail et de comprendre le fonctionnement
des flux microbiens qui ameénent a la contamination du lait ou a I’inhalation par voie

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

1l/ 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 matiére 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 a I’égard de la qualité sanitaire des produits alimentaires. Ce contexte incite le
monde agricole a s’interroger sur I’impact de leurs pratiques professionnelles non seulement
sur la qualité des produits proposés aux consommateurs mais également sur la santé des
exploitants eux-mémes. L’attachement des producteurs franc-comtois au maintien des
pratiques traditionnelles de fabrication les rend particulicrement sensibles aux exigences
croissantes des consommateurs en matiere d’absence totale de risque. Ceci est
particulierement vrai pour les fromages au lait cru, dans un contexte international de plus en
plus méfiant a I’égard de ces produits.

Suite aux observations sur les niveaux et la nature de la flore microbienne des laits crus, une
étude de I’environnement microbiologique situé en amont de la production de lait a été
envisagée. Cet environnement microbien d’amont pourrait tre lié a la flore muqueuse du
bétail, retrouvée sur le trayon mais aussi aux bio-aérosols des étables, eux-mémes fortement
influencés par les pratiques agricoles. De plus, des études antérieures ont montré une grande
variabilité journaliere et saisonniére de I’ambiance des étables (233, 234). 1l 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, systéme d’aération et autres) (243). Il est donc 1égitime de
s’interroger sur 1’influence de I’alimentation des vaches dans la composition de la premicre

flore colonisant le lait pendant et juste apres la traite. Il est cependant nécessaire de rappeler
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que I’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
I’alimentation des vaches. Dans ce contexte, le projet AgriSanté visait a analyser le lien entre
I’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 I’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 ceuvre en Franche-Comt¢.

En retour, des ¢éléments concrets pourront étre 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 prélevement de
poussiere pour la réalisation d’une analyse microbiologique de la poussiere sédimentée dans

les étables.
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B/ Projet GABRIEL

Le projet GABRIEL, financé par I'Union Européenne, regroupe 60 organismes de recherche
différents. Son objectif général est d’étudier comment et dans quelle mesure, les génes 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 genes candidats dans des populations de patients et de témoins issus de diverses
¢tudes épidémiologiques afin de quantifier I’influence respective de la susceptibilité génétique
et de I’exposition a des facteurs environnementaux tels que les allergenes, la fumée de tabac,
et autres. Les données épidémiologiques liant I’environnement rural a une protection contre
I’asthme sont trés nombreuses et le projet GABRIEL s’est aussi donné pour but de rechercher
de nouveaux déterminants de I’asthme chez les enfants de populations rurales en portant un
intérét particulier a I’identification des micro-organismes et des autres facteurs susceptibles de
conférer une protection contre I’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 a
étudier ’environnement dans lequel évoluent des enfants asthmatiques, atopiques et témoins
vivant en milieu rural. Ce volet doit permettre d’identifier I’impact sur I’asthme et 1’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 1’exposition a la
fumée de cigarette, a la pollution de 1’air en éléments chimiques, a des animaux domestiques,

a la poussicre de maison et a ses composants microbiens et allergéniques.
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Cette these sera composée en trois parties. La premicre traitera de la validation des stratégies
de prélevements de poussieres aéroportées et d’analyses microbiologiques permettant
d’effectuer un inventaire microbien de I’ambiance des fermes. La deuxi¢me partie s’attachera
a caractériser les transports microbiens entre les étables, les salles de traite, le lait et
I’ambiance des chambres ou vivent les enfants. La troisiéme partie aura pour but d’identifier
un ¢éventuel lien entre I’exposition aux micro-organismes dans les fermes et dans des
logements ruraux non fermiers et la survenue de symptomes atopiques ou asthmatiques chez
les enfants. Les prélevements environnementaux correspondant aux fermes franc-comtoises et
I’ensemble des études microbiologiques présentées ici ont été réalisés dans le laboratoire de
Parasitologie et Mycologie de la faculté¢ de médecine de Besancon (Unité de recherche SERF
EA 2276 jusqu’en 2007 puis dans 'UMR CNRS 6249 Chrono-Environnement depuis 2008).
Les prélévements 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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Les différents projets sur lesquels est basé le travail de cette thése ont pour but de répondre a
plusieurs problématiques allant de la validation des techniques a la mise en évidence de flux

microbiens dans les fermes (figure 1).

A/ population de I’étude et prélevements analysés au laboratoire
1/ Projet AgriSanté
a/ population

Les prélevements de 1’étude AgriSanté ont tous été réalisés entre Février 2006 et Mai 2008.
Seize fermes franc-comtoises ont €té sélectionnées en fonction de leur systeme de traite, et de
leur appartenance a ’AOC Comté. Pour dix d’entre elles, les enfants avaient participé a
I’é¢tude 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 metres d’altitude. Sur les seize fermes, neuf correspondaient a des stabulations
libres et sept a des étables entravées. Dans les stabulations libres, les vaches sont totalement
libres de leurs mouvements dans 1’étable (figure 2) et sont dirigées vers la salle de traite
(figure 3) deux fois par jour pour étre 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 a 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 1’agriculteur dans 1’étable et
pendant la traite ainsi que sur les caractéristiques de 1’étable (nombre de vaches, heures de
travail, taille du batiment) et de l’installation a 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 - 1e)

— Validation des méthodes

—> Préléevements
—> Analyses

—— Conservation

— Réalisation d’un inventaire microbien

T

Poussiére

Fongique cultivable

Cultivable
Bactérien <
Total

Figure 1 : projets d'étude et problématique abordée

— Matériel de traite

—> Fongique cultivable

—> Bactérien cultivable

Projet Gabriel (n=6s0)

— 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 I'enfant

—> Flore en fonction de I'état de santé de I'enfant

Figure 3 : stabulation libre, salle de traite

Figure 4 : étable entravée, disposition du bétail

-50-

Figure 5 : étable entravée, traite des animaux



b/ prélévements

Un minimum de 9 prélévements par ferme a été effectué pour les besoins de 1I’étude, tant pour
apporter des réponses a la problématique de 1’allergie qu’a celle des micro-organismes du lait.
Dans un premier temps, entre 2 et 4 prélevements d’air par ferme ont été réalisés sur le
principe de I’impaction active (avec un flux de 3 litres par minute) des particules de I’air a
I’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 diametre - Millipore Sensidyne, Clearwater, U.S.A). Le matériel
était fixé sur un trépied (fait maison) de 75 centimetres de hauteur et placé au centre de
I’étable (figure 6).

- un prélevement d’air de 1’étable avant nourrissage, pendant 20 minutes ;

- un prélevement d’air de 1’étable aprés nourrissage, pendant 20 minutes ;

- un prélevement d’air pendant la traite, durant 20 minutes, pour les étables

possédant une salle de traite.

Ensuite, des prélevements de diverses sources microbiennes ont été réalisés :

- un prélevement de toute nourriture distribuée avant et apres la traite. Ce
prélevement a été réalisé avec des gants pour prévenir le transfert de micro-
organismes des mains du préleveur a I’échantillon. I a été conservé dans un
bocal en plastique stérile d’une contenance de 200ml (figure 7);

- un prélevement de poussiere sédimentée prélevée a I’aide d’une spatule propre,
sur des fenétres 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 prélevement de poussiere sédimentée récoltée pendant un mois dans une
boite en plastique fixée dans 1’étable hors d’atteinte du bétail (figures 9 et 10);

- Des prélévements de poussiere sédimentée sur une lingette stérile déposée dans
une boite en plastique dans 1’étable, a coté de la précédente boite en plastique,

pendant quinze jours.
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Figure 6 : dispositif de prélévement de poussiére Figure 7 : prélévement de foin
aéroportée

Figure 8 : prélévement de la poussiére sédimentée a Figure 9 : boite de récolte de poussiére
I'aide d'une spatule

Figure 10 : positionnement de la boite de récolte de Figure 11 : prélévement de la surface de trayons
poussiére dans I'étable
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Des prélevements en relation directe avec les contaminants du lait ont été réalisés :

Des prélevements de surface de trayon de dix vaches, effectués avec des
lingettes stériles imprégnées de Tween 80 dilué, entre le lavage habituel du
trayon par 1’agriculteur et la traite (figure 11). Pour des raisons d’hygiene, les
prélevements 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 prélevements effectués.

Des prélevements de lait dans le tank a la fin de la traite, réalisés a I’aide d’une
seringue stérile de 50 ml, une fois la température du tank stabilisée a la
température habituelle de conservation (température variant entre 4 et 12°C

d’une ferme a une autre)

Enfin, des prélevements réalisés a I’aide d’écouvillons stériles sur le matériel de traite a

différents niveaux entre I’animal et le tank a lait (figure 12):

Un écouvillon de la partie métallique de deux des quatre manchons, parties de
la machine a traite qui est contact avec 1’animal pendant la traite.

Un écouvillon de deux sorties de lait, parties situées entre les manchons et le
gobelet a lait.

Un écouvillon de P’arrivée d’air, partie caoutchouteuse entre le pipeline et le
systéme de distribution d’air pour chaque machine a traire.

Un écouvillon de I’intérieur du gobelet a lait, partie dans laquelle se
rencontrent le lait et I’air servant a I’acheminement du lait jusqu’au tank.

Un écouvillon de I’arrivée de lait dans le tank.

Un écouvillon de surface du tank.

Enfin, un prélevement de 1’eau résiduelle stagnante dans le tank,

principalement au niveau de 1’évacuation du tank.

Les prélevements sur le matériel de traite ont été effectuds apres son lavage et avant la traite.
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Arrivée d’air

Arrivée de lait

Figure 12 : schéma du matériel de traite et des différents prélévements effectués

i

Figure 13 : dispositif de récolte de la poussiére sédimentée sur des lingettes
(photos fournies par I’institut d’évaluation des risques de ['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 Baviere, 2317 ont accepté de
participer a I’examen physique et aux tests environnementaux. Pour 1914 participants, les
données physiques et les poussieres de matelas sont disponibles.

Phase 3 : 895 enfants pour lesquels toutes les données sont disponibles ont été choisis de
manicre stratifiée selon le statut clinique pour participer a la troisieme phase de I’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 1’enfant
participant a I’étude (poids a la naissance, alimentation lors des premiers mois, contact avec
d’autres enfants a la creche...), des questions sur sa santé (bruits de sifflements, rhumes,
hospitalisations...), sur ses contacts avec une ferme (lors de vacances, contacts alors que la
mere 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 ’enfant participe dans la ferme (traite, nourrissage des différents animaux,
affouragement...), sur la consommation de lait (de 1’étable, du commerce...), sur
I’alimentation de I’enfant en général (jus de fruit, produits frais, lavage des mains avant le
repas...), sur I’environnement général de 1’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-étre 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 meére pendant la grossesse. Pour la phase III, chacun des dispositifs de
récolte de la poussiere était accompagné par un questionnaire assez court dans lequel des
questions ¢taient posées sur I’age du batiment, ce que I’on y trouve (fourrages, animaux...), la
position du dispositif dans la pi¢ce... Un questionnaire accompagnait également le
prélevement de lait réalisé lors de la phase III, insistant particulierement sur ses conditions de

stockage et sa provenance.
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b/ prélévements environnementaux

Presque toutes les familles d’agriculteurs participant a la phase Il de 1’étude ont renvoy¢ les
lingettes €lectrostatiques du logement et de la ferme, identiques a celles utilisées dans le projet
AgriSanté, mais déposées sur un support de pochette plastifiée. Ce systeme a été mis en place
afin que les agriculteurs pouvaient envoyer les prélévements par courrier au bout de quinze
jours, sans avoir a les toucher (figure 13). Ces lingettes ont été placées dans trois endroits
différents : dans la chambre de I’enfant (dans tous les cas), dans 1’étable et dans la grange

(pour les enfants fermiers).

B/ Premiers traitements

1/ Mise en suspension des micro-organismes
a/ a partir des filtres

La mise en suspension du matériel déposé sur le filtre a été réalisée par rincage de la cassette
et du filtre avec 6 mL d’une solution de Tween 80 dilué a 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 ringage 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”

¢tait transféré dans un tube stérile (figure 14).
b/ nourriture

Cinq grammes de foin, de paille et des substrats d’alimentation ont été prélevés de
I'échantillon global et transférés dans un sac stérile pour Stomacher™ avec 80mL de Tween 80
4.0,1%. 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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¢/ poussiére sédimentée (récoltée avec une spatule ou dans une boite)

La poussiere contenue dans les boites en plastique a été recueillie a 1’aide d’un pinceau et
transférée dans un pot stérile conservé a température ambiante.
0,3 grammes de poussi¢re ont été prélevés et vortexés pendant une minute avec 20 mL de

solution Tween 80 a 0.1%.
d/ poussiére sédimentée sur des lingettes électrostatiques

Les lingettes de poussiére ont été transférées stérilement, dans un sac Stomacher” stérile, avec
une pince (figure 16). Si la lingette était pliée, I’ouverture du pliage était dirigée vers le bas de
sorte que les particules de poussicres tombaient plus facilement au fond du sac. 20mL de
Tween 80 a 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 I’analyse des lingettes, 100mL de Tween 20 a 0,1% additionné de poudre de lait G
(laboratoires Standa, Caen, France) a 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 prélevements de lait de 1’étude AgriSanté ont été analysés des leur arrivée au laboratoire,

sous deux formes : une solution pure et une solution diluée au dixiéme dans de 1’eau stérile.
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Lavage de la cassette Transfert de la solution de lavage Second rincage de la cassette et
avec la solution dans un sac stérile transfert du liquide

L
-

Transfert du filtre Décollement des micro-organismes Transfert de la solution de lavage
dans le sac stérile par stomachage dans des cryotubes

Figure 14 : traitement des filtres d'air dans le laboratoire

Mise en suspension Décollement des micro-organismes Transfert du liquide de lavage
des substrats d’alimentation par stomachage dans des tubes

Figure 15 : traitement des prélévements de nourriture dans le laboratoire

Préparation du sac stérile Prise en main du sac Sortie de la lingette du sac
sous une hotte ) contenant la lingette avec une pince stérile

Transfert de la lingette dans le sac stérile Disposition ouverture vers le bas Ajout de 20 mL de Tween 80

Figure 16 : traitement des lingettes de poussiére sédimentée dans le laboratoire
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2/ Culture

Les divers prélevements 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’aprés des études réalisées antérieurement au laboratoire

(234, 243, 244), ont été utilisés pour cultiver les différents champignons de I’environnement.

a/DG18

La gélose au Dichloran-Glycérol (DG18) est un milieu qui est recommandé pour
I’identification et le dénombrement des levures et des moisissures se développant sur un
milieu a 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 a 30°C pour
I’identification des moisissures en général. Apreés une semaine d’incubation, des especes
fongiques comme Aspergillus versicolor, Aspergillus niger, Cladosporium sp., Penicillium

sp., mais également des levures ont pu étre cultivées sur ce milieu (figure 18).

p/ Malt sel

Le milieu Agar a D’extrait de malt est un milieu qui est utilisé pour la mise en évidence,
I’isolement et la numération des levures et des moisissures. En milieu acide, 1’extrait de malt,
riche en glucides, apporte tous les éléments nutritifs nécessaires au métabolisme des levures et
des moisissures et 1’acidité du milieu inhibe le développement de la plupart des germes
contaminants.

Ce milieu, utilisé avec un ajout de sel a température ambiante pendant sept jours, permet la
croissance des especes fongiques osmophiles comme les différentes especes 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’espéces bactériennes. Deux

de ces milieux ont été utilisés au long des trois études pour tous les prélevements. 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.

o/ Mueller-Hinton

La gélose Mueller-Hinton est une gélose riche qui permet la culture de nombreuses bactéries
pathogenes et environnementales. Nous 1’avons incubée a 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 a 1’étude AgriSanté (figure 20).

p/ Drigalski

Le milieu Drigalski est un milieu sélectif permettant 1’isolement des bactéries Gram négatif
non exigeantes. Il est souvent utilisé pour I’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 a 30°C pour les

échantillons du premier hiver du projet AgriSanté (figure 21).

v/ Slanetz

C’est un milieu de dénombrement des entérocoques en microbiologie alimentaire.
Habituellement, son emploi est réservé aux eaux apres filtration. Il contient un inhibiteur des
bactéries Gram négatif, 1’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, aprés une incubation de 48 heures a 42°C, les entérocoques
donnent des colonies de taille moyenne, roses ou rouges. Certains Bacillus peuvent pousser et
donner le méme aspect de colonies mais de taille plus importante. Nous avons utilisé ce

milieu pour les échantillons du premier hiver du projet AgriSanté (figure 22).

o/ CHROMagar Orientation

Le milieu CHROMagar TM Orientation est un milieu utilisé en routine hospitaliére pour la
détection et la différenciation des pathogenes du tractus urinaire, que ce soient des bactéries

Gram négatif ou Gram positif. C’est un milieu chromogene que nous avons testé sur les
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bactéries non pathogeénes en partenariat avec le groupe CHROMagar. La cible majeure de ce
milieu est donc la détection de pathogénes mais son application peut étre étendue a 1’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, créme, translucide,
doré, opaque, rose, avec un halo de couleur, ...), en fonction de la réaction enzymatique mise
en ceuvre par la bactérie, qui élargit le spectre de différenciation des especes bactériennes. Il
peut étre additionné d’antibiotiques ou, dans notre cas, d’antifongiques, puisque les
prélévements environnementaux sont concentrés en especes fongiques qui peuvent ¢galement
se développer, faiblement, sur ce milieu. L’incubation s’est faite a température ambiante

pendant six jours (figure 23).

& RS

Le milieu R8 est un milieu mis en place en 1989 par W. Amner du département de Génétique
et de Microbiologie de I"université de Liverpool au Royaume-Uni. Ce milieu a été développé
pour I’isolement et la numération des actinomycetes thermophiles, comme par exemple
Saccharamonospora viridis, pour lequel il a ¢ét¢ mis en place mais aussi pour
Thermoactinomyces spp. ou Saccharopolyspora rectivirgula (figure 24), a 52°C pendant sept

jours.

¢/ Difco

Le milieu Difco Actinomyces Isolation Agar est utilisé pour la culture et la conservation
d’actinomycetes du sol, de la poussiére et de I’eau. L’incubation se fait a 30°C pendant sept
jours. Les colonies qui s’y développent ont un aspect sec plus ou moins étalé et de couleur

blanche a jaune-orange (figure 25).
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Dépot de solution de lavage sur une boite de culture

Figure 17 : ensemencement des différents milieux de culture

R8

Difco

DG18

Malt + sel
Mueller-Hinton
Drigalski
Slanetz

MRS

SLAC

FH

CHROMagar
Orientation

Coloration de
Gram

PCR 16S
d'aprés culture

Clonage des
ADN bactériens

Ensemencement par étalement en conditions stériles

Etudes
AgriSanté GABRIEL
Prélevements
Poussiére  Poussiére . . . Matériel de = Lingette Lingette Lingette
o ) . . Lait Trayons Foin  Nourriture . .
sédimentée aéroportée traite chambre étable grange
spatule avant travail dujour farine  gcouvillons
lingette  apreés travail dumois tourteaux de surface
boite salle de traite céréales  divers
chambre paille
autres
Milieux de culture
X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X
X X X X X X X
X X X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
Identification par biologie moléculaire
X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X
X X

Tableau II : récapitulatif des prélévements disponibles et des milieux utilisés pour 1'analyse de chacun d'eux.
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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’intérét dans la fabrication des fromages
n P g

Pour la croissance des bactéries lactiques et des bactéries propioniques acides,
I’ensemencement a été réalisé a 1’aide d’un spiral plateur (DS model, Interscience, France)
apres une étape d’enrichissement pour les échantillons autres que le lait. Un bouillon Man
Rogosa Sharpe (MRS, Difco) a été utilis€ pour I’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 a 45°C et 30°C. Un bouillon YEL a été utilisé pour
I’enrichissement en bactéries propioniques acides et incubé pendant 2 jours a 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: 1) le milieu MRS pour I’isolation des lactoBacilles
thermophiles présumés, aprés incubation pendant 72 heures a 45°C sous des conditions
anaérobies générées par un systéme Merck Anaerocult™, ii) un milieu SLAC agar selon
Drinan (90), aprés incubation a 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 I’isolation des lactoBacilles
hétérofermentaires aprés une incubation de 72 heures a 38°C sous des conditions anaérobies.

Une quinzaine de bactéries susceptibles de se développer dans le lait ont été prélevées au
hasard pour chaque prélevement 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 a 15°C et la production de gaz a partir de D-gluconate ont été vérifiées pour les
lactoBacilles mésophiles et pour les lactoBacilles hétérofermentaires facultatifs. L’ADN total
a été extrait a partir de 1,5 mL de solution fraiche MRS ou YEL en phase exponentielle de
croissance, par la méthode décrite par Godon (116) avec une lyse cellulaire réalisée par
traitement au four a micro-ondes. Des amorces genre-spécifique pour Lactobacillus sp. et
Propionibacterium sp. et des amorces espece-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 étre identifiées par ces méthodes I’ont été par PCR d’ADNr 16S et

séquencage.
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¢/ dilutions utilisées pour I’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

prélévements et indique a quelles dilutions les solutions de lavage ont été analysées.

Air Poussiéres Prod uits Nourritures
volume déposé 250pL 100pL 100pL 100pL
s ©
e 2 ]
T3 @ g s § 3 ° E
> > = - o € Q 1S >
S =2 5 g o o ' 238 T 8
= g £ 3 E B s 33 3 % o £ 3
s ¢ g 2 g 2 2 S = £ gz =228 £ 58 ¢ §
2 20 & 5 3 5 5 g e L& L8 e G o
1/100 1/100 pur pur
DG18 pur 11000 11000 170 PY 110
1/100 1/10 pur pur
Ma It+sel pur 11000 1/100 110 P 110
1/100 pur pur
Mueller-Hinton pur 11000  1/10 110 1‘)/‘1”0 11//11&%
1/10000  1/100 1/100
pur
. . pur pur pur
Driga Iski pur / 110
110 110
1/100 1o
pur pur pur pur
Sla netz pur / 110
110 17100 110 110
CHROMagar 1/1000 pur
Or'entat'gon / 1/10000 1710 / /
: : 17100
1/10 pur
R8 pur 1100 110 110 pur pur
. 1/10 pur
Dif
ifco pur 1100 1/10 110 pur pur

Tableau III : tableau des dilutions pour les différents prélévements et milieux de culture
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C/ Identification des espéces fongiques et des actinomycétes

L’analyse des especes fongiques et des actinomycétes se fait par identification macroscopique
et un comptage des colonies apres sept jours d’incubation, suivis, si nécessaire, par une
confirmation microscopique.

L’identification des espéces fongiques repose sur des critéres morphologiques qui accordent
une grande importance a 1’aspect macroscopique (aspect, couleur,...), et a [’aspect
microscopique [morphologie et ontogénie des spores (conidiogénése : aspect, couleur et

structure des conidiophores)].

1/ critéres macroscopiques (236)

Une premiere lecture est faite a J7 pour identifier, et/ou repiquer certaines colonies pour
obtenir une culture pure, et une lecture complémentaire a J14 permet d’identifier les colonies
a croissance lente, ou que I’on n’aurait pas pu identifier a J7.

Pour identifier les différentes especes fongiques, il faut tout d’abord décrire 1’aspect
macroscopique de la culture :

- le recto : couleur, aspect (cotonneuse, poudreuse, velouteuse, plane, cratériforme...),

- le verso : couleur, existence de crétes, présence de pigments qui diffusent dans la gélose.

De nombreuses colonies fongiques sont ainsi différenciables grace a 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 a rouge).

Les colonies extensives broussailleuses peuvent appartenir aux especes Absidia corymbifera,
Absidia cylindrospora, Mucor sp., Rhizopus sp., Syncephalastrum racemosum, Botrytis
cinerea et 1l faudra procéder a une confirmation microscopique.

Les colonies extensives, parfois zonées sont généralement du genre Trichoderma.

Les champignons appartenant au genre Eurotium (amstelodami, herbariorum, umbrosum...)
et a sa forme asexuée, Aspergillus glaucus auront un aspect en forme de disque, feutré, a
dominance jaune.

Le genre Epicoccum se présente sous la forme de colonies plutdt extensives, duveteuses, aux

couleurs rouge orangg.
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Les colonies feutrées plus ou moins veloutées sombres correspondront a des champignons des
genres Cladosporium, Alternaria, Ulocladium, Stachybotrys, et Humicola.

Scopulariopsis brevicaulis et Scopulariopsis candida apparaitront 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 a identifier. Ce sont le plus souvent des mycéliums stériles non identifiables mais

d’autres especes fongiques peuvent avoir le méme aspect macroscopique.

L’identification des actinomycetes se fait principalement par I’intermédiaire de criteres
macroscopiques, les espéces étant classées principalement en 2 groupes (actinomycetes
thermophiles et actinomycetes mésophiles) en fonction du milieu de culture et de la

température d’incubation.

2/ critéres microscopiques (236)

Les éléments microscopiques des champignons permettent trés souvent d’identifier les genres

fongiques voire les especes (figure 27).

Un intérét particulier doit étre 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 Zygomycetes), aux cleistothéces (organes de reproduction sexuée
des ascomycetes formés par une paroi dense sans ouverture), aux corémies (regroupement de
plusieurs conidiophores (filaments spécialisés portant la spore ou 1’organe de reproduction
asexuée) en faisceau agglomérés en meches qui fructifient a 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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Aspergillus Aspergillus Aspergillus Aspergillus Eurotium
Niger versicolor nidulans fumigatus amstelodami

e 5

Penicillium Penicillium Alternaria Alternaria Levure
sp. sp. Sp. Sp. blanche
ror. sz &
Cladosporium Cladosporium Chrysosporium Epicoccum Geotrichum
sphaerospermum cladosporioides Sp. Sp. Sp.

Rhizopus Trichoderma Verticillium Botrytis
sp. sp. sp. sp.

Fusarium
sp.

Figure 26 : identification macroscopique des principales espéces fongiques de I'environnement

Aspergittus spp.

i::—LConidies Libres|

Metule 2 \ ':. o _ f ‘ - e Columelle
Plualide AL - el [

Phialide 4
Meétule Conidiophore

Veasicule ’ -
Comdiophore

Conidiophore

Phialide Racine

Métule

Penicillinm spp.

Mucorales spp.

Figure 27 : morphologie microscopique des champignons
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Par exemple (figure 28), les arthrospores de Wallemia sebi vont former des phialides a
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 chaines, quant aux
conidies de Blastobotrys nivea, leur aspect lisse ou ovoide 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 a une marguerite et Botrytis cinerea montre des

arborescences massives.

Trichoderma sp. posséde de nombreuses phialides courtes positionnées a angle droit sur un

systéme de mycélium assez régulierement ordonné et des conidies lisses ou verruqueuses.

Les especes appartenant au genre Eurotium sont difficilement différentiables les unes des
autres microscopiquement. Elles produisent a I’intérieur de cleistotheces, des asques,

contenant huit ascospores. L’aspect de ces ascospores varie en fonction des especes du genre.

Les conidies d’Epicoccum nigrum sont verruqueuses, brunes, pluricellulaires avec une cellule

blanche a la base, mais sont difficiles a obtenir et a visualiser.

Les chaines simples ou ramifiées de conidies a apex court naissant a I’extrémité des filaments
correspondent a Alternaria alternata et celles a apex long a Alternaria tenuissima. Les
conidies d’Ulocladium sont sans apex et se développent a partir des angles d’un conidiophore
géniculé, de facon isolée ou rarement en courtes chaines. Stachybotrys chartarum présente, a
I’extrémité du filament, un rassemblement de phialides cylindriques en tulipe surmonté de
conidies de tailles et de formes similaires aux phialides, 1égérement plus claires et rugueuses.

Humicola grisea produit de nombreuses conidies solitaires sphériques, lisses et a parois

épaisses.

Scopulariopsis brevicaulis posséde des chaines d’annellospores sphériques a 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 possédent des caractéristiques macroscopiques suffisantes pour leur identification

au niveau du genre et parfois de I’espéce.

Le plus souvent, I’observation microscopique des moisissures se fait a I’aide d’un colorant, le

bleu de lactophénol. Sinon, elle peut se faire simplement avec de I’eau distillée stérile.

Pour pouvoir compléter et/ou affirmer I’identification macroscopique, il faut procéder a 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 a microscope,

- un morceau de scotch, tenu a I’aide d’une pince métallique, est déposé sur la colonie que
I’on veut identifier, en appuyant légérement pour pieger les appareils sporiferes.

- 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 a un grossissement x 200 puis x 400

Une autre technique permet de compléter 1’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-méme déposée sur une lame de microscope. La préparation est observée

entre lame et lamelle, a 1’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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Aspergillus Aspergillus Aspergillus Aspergillus Eurotium
Niger versicolor nidulans fumigatus amstelodami

-
 §

Penicillium Penicillium Alternaria Alternaria Levure
monoverticillé triverticillé Alternata tenuisima blanche

Cladosporium Cladosporium Chrysosporium Epicoccum Geotrichum
sphaerospermum cladosporioides sp. sp. sp.

Fusarium Rhizopus Trichoderma Verticillium Botrytis
Sp. Sp. Sp. Sp. cinerea

Figure 28 : aspect microscopique des principaux champignons de I'environnement
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Description Aspect sur milieu de Description Photo au microscope
macroscopique culture microscopique optique

Conidies de taille variable
avec une cicatrice de
bourgeonnement nette.
Formation de chaines
plus ou moins
divergentes.

Poudreux, velouté.
Vert olive a brun

Cladosporium spp. noir.
Revers brun noir.

Conidies brunes
muriformes, cloisonnées,
avec un apex plus ou

De blanc gris a vert
foncé noir, feutré.

Alternaria spp. .
PP Revers sombre. moins long, formant des
chaines.
Phialides en verticilles
\ . (pinceaux) avec conidies
Duveteux a velouté, .
R . rondes ou ovalaires,
Penicillium spp. couleur variable. N
. formant des chaines
Parfois pigment [ .
o désordonnées aux
diffusible. o
extrémites.
Téte aspergillaire
. . bisériée, radice, présence
Aspergillus Couleur variable, de A & P
. . X de tétes primaires
versicolor jaune a vert. R
ressemblant a des
pinceaux de Penicillium.
Aspergillus Poudreux, vert 1 g
pers L Téte bisériée en colonne.
nidulans sapin.
Forme sexuée :
cléistothece jaune et
. ascospores.
Eurotium Poudreuses, de P .
. . Forme asexuée :
amstelodami couleur jaune. N
A.glaucus (téte
aspergillaire radiée,
unisériés, bleu-vert).
Filaments larges, peu ou
. as septés. Evasement au
L. Envahissante, pas sep X
Absidia spp. niveau de 1’apophyse.

cotonneuse, grise.

. Conidies rondes, lisses et
Revers incolore.

jaunatres.

Conidiophore se
fragmentant en conidies
cubiques, qui
s’arrondissent en
vieillissant.

Petites colonies
marron bien
délimitées.

Wallemia sebi

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 pathogénes mais la
diversité des bactéries dans 1’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 1’identification due a 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 1’aspect de chaque colonie bactérienne sur chaque
milieu de culture et ensuite, nous avons réalis¢ une coloration de Gram qui nous a permis de
classer tous ces phénotypes en quatre groupes : les bacilles a Gram positif, les bacilles a Gram

négatif, les cocci a Gram positif et les cocci a 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 ’eau évaporée, les bactéries sont fixées sur la lame par de
I’alcool que I’on flambe. On procede ensuite a 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 a I’eau déminéralisée.

Elle est ensuite recouverte de lugol (CML, Nemours, France), pendant une minute, qui aura
pour role de fixer la coloration interne au cristal violet.

Apres ringage a I’eau déminéralisée, on procéde a une décoloration rapide a 1’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 dernicere 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 barriere imperméable a 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 a la safranine (CML, Nemours, France) est effectuée pendant une
minute avant d’étre abondamment rincée a 1’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 a cette contre-coloration plus pale 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 ¢té ré-isolé sur une nouvelle boite de Pétri contenant le méme 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 1’eau bouillante puis centrifugés pendant dix minutes
a 12000 rpm afin de culotter les débris cellulaires. Le liquide clair contenant ’ADN en

suspension apres centrifugation est récupéré pour procéder a 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 premiére est une conservation de ce que 1’on peut appeler les solutions de lavage des
¢chantillons. Chaque prélévement a été conservé dans un cryotube étiqueté, a -20°C. C’est

notre "banque de solution de lavage".

-75-



Une seconde banque est une banque de photos, aprés une semaine d’incubation a température
ambiante, de tous les milieux de culture bactériens utilisés a partir du mois d’avril 2008 pour
les cultures de poussieres des projets AgriSanté et Gabriel. C’est la "phototheque 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 parallele de
I’extraction, une quantité¢ de bactéries de la taille d’un pépin d’orange a ét€é mise en
suspension dans 1,5 mL de milieu liquide cceur-cervelle additionné de glycérol et conservé a
-80°C. C’est notre "souchotheque".

Cette "souchotheque" a été associée a 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 a plusieurs mois d’intervalle. C’est la "photothéque de phénotypes".
Une troisieéme et derniere "photothéque" a été réalisée et concerne les photos des colorations
de Gram observées au microscope pour chaque souche pure. C’est la "phototheque de Gram".
Enfin, une banque contenant tous les ADN de chaque souche bactérienne isolée a été réalisée.
C’est la "DNAtheque" dans le cadre des expériences impliquant la culture des bactéries de
I’environnement et la "clonothéque" pour les expériences axées sur I’ADN total contenu dans

les échantillons.

4/ Amplification de PARN 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 premiére 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, a 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 ¢tape de dénaturation qui consiste en la séparation des deux
brins d’ADN, une étape d’hybridation de 1’amorce sur la séquence cible de I’ADN, et une
étape d’élongation pendant laquelle la Taq polymérase va synthétiser un brin complémentaire

a celui qu’on lui a soumis, a partir de I’amorce hybridée (figure 32).
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Figure 29 : illustration de la diversité bactérienne macroscopique
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Figure 31 : cheminement des expériences et constitutions des banques de données
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Les bactéries posseédent toutes un gene codant pour I’ARN 16S. Dans sa partie variable, la
séquence de ce gene est spécifique de chaque espece bactérienne.

Le protocole utilisé pour amplifier ’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 I’amplification par PCR. Ainsi, grace
aux amorces fD1 (AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG) et tD1 (AAG GAG GTG ATC CAG
CCG CA), encadrant un fragment de 1517 paires de bases, une premiere étape de la
manipulation a été effectuée (303). Le mélange réactionnel, pour un volume de 11,5puL,
contenait 0,5uM de chaque amorce, 200uM de dNTPs (A, T, C et G), ImM de MgCl,, une
concentration de 1X de tampon correspondant a I’enzyme et 0.01 unité de I’enzyme (7aq
DNA polymerase). 1nL de I’extrait d’ADN obtenu par culture a ensuite ét¢ ajouté au mélange
réactionnel (volume final de 12,5uL). Ce mélange réactionnel contenant I’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 a

I’amorce de se fixer plus facilement sur la cible d’ADN.

Le programme utilisé est donc le suivant :

- dénaturation initiale pendant 8 minutes a 94°C

30 cycles de :
= Dénaturation 45 secondes a 94°C
= Hybridation 45 secondes a 60°C
= Elongation 90 secondes a 72°C

¢longation finale pendant 10 minutes a 72°C

pause a 15°C

Les produits de la PCR sont ensuite séparés dans un gel d’agarose par électrophorese (figure
33). Un gel a 1,5% d’agarose est donc préparé dans un moule prévu a cet effet avec une
solution de TAE (Tris-Acetate-EDTA) diluée 100 fois et de I’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 a I’ADN de rester dans le

puits. Dans les deux puits extrémes du gel (a gauche et a droite), un marqueur de taille de
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fragments est déposé. Il permettra de connaitre la taille de ’amplifiat. Le gel est ensuite
soumis a 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 I’eau déminéralisée et du BET (Bromure d’Ethidium : agent intercalant émettant une
fluorescence aux UV lorsqu’il est li¢ a I’ADN) a une concentration finale de 0,2pg/ml.

Le gel est enfin déposé sur une table a UV, faisant apparaitre en rose-rouge les bandes d’ADN
sur la gélose (en blanc sur la figure 33). La taille de chaque bande peut étre évaluée grace au
marqueur de calibration. Dans notre cas, nous recherchons un fragment d’ADN qui mesure

environ 1500 paires de bases.

5/ Purification de ’ADN

Les produits de PCR vont ensuite étre purifiés enzymatiquement afin de permettre leur
séquengage. Le réactif utilisé pour cette étape est de I’'ExoSAP-IT™ (Amersham pharmacia
biotech Europ, Orasy, France) qui contient deux enzymes : 1’exonucléase 1 et la Shrimp
Alkaline phosphatase.

L’exonucléase I a pour role de dégrader ’ADN simple brin dans le sens 3'=>5', libérant des
désoxyribonucléosides 5’-monophosphate dans le milieu.

La Shrimp Alkaline phosphatase, quant a elle, catalyse la libération des groupements
phosphate localisés en 5’ et en 3’ de I’ADN, de ’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 exces ainsi que tout I’ADN simple brin du milieu et de rendre inutilisables les ANTPs
non incorporés présents dans le mélange réactionnel. Les deux enzymes sont actives a 37°C.
La Shrimp Alkaline phosphatase est inactivée a des températures supérieures a 65°C et
I’exonucléase I a des températures supérieures a 80°C.

Pour cette étape, 1uL du mélange d’enzymes est mélangé dans un nouveau micro-tube avec
2,5uL du produit de PCR. Ce mélange est incubé 15 minutes a 37°C puis 15 minutes a 80°C

pour inactiver les deux enzymes.
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6/ Séquencage
Le séquencage de I’ADN consiste a déterminer 1’ordre d’enchainement des nucléotides d’un
fragment d’ADN.
Il repose sur la méthode de Sanger (255). Pour cette méthode, a partir d’une amorce située sur

le brin a 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 a chaque base.

Lors d’une polymérisation normale de I’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 séquengage, en plus de désoxyribonucléotides triphosphate (ANTP), des
didésoxyribonucléitodes triphosphate (ddNTP) sont incorporés au mélange réactionnel. Ces
ddNTP ne possedent pas de groupement hydroxyle au niveau du carbone en 3 du ribose et les
bases portées par ces mémes riboses sont marquées par un fluorochrome. L’absence du
groupement hydroxyle empéche la formation d’une liaison phosphodiester et la synthese du
brin complémentaire s’arréte. Les proportions entre ANTP et ddNTP sont étudiées pour que,
les dANTP se fixant de fagon aléatoire au cours de la synthese, il y ait assez de chacun d’entre

eux pour obtenir I’intégralité du fragment d’ADN marqué par fluorescence (figure 35).

Nous avons choisi d’utiliser une amorce complémentaire a une séquence interne du géne pour
le séquengage 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
séquencage contenant 2pl. d’un mélange appelé Quick Start Master Mix (Tampon, dNTPs,
ddNTPs, ADN polymérase), 2uLL d’eau pour PCR et 2,5ul. d’amorce a 2uM est soumis a 35
cycles de 20 secondes de dénaturation a 96°C, 20 secondes d’hybridation a 50°C et 2 minutes

d’élongation a 60°C.
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7/ Précipitation de PADN

Une fois la réaction de séquengage effectuée, les produits de séquengage doivent étre purifiés
(élimination des ANTPS et des ddNTPs), et I’ADN doit étre précipité et remis en suspension
dans du formamide avant de pouvoir étre analysé. Lors de cette étape, 1uL d’EDTA 5uM
(dont la fonction est de former des complexes avec les sels présents dans le mélange :
chélation des sels) et 1uL d’acétate de sodium 3M (dont le réle est de limiter la solubilisation
de I’ADN en faisant agir les ions sodium sur les charges négatives de I’ADN : protection de
I’ADN) sont ajoutés dans chaque mélange réactionnel. Un volume de 40pL d’éthanol froid a
95° est ajouté au mélange réactionnel qui est placé, apres vortexage, dans la glace pendant 15
minutes puis centrifugé a 4°C a 12 000 rpm pendant 15 minutes. Le surnageant est ensuite
¢liminé par aspiration et remplacé par 100 uL d’éthanol a 70° dont le role sera de diluer les
restes d’éthanol a 90°. Le tube est ensuite immédiatement centrifugé pendant 5 minutes (4°C,
12 000 rpm). Le surnageant est a nouveau aspiré, le culot séché dans une centrifugeuse sous
vide puis remis en suspension dans 40uL de formamide désionisé (DTCS). La suspension est

enfin transférée dans une plaque de lecture de 96 puits (8 x 12) et préte a étre analysée.

8/ Identification

Les échantillons contenus dans la plaque sont soumis a une lecture par 1’intermédiaire d’un
séquenceur CEQ™ 8000 (Beckman Coulter). Sur chaque échantillon, une goutte d'huile
minérale est déposée afin de protéger les marqueurs fluorescents et d'éviter les phénomenes
d'évaporation lors du chauffage. Durant I'électrophorese, les fragments d'ADN chargés
négativement sont séparés selon leur taille et lorsqu'ils arrivent au niveau de la fenétre 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, grace au logiciel d'analyse (CEQ TM 8000), le chromatogramme obtenu peut étre

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 étre visualisées et analysées.
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-84-



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 premiere 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 a I"opposé, si plus de 200 nucléotides sont alignés, le trait est figuré en rouge.
Plusieurs séquences de référence peuvent étre comparées a notre séquence et dans ce cas,

autant de traits figureront sur la représentation graphique.

Le site permet également une description de 1’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
I’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 I’alignement). La description de la séquence peut se faire pour
plusieurs séquences de référence (une ligne correspond a un alignement avec une séquence de

référence).

Enfin, le site nous propose de visualiser 1’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 a 1’espece était définie par une homologie de plus de 97% par

rapport a la séquence de référence utilisée par le logiciel (144, 213).
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E/ Méthode d’identification des bactéries totales

Une méthode de clonage de I’ADN bactérien total a été utilisée au cours de ces recherches
dans le but de mieux identifier la diversité bactérienne de certains échantillons. Pour ce faire,
I’intégralité de ’ADN contenu dans certains échantillons des banques de solution de lavage,

que ces ADN correspondent a des bactéries cultivables ou non, a été analysée.

1/ choix des échantillons

Cette technique a ¢été envisagée dans le laboratoire pour le projet AgriSanté et plus
particulierement pour 1’étude de la poussiere. 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 poussicres de boite afin d’évaluer 1’apport de cette nouvelle technique sur la
culture. Nous avons donc choisi les trois solutions de lavage de poussieres 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
poussiere d’étable que nous possédions en fonction de 1’état de santé de I’enfant cotoyant la
ferme. Nous avons donc réalisé¢ des pools a partir des solutions de lavage de toutes les
lingettes de chaque groupe de santé. Afin d’assurer une représentation équilibrée des
prélevements fortement et faiblement contaminés dans chaque pool de prélevements, 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 aprés culture, puis les deux pools ont été constitués en incluant les
¢chantillons classés 1, 4, 5, 8,9, 12, 13 et ainsi de suite (100puL de chaque) dans le premier
pool,et2,3,6,7,10, 11 etc. (100uL de chaque), dans le deuxieme (tableau V). Les pools 1 et
2, correspondant aux étables visitées par des enfants non malades, ont des moyennes qui

different 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 contrdles. Pour ces trois lingettes, la sur-contamination vient de la
sur-représentation de 1’un des quatre groupes bactériens définis sur le résultat de la coloration
de Gram. Pour la lingette M1290-2, les bacilles a Gram positif représentent 99.98% du total
bactérien de la lingette, pour M0373-2, ce sont les bacilles a Gram négatif qui représentent
96% de la contamination de la lingette et pour M2541-2, les bactéries a Gram non identifié
(par perte de la souche ou par contamination) représentent 67% du total bactérien.

Les pools 3 et 4, correspondant aux étables ou évoluent des enfants atopiques, ont des
moyennes plus variables mais qui ne different pas de plus de 6% ’une de I’autre.

Les pools 5 et 6, regroupant les solutions de lavage des lingettes provenant des étables avec
lesquelles les enfants asthmatiques ont des contacts, différent de moins d’1% au niveau de

leur contamination moyenne.

2/ extraction de ’ADN

L’ADN total des échantillons (Poussiére d’ AgriSanté et pools de Gabriel) a été extrait a I’aide
d’un kit d’extraction GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit.

Les tissus contenus dans 400uL de la solution de lavage de 1’échantillon sont culottés par
centrifugation pendant 30 minutes a 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 130uL de solution de précipitation. Pour étre
efficace, la précipitation se fait dans de la glace pendant cing minutes suivie d’une
centrifugation de 5 minutes a 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 I’ADN et centrifugé
pendant une minute a vitesse maximale. Le filtre de la colonne est ensuite lavé deux fois par
500uL de solution de lavage contenant de 1’éthanol et centrifugé pendant trois minutes. Une
fois toutes ces étapes réalisées, ’ADN est détaché du filtre par 100uL d’une solution
d’¢lution préchauffée a 65°C répartie sur I’ensemble du filtre puis par une centrifugation

d’une minute a 12000 rpm.
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Le produit de I’extraction par cette méthode est un mélange d’ADN divers (bactérien,
fongique, viral, végétal et animal), prét a étre utilisé pour des opérations de biologie

moléculaire. Il est conservé a -20°C.

3/ PCR ARN 16S

Le protocole utilisé pour amplifier ’ADN bactérien total contenu dans les extraits est le
méme que celui utilisé pour les extraits d’ADN obtenus a partir de souches pures, mais avec
un volume plus important (volume total de 50uL). Les amorces rD1 et rF1 sont utilisées pour
I’amplification de I’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 €lectrophorese en gel d’agarose a 1,5% et visualisation sous UV

apres coloration au BET.

4/ purification

Le produit de PCR est purifié par I'utilisation du kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega Corporation, Charbonniére, 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 a cet effet. Le tout est incubé pendant une minute a température ambiante puis
centrifugé pendant une minute a 14000 rpm. La membrane est ensuite lavée deux fois avec
une solution de lavage contenant de 1’éthanol a 95° (le complexe tube-colonne est centrifugé
deux fois: une minute puis cinq minutes). Les traces d’éthanol sont éliminées par
centrifugation a sec pendant cinq minutes puis par incubation pendant une minute a
température ambiante. L’ ADN est ensuite ¢lué par ajout de 50uL d’eau pure et centrifugation
pendant une minute. Le produit de purification est prét a étre utilisé pour d’autres opérations

de biologie moléculaire et est conservé a -20°C.
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Etables de Controles

Etables d'Atopiques

Etables d'Asthmatiques

(UFCl/lingette ; rang)

Pool 1

Pool 2

(UFCllingette ; rang)

Pool 3

(UFCllingette ; rang)

Pool 4

(UFCllingette ; rang)

Pool 5§

(UFCllingette ; rang)

Pool 6

(UFCllingette ; rang)

Lingettes sélectionnées

MO0367-2
(15 200; 1)

M0481-2
(668 600 ; 4)

M0648-2
(699 400 ; 5)

M0116-2
(1584000 ; 8)

MO0673-2
(1671600 ;9)

M2528-2
(2276 200 ; 12)

M1012-2
(4307 200 ; 13)

M0385-2
(5440 600 ; 16)

M1696-2
(5632 000; 17)

M2527-2
(6420 800 ; 20)

M2555-2
(6426 200 ;21)

MO0810-2
(9024 000 ; 24)

MO0914-2
(9 119 800 ; 25)

M2324-2
(12016 000 ; 28)

M0435-2
(12911000 ; 29)

M2472-2
(34 971200 ; 32)

M1087-2
(46 694 800 ; 33)

M0900-2
(55 656 200 ; 36)

M1553-2
(66000 ;2)

M1941-2
(582000 ; 3)

M0489-2
(1000 800 ; 6)

M2057-2
(1430000 7)

M2420-2
(1683000 ;10)

M2316-2
(1760400 ; 11)

M1360-2
(4714000 ; 14)

M1041-2
(5266 000 ; 15)

M1150-2
(5732000 ; 18)

M0540-2
(6294 000 ; 19)

MO0090-2
(7768000 ; 22)

M0224-2
(7808000 ; 23)

M2271-2
(9554 000 ; 26)

M0986-2
(11754 400 ; 27)

MO0500-2
(23061200 ; 30)

M1915-2
(30606000 ; 31)

M2284-2
(47 731200 ; 34)

M1602-2
(50 704 000 ; 35)

M0441-2
(0;1)

M0354-2
(370400 ; 4)

M1878-2
(406 000 ; 5)

M0130-2
(988000 ; 8)

M1997-2
(995600 ; 9)

M0898-2
(1392600 ; 12)

M1191-2
(1546000 ; 13)

M1537-2
(1722400 ; 16)

M2102-2
(2260000 ; 17)

M0306-2
(3562200 ; 20)

MO0887-2
(3592200 ; 21)

M2452-2
(6154 000 ; 24)

M1130-2
(6436000 ; 25)

M1089-2
(19268 400 ; 28)

M0231-2
(20370 000 ; 29)

M2111-2
(28 536 400 ; 32)

M1666-2
(50 948 200 ; 33)

M1567-2
(63850000 ; 36)

M2267-2
(91165 200 ; 37)

M1630-2
(50000 ; 2)

MO0300-2
(54200 ; 3)

M1113-2
(622 000 ; 6)

M0279-2
(769 600 ; 7)

M1230-2
(1198000; 10)

M2277-2
(1354 800; 11)

M1588-2
(1604000 ; 14)

M2058-2
(1680000 15)

M0278-2
(3226400 ; 18)

M0633-2
(3378000 19)

M1338-2
(5418800 ; 22)

M1160-2
(5812600 ; 23)

M1428-2
(11 706 200 ; 26)

M1498-2
(16 904 000 ; 27)

M2210-2
(20 890 000 ; 30)

M1372-2
(20 934000 ; 31)

MO0140-2
(62 480 000 ; 34)

M1713-2
(62 692600 ; 35)

M0826-2
(99 862600 ; 38)

M0934-2
(200 ; 1)

M1414-2
(82000 ; 4)

M2142-2
(272 000 ; 5)

M2189-2
(1274000 ; 8)

M1538-2
(1820000 9)

M1840-2
(2720600 12)

M1500-2
(2766000 ; 13)

M1688-2
(4104000 ; 16)

M2244-2
(4224000; 17)

M1912-2
(5480000 ; 20)

M1922-2
(7132000 21)

M2329-2
(9445200 ; 24)

M2245-2
(10 830 000 ; 25)

MO0792-2
(19 942 800 ; 28)

M1981-2
(29 180000 ; 29)

M0580-2
(44 723 200 ; 32)

MO0109-2
(76 188 600 ; 33)

M1691-2
(600; 2)

M1287-2
(8000; 3)

M1817-2
(355800 ; 6)

M2325-2
(801200 ;7)

M2016-2
(2 226 000 ; 10)

M0352-2
(2 344000 ; 11)

M0198-2
(3 690 400 ; 14)

M0991-2
(3 861200 ; 15)

M0699-2
(4 234000 ; 18)

MO0763-2
(4 980200 ; 19)

M2026-2
(9110000 ; 22)

M2090-2
(9 182000 ; 23)

M0759-2
(11624 400 ; 26)

M1785-2
(17 610 000 ; 27)

M0205-2
(31901 800 ; 30)

M1634-2
(39060 600 ; 31)

M1385-2
(80 118 400 ; 34)

|Non sélectionnées |

M1290-2
(200 062 000 ; 37)

M0373-2
(208 794 000 ; 38)

M2541-2
(641060 200 ; 39)

Tableau V : constitution des pools de poussiére d'étable pour le projet Gabriel
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5/ clonage

Le clonage peut étre considéré comme la multiplication provoquée d’un fragment d’ADN par
I’intermédiaire d’un micro-organisme. C’est une technique de biologie moléculaire qui
consiste a isoler un fragment d'’ADN et a le multiplier a 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 étre utilisée pour un clonage
partiel, ne portant que sur un fragment de matériel génétique (ADN), mais aussi pour le

clonage d'un geéne entier permettant la production de la protéine recombinante correspondante.

Dans notre problématique, le clonage a été utilisé afin de séparer les ADN amplifiés
appartenant a des bactéries de genres et d’especes différents. Ainsi, chaque bactérie issue du
clonage a incorporé un fragment unique du géne codant pour ’ARN 16S appartenant a une

espece bactérienne donnée.

Pour réaliser le clonage de nos produits de PCR, nous avons utilisé le kit TOPO TA Cloning®
Kit for Sequencing (Invitrogen'™, 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 geéne 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 gene de résistance a 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 synthese des produits de
PCR. Le vecteur linéaris¢ contenu dans le kit présente un résidu déoxythymidine en 3’, ce qui
permet aux produits de PCR de se lier de facon efficace avec le vecteur. Le plasmide présente
une topoisomérase (obtenue a partir de Vaccinia virus) liée de fagon covalente aux
terminaisons CCCTT du vecteur. Le lien phospho-tyrosyl formé entre cette enzyme et le

vecteur peut étre attaqué par le groupement hydroxyle du brin clivé par la liaison avec
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I’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, 1uL de solution de sels, de 1’eau distillée pour obtenir SpuLL de solution et 1pL de vecteur
et en laissant le mélange agir pendant cinq minutes a 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 a 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 2uL 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 a 42°C permet de faire pénétrer le plasmide dans les cellules.
Les mélanges sont replacés immédiatement dans la glace pendant deux minutes et 250uL de
milieu S.0.C. (Super Optimal broth with Catabolite repression) sont ajoutés. Les suspensions
bactériennes sont incubées avec agitation pendant une heure a 37°C avant d’étre étalées
(100pL par boite) sur des géloses Mueller-Hinton additionnées de 50pg/mL de kanamycine.
Les milieux de culture sont observés aprés 18 heures d’incubation a 37°C. Toutes les colonies
sont prélevées a 1’aide d’un cure-dent stérile et mises séparement en suspension dans un
micro-tube contenant 400pL d’eau distillée stérile. Ces clones en suspension sont préts a étre

analysés et sont stockés a -20°C. C’est notre "clonotheque".

6/ PCR M13

Les clones obtenus ne sont pas préts a €tre 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 géne codant pour ’ARN 16S de
Escherichia coli qui est présent dans le génome de la bactérie. Le séquencage direct a partir
des clones n’est pas possible puisqu’une amplification avec les amorces fD1 et rD1 du
fragment aboutirait a un mélange du géne codant pour I’ARN 16S que nous voulons identifier
et de celui de E. coli. Il est donc nécessaire de procéder a une amplification spécifique a 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 méme nom du vecteur et permettent ’amplification de ’insert sont donc utilisées.

Le mélange réactionnel et les concentrations des réactifs utilisés sont les mémes que dans le

cadre d’une PCR 168, sauf les amorces qui ciblent une région différente.

Le programme d’amplification utilisé implique :

- dénaturation initiale pendant 5 minutes a 94°C

35 cycles de :
= Dénaturation 30 secondes a 94°C
= Hybridation 30 secondes a 55°C
» Elongation 90 secondes a 72°C

¢longation finale pendant 5 minutes a 72°C

pause a 15°C

Comme pour les autres PCR, les résultats sont visualisés sur un gel d’agarose a 1,5% et

analysés sous U.V. apres un bain de B.E.T. pendant 15 minutes (figure 44).

7/ PCR de séquencage

Les clones possédant les bons inserts sont ensuite séquenceés suivant le méme protocole que
les produits de PCR normaux (purification enzymatique, PCR de séquengage avec une amorce

interne au fragment d’ADNr 165).

8/ séquencage
Comme précédemment le séquencage s’effectue a I’aide d’un séquenceur Ceq 8000
(Beckman coulter) et les résultats sont analysés par le logiciel BioEdit avant d’étre 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
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9/ détermination phylogénétique

De nombreux clones qui ne sont pas identifiables a I’aide de la banque de données
internationale NCBI, nécessiteront une analyse phylogénétique. Pour ce faire, les séquences
nucléotidiques éditées a 1’aide de BioEdit v7.0.9 (Tom Hall, 1bis 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 apres
travail, par exemple) ont été effectuées a 1’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 a I’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 a 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 I’étude Gabriel, 13 groupes fongiques ont été considérés : Absidia spp.,
I’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 méme maniere, six groupes bactériens ont été
définis en fonction des caractéristiques macro- et microscopiques des bactéries : les
Actinomycetaceae mésophiles, les Actinomycetaceae thermophiles, les bacilles a Gram

négatif, les bacilles a Gram positif, les cocci a Gram négatif et les cocci & Gram positif.
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LacZa initiation codon
M13 Reverse priming site T3 priming site

3 X . il
201 CACACAGGAA ACARGCTATOA CIATGATTAC GCCAAGCTCA GAATTAACCC TCACTARAGG
GTGTRTCETT TETICCATACT GISTACTAATG CGGTTCGAGT CTTAATTGGG AGTGATTTCC

Spe | Sse8387 | (Pstl)Pmel EcoR | EcoR | N?H

1 1 1
261 GACTAGTCCT GCAGGTTTAA ACGAATTCGC cr_":mscc GAATTCGCGG
CTGATCAGGA CGTCCAAATT TGCTTAAGCG GGARMBMLLIGIMTTCCCG CTTAAGCGCC

T7 priming site

1
311 | CCGCTAAATT CAATT C TATAGTGAGT CGTATTACAA T
GGCGATTTAA GTTAAGCGGG ATATC I

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 a une PCR

Légende : les rectangles jaunes entourent les bandes qui correspondent a l'insertion d’un fragment de la taille
attendue dans le cas présent ; les rectangles verts entourent les bandes qui correspondent a ['insertion d’un
fragment qui ne correspond pas a de I’ARN 16S ; les rectangles bleus montrent ce qui est attendu lorsqu’il n’y a
pas de plasmide inséré ou pas de clone dans [’échantillon.
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Dans le cadre du projet AgriSanté, les groupes microbiens €taient a peu de choses pres les
mémes que pour le projet Gabriel. Pour 1’analyse des poussicres et la validation de la méthode
de prélévement par lingettes, 12 groupes microbiens ont été utilisés (ordre des Mucorales,
Cladosporium sp., Wallemia sebi, groupe des Eurotium et Aspergillus, autres champignons,
levures, bacilles a Gram négatif, bacilles a Gram positif, cocci a Gram négatif, cocci a Gram
positif, Actinomycetaceae mésophiles et Actinomycetaceae thermophiles). Pour I’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 a Gram négatif, bacilles a Gram positif, et cocci a

Gram positif) ont été constitués.

Dans certains cas, les valeurs extrémes et aberrantes ont ét¢ supprimées car un probleme de
contamination pendant I’exposition ou pendant les manipulations des prélevements a été

supposé (contamination par le la paille ou du foin dans le prélévement, par exemple).

Pour caractériser les différents échantillons, la moyenne arithmétique, la moyenne
géométrique, I’écart-type, I’intervalle de confiance a 95% et la fréquence d’identification ont

été calculés.
Des comparaisons de moyennes entre deux €chantillons ont été effectuées a 1’aide de test t de
student et les fréquences ont été comparées par des tests de Chi*> de Pearson. Dans tous les

cas, le seuil de significativité statistique a été fixé a 5%.

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide des logiciels Excel, Statview et Stata version

10 (Stata Corp LP, College Station, TX, USA).
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RESULTALS






Des techniques de prélevement d’air sont régulierement utilisées pour analyser la flore
microbienne présente dans les logements et dans différents environnements ruraux. Ces
techniques ont montré leur intérét pour mesurer les pics d’exposition auxquels les travailleurs
sont soumis. Dans le cadre d’une étude visant a caractériser I’environnement microbien durant
les premicres années de vie d’un enfant, une méthode d’échantillonnage s’échelonnant sur une
période prolongée s’avere 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 systeme de récolte de la poussiere sédimentée pendant 15 jours a un

mois et de la comparer aux méthodes de prélevements de poussiere aéroportée.

A/ Validation des méthodes (étude de 16 fermes franc-comtoises durant les hivers 2006
et 2007)

1/ validation de 1a méthode de prélevement par poussiére

Pour cette partie, nous ne considérerons que six types de prélevements : les poussicres
acroportées dans 1’étable (avant et apres distribution de fourrage), les poussicres sédimentées
récoltées durant I’hiver 2006 (poussicre sédimentée dans une boite en plastique et poussicre
récoltée a la spatule) et les poussieres sédimentées récoltées durant 1’hiver 2007 (poussicres
sédimentées dans une boite en plastique et poussieres sédimentées sur une lingette

¢lectrostatique stérile).
a/ identification des genres et des espéces

Vingt-deux faxa fongiques ont été identifiés dans les différents échantillons a partir de la
culture. Les genres les plus fréquents dans les échantillons de poussieres (aéroportées et
sédimentées) dtaient Eurotium (principalement E. amstelodami et E. umbrosum) qui
représentaient 46.6% du total fongique dans ’air et 34.8% dans la poussi¢re, 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 étre 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 a Gram positif dans 1’air et 68.2% dans la
poussiere, 32.2% de bacilles a Gram positif dans I’air et 31.6% dans la poussiere et 10.3% de
bacilles a Gram négatif dans 1’air et 29.4% dans la poussicere. Aucun cocci a Gram négatif n’a
été¢ mis en évidence dans cette étude. Les actinobactéries cultivées sur le milieu Difco
actinomycetes ont été identifiées au niveau de 1’espéce 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 (actinomycetes mésophiles et actinomycetes thermophiles). D’une
manicre générale, le séquengage d’une partie de ’ADN ribosomal 16S de 586 colonies
bactériennes isolées sur le milieu Mueller-Hinton lors de I’hiver 2006 a permis 1’identification
de 93 especes correspondant a 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 ’air et
39.2% de la poussiere, 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 ¢té regroupés en douze taxa : 1) les champignons appartenant a I’ordre des
Mucorales (total Mucorales), 2) les especes appartenant au genre Cladosporium, 3) Wallemia
sebi, 4) les champignons des genres Eurotium et Aspergillus, 5) les autres especes fongiques,
6) les levures (blanches et roses), 7) les bacilles a Gram négatif, 8) les bacilles a Gram positif,
9) les cocci a Gram négatif, 10) les cocci a Gram positif, 11) les actinobactéries mésophiles et

12) les actinobactéries thermophiles.
b/ microflore aéroportée et sédimentée

Les compositions microbiologiques de la poussicre aéroportée (avant et apreés affouragement)
et de la poussiere sédimentée récoltée pendant I’hiver 2006 sont exposées dans la figure 45.
Avant affouragement, la flore de la poussiere aéroportée était dominée par des champignons
du taxon Aspergillus/ Eurotium ainsi que par des cocci a Gram positif. Apres le nourrissage du
bétail, une quantité¢ importante de spores d’actinobactéries mésophiles est mise en suspension
par la manipulation de foin dans 1’étable. D’une maniére générale, la biomasse microbienne
augmente dans l’air de I’étable aprés 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 poussi¢re sédimentée récoltée grace a la boite en plastique présente
une diversité microbienne équivalente a celle retrouvée dans ’air avant affouragement, donc a
I’ambiance de 1’étable au repos. Dans les deux cas cette flore est caractérisée par une
prédominance des Aspergillus/Eurotium et des bactéries Gram positif. La poussiere récoltée a
I’aide d’une spatule semble étre moins représentative de la microflore aéroportée,
probablement du fait de la surreprésentation des cocci a Gram positif. Des tests de corrélation
appariés (tableau VI) effectués sur les effectifs des douze taxa microbiens montrent une
relation faible (r = 0.09 a 0.18) mais significative (p < 0.05) entre la poussiere aéroportée et la
poussiere sédimentée. Cependant, les corrélations entre la flore aéroportée et celle de la
poussiére sédimentée sont meilleures (r = 0.35 a 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 [’air avant
affouragement et la poussicre sédimentée dans une boite en plastique avec une corrélation de

0.82.

La construction des courbes d’accumulation pour les deux échantillons de poussicre
aéroportée et pour les deux échantillons de poussicre sédimentée (figure 46) montre qu’un
¢chantillonnage 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 1’on analyse la poussi¢re sédimentée par rapport a la poussiere aéroportée. A 1’opposé,
la pente de la courbe n’atteint pas de plateau pour les résultats bactériens. Ainsi, un
¢chantillonnage de seize fermes n’est pas suffisant pour estimer la diversité bactérienne des

étables.

Compte tenu de la faible reproductibilité des prélévements environnementaux de poussicre
acroportée liée aux variations journalieres de la composition de 1’air, 1’utilisation d’un
systéme d’échantillonnage permettant de limiter I’impact de ces variations s’avere intéressant
dans le cadre de ’analyse de I’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 aprés travail) et poussiére sédimentée (boite et spatule).

Légende: le terme Travail correspond a la distribution de nourriture au bétail. Les rectangles gris
correspondent aux valeurs comprises entre le 25" et le 75" percentile. Les "moustaches"” correspondent aux
valeurs immédiatement adjacentes a ces mémes percentiles. Les barres situées a ['intérieur des boites
correspondent aux médianes. Pour une question de représentativité graphique, les valeurs extrémes n’ont pas
été représentées.
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Tableau VI : coefficients de corrélation appariés pour les différents types d’échantillons de poussiéres du

premier hiver pour les 16 fermes.

AR POUSSIERE
Avant travail = Aprés travail W Boite;, = W,SPA,
ind/ moy ind/ moy ind/ moy ind/ moy
Avant travail
ind / moy 1
o
< Aprées tr il
pres ravall = g 33+ 10,76 1
ind / moy
w )
@ WiBoiter = 69x 10.82¢  0.16*/ 0.35* 1
w ind / moy
n
3 W.SPA
o) ST 1 0.18°/069%  0.18%/ 047 0.03*/ 0.59* 1
o ind / moy

Légende: les coefficients de corrélation ont été calculés a partir de deux ensembles de données. D un coté,
chaque valeur de chaque taxon microbien a été prise en compte (ind) (* : p< 0.01), et de I'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 Paccumulation des espéces fongiques et bactériennes.

Légende: les lignes grises représentent les échantillons d’air (continue : avant travail ; pointillée : apres travail)
et les lignes noires représentent les échantillons de poussiere sédimentée (continue : dans une boite ; pointillée :
récoltée a la spatule).
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2/ reproductibilité des prélévements de poussiére collectés au moyen de boites et

de lingettes

Les tests de corrélation effectués sur les échantillons de poussiere de la seconde année
prélevés dans treize fermes montrent que les deux types de prélévements de poussicre
sédimentée (dans une boite en plastique et sur une lingette) sont des méthodes reproductibles

(tableau VII).

Il existe également une forte corrélation entre la flore des poussieres sédimentées sur des
lingettes et celle des poussieres sédimentées dans une boite en plastique. Plus
particulierement, une trés forte corrélation est observée entre les résultats obtenus avec la
premicre boite en plastique déposée un mois dans les étables et le cumul des deux lingettes
déposées sur deux périodes de quinze jours correspondant a la méme 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 prélévements est due a la variabilité microbienne

de I’autre prélévement.

Grace a la méthode de prélevement de poussicre sédimentée, dans une boite ou sur une
lingette, les variations journaliéres sont éteintes et des résultats reproductibles entre deux
périodes de quinze jours consécutives sont obtenus. Elle est peu cofiteuse et permet aux
personnes dont I’environnement est analysé de procéder eux-mémes au dépot et au renvoi des
prélévements au centre de traitement. Cependant, la question du délai d’analyse et du mode de
conservation des prélévements est primordiale avant toute mise en place d’un protocole
portant sur de plus grands échantillons. Nous avons donc soumis certains prélévements a
diverses conditions de conservation sur différentes durées pour tenter d’estimer si les résultats

d’analyse de flore microbienne pouvaient étre fortement biaisés par la conservation.
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Tableau VII : coefficients de corrélation appariés pour la comparaison des prélévements de poussiéres

sédimentées du second hiver.

Lingettes Boites

W,ling,; = W,ling, = W,Ling = W,Boite, = WBoite,

v

£ Wiling, 1

(0]

>

5| Wiing, 0.73* 1

g | WaBoite, 0.78* 0.77* 0.82* 1

ko)

@ | W,Boite, 0.63* 0.57* 0.64* 0.72* 1

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 poussiere du second hiver. W,Ling; et W,Ling, ont
été déposées successivement au méme endroit de I’étable, tout comme W,Boite; et W>Boite,. La colonne W,Ling
correspond a la compilation des échantillons W,Ling; et W,Ling,, ce qui correspond également a la période de
dépot de WBoite; (* - p < 0.001).
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Figure 47 : Courbes d'accumulation des échantillons de poussiéres sédimentées pour le premier hiver.
Effet d'une conservation de la poussiére pendant trois mois 2 température ambiante.

Légende: les échantillons analysés immédiatement apres le prélevement sont figurés en noir, ceux analysés
apres trois mois de conservation a température ambiante sont représentés en gris.
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3/ Conditions de conservation de la poussiéere

a/ poussiére sédimentée dans une boite ou ramassée a la spatule

Une conservation des échantillons de poussiere sédimentée pendant trois mois a température
ambiante entraine 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 a Gram positif (p=0.005) dans la boite 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 a Gram négatif (p=0.019)

dans les poussieres récoltées a la spatule et conservées pendant trois mois.

b/ poussiére sédimentée sur une lingette

Les prélevements A, B et C d’un coté et D, E et F de l’autre, correspondent a trois
prélevements effectués en parallele dans deux étables. Ces trois prélevements différent 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 prélevements, 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% a P’intérieur d’une méme ferme et une diversité partagée entre 77% et 98% entre deux
¢tables.

De plus, comme montré par les figures 49 et 50, le fait de conserver les prélevements sous
différentes conditions peut entrainer 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, I’analyse immédiate tenant lieu de
référence pour étudier les trois méthodes de conservation (5 jours a température ambiante,

5 jours a -20°C, et 5 jours a température ambiante suivis par 35 jours a -20°C).

Une analyse de la diversité microbienne des différents prélévements de poussiere réalisés et
comparés a donc été réalisée pour valider les différentes méthodes de prélévement et pour
démontrer la reproductibilité¢ de la méthode par poussieére sédimentée. Les identifications
microbiennes réalisées dans le but de valider les méthodes de récolte vont a présent permettre
de caractériser la diversité microbienne de I’environnement fermier. Dans cette partie, 1’é¢tude
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 poussiére analysés immédiatement aprés

prélevement et de ceux analysés aprés trois mois de conservation a température ambiante et comparaison

de la contamination de I’air avant et aprés affouragement.

Groupe des Mucorales

Groupe des Cladosporiums

Wallemia sebi

Groupe des Eurotiums/Aspergillus

Groupe des autres champignons

Groupe des levures

Groupe des Baciles a Gram négatif

Groupe des Baciles a Gram positif

Groupedes Cocci @ Gram négatif

Groupe des Cocci @ Gram positif

Groupe des Actinobactéries mésophiles

Groupe des Actinobactéries thermophiles

Légende: les valeurs moyennes des 16 fermes pour chacun des 12

Poussiére sédimentée
récoltée ala spatule

Poussiére sédimentée dans

Poussiere aéroportée N .
une boite en plastique

zvalue z-value
z-value (Apres (Poussiere de (Poussiéere de
travail trois mois trois mois
‘s p-value s p-value P p-value
comparé a comparée a comparée a
Avant travail) Poussiére Poussiére
fraiche) fraiche)
0.34 0.733 -0.59 0.552 -1.47 0.139
2.87 0.004 -2.10 0.035 -3.25 0.001
1.23 0.215 -1.61 0.106 -1.65 0.097
2.89 0.004 -0.51 0.605 0.39 0.690
1.01 0.312 -0.72 0.469 -1.44 0.147
-1.28 0.199 -2.43 0.015 277 0.005
0.15 0.876 -1.89 0.058 2.34 0.019
0.25 0.796 0.18 0.856 0.02 0.977
/ / / / / /
0.38 0.698 -2.76 0.005 -1.02 0.306
1.68 0.093 -1.55 0.120 -1.41 0.155
0.54 0.585 -1.55 0.120 0.68 0.495

taxa microbiens obtenues par analyse

immédiate ou par analyse apres trois mois de conservation a 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 apres travail ont également été comparés par le méme test.
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Figure 48 : profils microbiens des 6 prélévements effectués en paralléle 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 a 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

poussiére.
Prélevement
A B C D E
| A 1
& B 089 1
S| c 093 091 1
o| D  088* 089* 0.98* 1
2| E 093 091* 099* 097 1
F  097* 0.92* 0.93* 0.86* 0.94*

Légende: A, B, C, D, E et F correspondent a six prélevements de poussiere déposée sur une lingette
électrostatique dans 2 étables de Franche-Comté (A, B et C pour la premicre étable et D, E et F pour la
seconde) (* : p < 0.05).

Tableau X : coefficients de corrélation des prélévements en fonction du mode de conservation des

lingettes.
Conservation
5 jours 5jours 5 jours a température ambiante
aucune a a +
température ambiante -20C 35 jours a-20C
aucune 1
c 5 jours
2 a 0.87* 1
S température ambiante
@ 5 jours
§ a 0.89* 0.96* 1
-20C
5 jours a température ambiante
+ 0.79* 0.88* 0.96* 1
35jours a -20C

Légende: les coefficients de corrélation appariés ont été calculés a 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 poussiére.

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 a part. Les valeurs moyennes obtenues pour les 6 prélévements
ont été représentées pour chaque méthode de conservation.
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4/ comparaison de deux approches (avec ou sans étape de culture) dans

P’inventaire microbien de la poussiére des fermes franc-comtoises

a/ identification micro et macroscopique par culture

Un total de 204 colonies bactériennes a été réisolé sur Mueller Hinton a partir des cultures des
ensemencements d’air (n=32) et de poussiere 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 séquengage.
Ainsi, nous avons pu identifier 80 espéces bactériennes appartenant a 37 genres différents. Il
est a noter que, dans le cas présent, toutes les bactéries identifiées a partir de la culture sur

milieu Drigalski I’ont également été a partir de la culture sur Mueller-Hinton.

Sur milieux Difco et R8, 7 taxa d’actinomycetes ont pu étre distingués parmi les différentes

colonies.

Les colonies obtenues a partir des cultures sur DGI8 et sur Malt agar ont mené a

I’identification de 32 faxa fongiques (29 moisissures et 3 levures).

La figure 51 présente une liste alphabétique de ces 87 faxa bactériens et 32 taxa fongiques
obtenus par culture ainsi que le nombre d’échantillons d’air et de poussiére positifs pour
chacun d’entre eux. Le tableau XI regroupe les faxa microbiens identifiés dans plus de 10%
du total des prélévements, ainsi que la moyenne des colonies microbiennes correspondant a

chaque type d’échantillons.

b/ identification bactérienne par approche métagénomique

Une séquence d’une partie de I’ARN 168 a été analysée pour un total de 266 clones obtenus a
partir de 1’extraction d’ADN total de trois échantillons de poussi¢re sédimentée (n=44 pour
I’échantillon de la ferme 1 ; n=52 pour I’échantillon de la ferme 2 ; n=170 pour 1’échantillon

de la ferme 3).

Le séquencage de ces 266 clones a abouti a l’identification, au niveau du genre ou de
I’espece, 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 a de I’ADN bactérien non identifiable sur la base des séquences déja
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disponibles dans la banque NCBI. Cependant, grice a ces mémes séquences, la plupart
d’entre eux ont pu étre 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’espéces montre que le nombre
maximum de taxa bactériens par échantillon est loin d’étre atteint, méme apres 1’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 mémes
échantillons (Bacillus, Curtobacterium, Pantoea, Pseudomonas, Saccharopolyspora et
Staphylococcus) ou dans les échantillons d’air correspondants (Clavibacter, Microbacterium

et Rathayibacter).

Afin de caractériser au mieux 1’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 1’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.
Actinobacterium sp.
Actinomycetes mésophiles
Actinomyceétes thermophiles
Aerococcus sp.
Aerococcus viridans
Alcaligenes sp.
Arthrobacter agilis
Bacillus cereus
Bacillus licheniformis
Bacillus macroides
Bacilus megaterium
Bacillus mycoides
Bacillus pumilus
Bacillus simplex
Bacillus sp.
Bacillus subtilis
Brachybacterium sp.
Brevibacterium linens
Chryseobacterium sp.
Clavibacter michiganensis
Clavibacter sp.
Corynebacterium casei
Corynebacterium sp.

BACTERIES

Curtobac terium flac cumfaciens
Curtobacterium sp.
Enterobacter amnigenus
Enterobacter sp.
Eminia persicina
Kocuria carniphila

Kocuria palustris

Kocuria sp.

Massilia sp.

Microbacterium sp.
Microbacterium testaceum
Micrococcus luteus
Micrococcus sp.
Nocardiopsis sp.
Oceanobacilus oncorhynchi
Ochrobactrum sp.
Paenibacillus amylolyticus
Paenibacillus sp.

Pantoea agglomerans

Pantoea ananatis

Figure 51 : liste alphabétique et fréquence des différents faxa microbiens identifiés par culture dans les 3

types d'échantillons (air avant et apreés travail, et poussiére sédimentée).

Légende: Le groupe des bactéries correspond aux micro-organismes identifiés sur milieu Mueller-Hinton,
Drigalski, Difco et RS. Le groupe Champignons comprend les micro-organismes qui se sont développés sur Malt
Agar et sur DG18. Entre parentheses figurent les nombres d’échantillons positifs parmi les échantillons d’air

BACTERIES

Pantoea sp. (1

Pedobacter koreensis (0 ;
Pedobacter sp. (1
Planomicrobium sp. (1
Pseudoclavibacter helvolus (0 ;
Pseudoclavibacter sp. (1

N ©O O Ul ©O =~ 0O ONO—= 0 00 = 00 OO0 O OO NOO = =

Pseudomonas fluorescens (1
Pseudomonas graminis (0 ;

Pseudomonas putida (1 ;
Pseudomonas rhizosphaerae (0
Pseudomonas sp. (0

Psychrobacter cryohalolentis (0
Psychrobacter faecalis
Psychrobacter psychrophilus (0

S

Psychrobacter sp. (1 ;
Rathayibacter sp. (1 ;
Rathayibactertritici (1
Rhodococcus corynebacterioides (0
Rothia sp. (1

Saccharomonospora viridis (0 ;
Saccharopolyspora rectivirgula
Sphingomonas sp. (0
Staphylococcus chromogenes (2
Staphylococcus epidermidis (2

~

Staphylococcus equorum (5 ;
Staphylococcus fleuretti (1
Staphylococcus gallinarum (1
Staphylococcus haemolyticus (1 H
Staphylococcus pulvereri (0 ;3 ;
Staphylococcus saprophyticus (0 ;5 ;
Staphylococcus sciuri (0 ;1 ;
Staphylococcus sp. (9;9;

Staphylococcus succinus (2 ;0 ;
Staphylococcus warner (0 ;1 ;
Staphylococcus xylosus (7 ;7 ;

Stenotrophomonas sp. (0;1;

Streptomyces flavofungini (0 ;0 ;1

Streptomyces sp. (0;0 ;1

Streptomycetes mésophiles (14 ; 14 ; 16)

Streptomycetes thermophiles (3 ;3 ;12)
Terrabacter sp. (0;0 ;1)
Thermoactinomyces vulgaris (1;1;1)
Xanthomonas sp. (0;1;0)

avant travail, d’air apreés travail et de poussiere sédimentée).

CHAMPIGNONS

Absidiacorymbifera (5; 8 ;16)
Absidia cylindrospora (1;1;11)
Acremonium spp. (1;1;0)
Alternania spp. (3;2;3)
Aspergillus candidus (0; 2 ;2)
Aspergilus flavus (0;0 ;1)
Aspergillus fumigatus (4;5 ;13)
Aspergillus glaucus (6; 6 ;3)
Aspergillus nidulans (3; 4 ;13)
Aspergillus niger (2; 3 ;10)
Aspergillus ochraceus (1; 3 ;4)
Aspergillus terreus (15 1;2)
Aspergillus versicolor (4;5;3)
Aureobasidium pululans (0; 1;2)
Cladosporium cladosporioides (7; 10 ; 8)
Clados porium sphaerospermum (5; 1 ;1)
Dématiées non-identifiées (1;0;0)

Eurotium amstelodami (15 ;15; 16)

Eurotium umbrosum (4; 9 ;4)
Fusarium spp. (0;0;1)

Humicola grisea (0; 2 ;6)

Levures blanches (9; 5 ;4)

Levures rouges (6; 4 ;3)
Moniliacées non-identifiées (0; 2 ;3)
Mucor sp. (1;1;1)

Peniillium spp. (12 ;12; 13)

Rhizopus sp. (1;1;6)
Scopulariopsis brevicaulis (0; 1 ;0)
Scopulariopsis candida (1; 0 ;0)
Syncephalastrum spp. (0; 1;0)
Tricosporon spp. (1;0;0)
Wallemia sebi (8; 11 ; 9)

6
0
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Tableau XII : faxa bactériens identifiés par la méthode de clonage et par la méthode de culture sur les
différents milieux bactériens pour les trois échantillons de poussi¢re sélectionnés.

| Poussiére sédimentée I Air |

| clones poussiere | culture poussiere culture airapres travail | culture air avant travail |

| 7 T R fa 6 1 M f6 | 1 M f16 |

Actinobacterium X X
Aerococcus X

Aeromicrobium X

Aerosphaera X
Agrobactenum X X
Alcaligenes
Arthrobacter
Atopostipes
Bacillus
Bosea

X X X X X X
x
x
x
x
x

Brevibacterium
Brevundimonas X
Caulobacter X X
Clavibacter X X X
Clostridium X X X
Coprococcus X
Corynebacternum X X
Curtobacterium X X X
Frigoribacterium X X
Janthinobacterium
Jeotgalicoccus X
Leifsonia X
Leucobacter X
Leuconostoc X

Lysobacter
Massilia X X
Mesorhizobium
Methylobacterium X
Microbacterium X

X X X X X X

Mycoplasma
Novosphingobium X
Paenibacilus 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
Saccharomonospora X X X X X

x

Saccharopolyspora
Sphingomonas X X
Staphylococcus
Streptococcus

Tes saracoccus
Thermoactinomyces
unidentified Clostridiales
unidentified Lachnospiraceae
unidentified Lactobacillales
Variovorax

Xylophilus X

X X X X X X X X X X

Zoogloea X X

Légende: = 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 a 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 [’histogramme correspond au nombre de clones identifiés

pour chaque genre.
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Poussiére

Ferme Ferme Ferme

1 2 3
Plantibacter flaws (n1) -
Curtobacterium sp. (n1) -
Microbacterium oxydans (n1) -
Aeromicrobium fastidiosum (n1) -
Frigoribacterium sp. (nd) - - -
5 Leifsonia sp. (n1) -
4 | Rathayibacter festuci (n1) -
27! Actinobacterium sp. (n5) - - ™~
Microbacterium phyllosphaerae (n1) - Q._
Microbacterium halotolerans (n1) - S
Leucobacter sp. (n1) - o
Clavibacter sp. (n1) - g
Clavibacter michiganensis (n2) - Q._
Brevibacterium sp. (n4) - Lb;
Brevibacterium luteolum (n1) - 5
Plantibacter sp. (n1) -
Arthrobacter nicotinovorans (n1) -
Tessaracoccus sp. (n1) -
Curtobacterium flaccumfaciens (n1) -
39 Arthrobacter sp. (n1) -
Saccharopolyspora sp. (n1) -
Rhodococcus sp. (n1) -
Propionibacterium sp. (n2) -
Corynebacterium sp. (n7) - -
Corynebacterium efficiens (n1) -
5 i sp. (n1) -
Lysobacter sp. (n1) -
- Methylobacterium sp. (n5) - -
% Zoogloea ramigera (n2) -
80| Janthinobacterium sp. (n2) -
Zoogloea sp. (n1) -
Massilia sp. (n8) - -
M Massilia aurea (n8) - - -
Xylophilus ampelinus (n1) -
Variovorax sp. (n1) - he)
* Rubrivivax sp. (n2) - 3
Pseudomonas sp. (n4) - Fs’
Alcaligenes sp. (n2) - - =]
P i (n2) - - g
Pantoea sp. (n2) - o
691 Sphingomonas sp. (n22) - - - E
88 | Sphingomonas aurantiaca (n6) - - - g
— Sphingomonas aerolata (n1) -
Novosphingobium sp. (n1) -
Rhodobacter sp. (n1) -
97 | Paracoccus sp. (n2) -
Caulobacter sp. (n2) - -
Brewndimonas sp. (n1) -
Bosea sp. (n1) -
Agrobacterium sp. (n1) -
Agrobacterium tumefaciens (n1) -
Rhizobium sp. (n7) - - -
541 Rhizobium soli (n13) - - -
Lactobacillales sp. (n1) -
Ruminococcus sp. (n1) -
Clostridiales sp. (n1) -
38 Lachnospiraceae sp. (n3) -
Thermoactinomyces thalpophilus (n1) -
Bacillus sp. (n5) -
Atopostipes sp. (n8) - 1.!
7 Aerococeus viridans (n1) - §
Leuconostoc sp. (n1) - S
sp. (n7) - S'.
Jeotgalicoccus psychrophilus (n1) - I
Streptococcus sanguinis (n1) - ©
Aerosphaera sp. (n2) -
a7 — Staphylococcus equorum (n1) -
Staphylococcus succinus (n3) -
Staphylococcus sp. (n5) -
Clostridium sp. (n29) - - -
Coprococcus sp. (n1) -
Clostridium glycolicum (n1) -
88 k Clostridium lituseburense (n3) - -

o
9
5]

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 [’arbre indique la présence de la bactérie en question dans le prélévement
de poussiere correspondant. Les valeurs de bootstrap inférieures a 50 n’apparaissent pas sur cette figure.
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Figure 54 : courbes d’accumulation d’espéces identifiées a partir des clones pour les trois poussiéres
analysées.

Légende.: le nombre de clones identifiés est représenté en abscisse et le nombre de taxa microbiens cumulés en
ordonnée. Les trois poussieres 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 poussiéres de ferme.

Taxonomie

Phylum

Classe

Ordre

Famille

nombrede
taxa

nombre de clones

Ferme 1 Ferme2 Ferme3

Actinobacteria

Actinobacteria

Actinomycetales

Brevibacteriaceae
Corynebacteriaceae
Microbacteriaceae
Micrococcaceae
Nocardiaceae
Nocardioidaceae
Propionibacteriaceae
Pseudocardineae

non-identifié

non-identifié

non-identifié

—k—\l\)—k—tl\)al\)l\J

W
= 1 O
TN N O

[ N TN
N N
W =

Firmicutes

Bacilli

Bacillales

Bacillalceae

Bacillales Incertae sedis
Staphylococcaceae
Thermoactinomycetaceae

Lactobacillales

Aerococcaceae
Carnobacteriaceae
Leuconostocaceae
Streptococcaceae
non-identifié

Clostridia

Clostridiales

Clostridiaceae
Lachnospiraceae

Mollicutes

Mycoplasmatales

Mycoplasmataceae

AW W A A A A A N

1
1
w -
N8 a2z vg

Proteobacteria

a-Proteobacteria

Caulobacteriales

Caulobacterioceae

Rhizobiales

Bradyrhizobiaceae
Methylobacteriaceae
Phyllobacteriaceae
Rhizobiaceae

Rhodobacterales

Rhodobacteraceae

Sphingomonadales

Sphingomonadaceae
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Légende: dans la colonne nombre de taxa figure le nombre de taxa pouvant étre assimilés a une famille
taxonomique donnée. Les tirets indiquent qu’aucun clone ne correspondait au taxon en particulier pour un
échantillon de poussiere 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 1’inhalation
lors de séjours dans la grange ou dans 1’étable des particules aéroportées qui peuvent provenir
du bétail ou de la manipulation de divers substrats (foin, paille), la deuxiéme passe par
I’inhalation de particules transportées dans le domicile lors des allées et venues entre la ferme
et le domicile et la derni¢re passe par 1’ingestion de la flore microbienne par I’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 premiere

¢tape dans la mesure de I’exposition a ces différents micro-organismes.
1/ AgriSanté, composition des différents compartiments de I’étable

a/ caractéristiques des exploitations

Les seize questionnaires correspondant aux fermes participant au projet AgriSanté (fermes
franc-comtoises incluses dans I’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 1’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 laitieres et le
nombre de vaches totales (UGB = Unité de Gros Bétail) des exploitations a stabulation libre
et des entravées. La surface des étables a stabulation libre est significativement supérieure a
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 laitieres et des UGB bien qu’il y ait
une tendance a posséder un nombre supérieur de vaches dans les exploitations a 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,
¢taient lavées de trois manicres différentes. Dix agriculteurs utilisaient du savon, trois de I’eau

et pour trois fermes, I’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 litiére. Les températures de
conservation du lait étaient variables d’une ferme a une autre. Ainsi, sur les seize fermes, neuf
conservaient le lait a 4°C pendant 24 heures (relevé du lait une seule fois par jour), trois le
conservaient a 10°C et trois a 12°C. Pour une exploitation, le lait était apporté directement a la
fruitiere des 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 a traire. Pour quatorze fermes, de I’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 I’acide. Seuls deux agriculteurs avaient recours a 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

I’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 apres distribution du fourrage, d’air dans la salle de traite pendant la traite (pour les
neuf fermes a stabulation libre), d’échantillons de foin distribué le jour des prélévements d’air
ainsi que de foin distribué pendant le mois précédent et de poussicre s€dimentée pendant un
mois, de surface de trayon et de lait. Au total, 121 prélévements environnementaux ont été
récoltés et analysés. Dans un premier temps, chaque prélevement a été mis en culture sur
milieux Malt salé et DG18 (pour les champignons et levures), Difco et R8 (pour les
actinomycetes) 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 1’espéce par séquencage d’un

fragment de I’ARN 16S.

Les fréquences d’isolement des différents raxa microbiens sont reportées dans le tableau XV
pour chaque type de prélevement et pour ’ensemble des fermes. Dans ce tableau, les trois
taxa bactériens identifiés sur les milieux Mueller-Hinton et Drigalski ( bacilles a Gram
négatif, bacilles a Gram positif et cocci a Gram positif) ont été détaillés jusqu’au genre grace
aux identifications par PCR d’ARN 168S. Le tableau XVI regroupe quant a lui les moyennes
géométriques et les intervalles de confiance pour les échantillons positifs a 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 actinomycetes
mésophiles, présents dans 91% des échantillons, 3) les Penicillium spp., identifié¢ dans 76%
des échantillons, 4) les cocci a Gram positif, observés dans 76% des prélevements et 5) les
Aspergillus spp., identifiés dans 74% des échantillons. Pour I’identification des espéces
bactériennes, un total de 659 extraits d’ADN obtenus a partir de cultures sur milieu Mueller-

Hinton et Drigalski a été analysé par PCR et séquencage.

Ainsi, par cette méthode, les bactéries ont été classées en 136 especes appartenant a 54

genres.

Le détail de la composition microbienne des différents compartiments obtenue par culture et
identification macroscopique et microscopique pour les champignons et actinomycetes et par
culture et biologie moléculaire pour les bactéries, va par la suite nous permettre de dresser une
carte de I’étable sur laquelle la provenance probable des différents micro-organismes pourra

étre indiquée.
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Tableau XIV : caractéristiques des fermes décrites par les agriculteurs dans les questionnaires.

caractéristiques des fermes

étables stabulations total
entravées libres étables
(n=7) (n=9) (n=16)
min 120 370 120
surface de I'étable max 640 836 836
moyenne 361 598 495
savon 3 7 10
lavage des trayons eau 1
paille / rien 3
min 25 28 25
nombre de vaches max 45 65 65
moyenne 33 42 38
n . avant distribution de foin 5 7 12
période de traite
apres distribution de foin 2 2 4
distribution de nourriture dans la salle de traite / 2 /
4C 4 5 9
. ) 10C 1 2 3
température de conservation du lait
12C 1 2 3
pas de conservation 1 0 1
) ) balles rondes 6 11
conservation du foin
wrac 2 3 5

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

Milieux Mueller-Hinton et Drigal ski

Lait

Air avant
travail

Air aprés
travail

Air de la
salle de

traite

Foin du jour

Foin du
mois

Poussiére
sédimentée

Surface de
trayons

Acinetobacter
Actinobacterium
Aerococcus
Agobacterium
Alcaigenes
Arthrobacter
Bacillus
Baordetella
Brachybacterium
Brevibacterium
Chryseobacterium
Clavibacter
Corynebacterium
Curtobacterium
Deinococcus
Dermacoccus
Enterobacter
Erterococcus
Erwinia
Escherichia
Flavobacterium
Klebsiella
Kocuria
Lactobacillus
Lactococcus
Leucobacter
Massilia
Microbacterium
Micrococcus
Nocardiopsis
Oceanobacillus
Ochrobactrum
Paenibacillus
Pantoea
Paracoccus
Pedobacter
Planomicrobium
Plantibacter
Proteus
Pseudoclavibacter
Pseudomonas
Psychrobacter
Rathayibacter
Rhodococcus
Rothia
Sphingomonas
Staphylococcus
Stenotrophomonas
Streptococcus
Streptomyces
Subtercola
Terrabacter
Variovorax
Xanthomonas
Milieu Difco actinomy cetes

o

[N

=N =N

N w

N =N =

N

14

N

~N N

12

w

N =2 o

Actynomycetes mésaphiles
Milieu R8

12

16

16

Actinomyceétes thermophiles
Milieux MRS etFH

15

16

Bacillus coagulans
Bacillus sp.

Lactobacillus amylovorus
Lactobacillus animalis

Lactobacillus coryniformis ssp.torquens

Lactobacillus curvatus
Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis
Lactobacillus johnsonii
Lactobacillus murinus
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paraplantarum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus rhamnosus

Milieu Slac

© N

14

N~

w

© W ww =

Propionibacterium acidipropionici

Propionibacterium freudenreichii ssp.

Propionibacterium jensenii
Milieux Malt-agar et DG18

©

Altemariaspp.
Aspergillus spp.
Autres champignons
Cladosporium spp.
Eurofium spp.
Levures blanches
Levures roses
Mucorales spp.
Penicillium spp.
Wallemia sebi

12

1"
15

12
1"

N O, WOoowN®w

14

"
16

15
13
12

13
12
16
14

14
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2/ AgriSanté, flux microbiens de I’étable vers le lait

a/ composition des laits

Soixante-deux extraits d’ADN bactériens obtenus a partir de culture de lait sur Mueller-
Hinton et Drigalski et 293 extraits d’ADN récupérés a partir des milieux FH, MRS et Slac ont

été analysés.

Quarante-sept especes bactériennes correspondant a 25 genres ont pu étre identifiées par les
méthodes de biologie moléculaire (PCR/séquencage ou PCR spécifiques d’une espece)
(Tableau XV). Les méthodes de culture ont abouti a I’identification de neuf especes
bactériennes utiles a la fabrication des fromages (sur les milieux sélectifs), de neuf faxa
fongiques (milieux DG18 et Malt+sel) et de deux taxa bactériens (milieux difco et R8), soit
un total de cinquante-huit zaxa microbiens identifiés dans les prélevements de lait

(tableau XV).

La plupart des bactéries appartiennent au groupe des bacilles a 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 a coagulase négative (S. equorum, S. saprophyticus, S. xylosus). Les autres
bactéries a Gram positif (Bacillus, Deinococcus, S. aureus, Streptococcus) n’étaient présentes
que dans une ou deux fermes. Des bacilles a 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 prélévement sont, au mieux, identifiés dans 56% des échantillons (Staphylococcus

spp.).

Peu de bactéries environnementales ont été identifiées dans plus d’un prélévement 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 prélevements de lait, est de 2 191 UFC par mL de lait et Enterococcus faecalis, présent
dans un seul prélevement de lait (chez un agriculteur qui utilisait un produit pour le lavage des
trayons), avait alors une concentration de pres de 3 000 UFC par mL. Les bactéries d’intérét
technologique = comme  Lactobacillus  delbrueckii,  Lactobacillus  paracasei et

Propionibacterium freudenreidrii ont été identifiées dans 50 a 88% des échantillons de lait.

Les champignons, et plus particulierement 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.

I n’y a pas de différence significative entre le nombre d’espéces microbiennes présentes dans
les laits issus de stabulation libre et ceux issus d’étables entravées.

La contamination microbienne globale de ces mémes 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 a ’origine de la premiére 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 étre
représentées dans un graphique en barre, ont été regroupées en fonction de leur coloration de
Gram. La plupart des especes fongiques et les bactéries environnementales sont fréquemment
retrouvées dans les huit types d’échantillons tandis que les bactéries utiles a 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 I’on considére la contamination du lait comme étant la conséquence de flux microbiens

dans 1’étable, un schéma peut étre construit, pour lequel le détail des bactéries
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environnementales et des bactéries d’intérét laitier (qui ont été retrouvées dans les seize
échantillons de lait) est représenté pour chaque type de prélevement. Comme les neuf taxa
fongiques identifiés semblent &tre ubiquitaires de I’environnement fermier, ils n’ont pas été

représentés dans la figure 56.

Parmi les 38 especes bactériennes identifiées dans le lait, dix-sept ont été identifiées dans au
moins un autre type de prélevement. Certaines, comme Staphylococcus equorum, sont
retrouvées dans tous les compartiments environnementaux de I’étable. En revanche, les
bactéries considérées comme utiles a la fabrication des fromages sont rarement retrouvées
dans les autres compartiments de 1’étable. Seul Lactobacillus curvatus est retrouvé dans trois
compartiments autres que le lait. Un total de 21 especes bactériennes retrouvées dans le lait
n’a pas pu étre identifi¢ dans les différents environnements testés et leur origine reste
inconnue a ce stade. La surface des trayons semble constituer la principale source de
contamination du lait avec vingt especes présentes a la fois sur le trayon et dans le lait. L air
de I’étable (avant et apres travail), le foin et la poussiere sédimentée ont une contribution non-
négligeable a la contamination du lait puisque treize a seize especes bactériennes de chacun

de ces compartiments sont retrouvées dans le lait.
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Figure 55

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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¢/ transferts bactériens de I’étable a la salle de traite

Comme indiqué précédemment pour les bactéries du lait, la plupart des especes bactériennes
identifiées dans 1’étable sont aussi retrouvées dans ’air de la salle de traite, suggérant que

I’air de la salle de traite est dépendant de celui de 1’étable.

Des coefficients de corrélation de Spearman ont été calculés entre les trois types de
prélevements d’air afin d’évaluer le lien entre eux. Les résultats sont exposés dans le tableau
XVIL Les corrélations entre les taxa microbiens dans 1’air de 1’étable et dans I’air de la salle
de traite sont faibles et non significatives sauf pour trois taxa (actinomycetes mésophiles,
Wallemia sebi et levures roses). Cependant, la corrélation entre 1’air de 1’étable et 1’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 I’air avant travail et 1’air de la salle de traite et tho = 0.54, p < 0.0001 entre

’air apres travail et Iair de la salle de traite).

Comme montré dans le chapitre précédent, 1’air de 1’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 a lait, soit par le pis de la vache. La méme 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 I'air de 1'étable et I'air de la salle de traite.

Air Avant travail vs
Air de la salle de traite

Air aprés travail vs
Air de la salle de traite

Coefficient de Spearman p Coefficient de Spearman p
Milieux Mueller-Hinton et Drigal ski
Bacilles @ Gram négatif 030 0.43 0.16 0.68
Becilles a Gram positif 018 0.64 -0.15 0.69
Cocdia Gram positif 0.43 0.25 0.33 0.39
Milieu Difco actinomycetes
Actinomycétes mésophiles 055 0.12 0.66 0.05*
Milieu R8
Actinomycetes thermophiles 023 0.55 -0.13 0.74
Milieux Malt-agar et DG18
Alternaria spp. - - - -
Aspergillus spp. 011 0.78 0.09 0.81
Autres champignons 049 0.18 0.51 0.16
Cladosporium spp. 027 0.49 0.58 0.10
Eurotium spp. 038 0.32 0.20 0.61
Levures blanches 0.43 0.24 0.49 0.18
Levures roses 031 0.42 0.75 0.02*
Mucorales spp. 004 0.91 0.12 0.75
Penicilium spp. 047 0.20 0.58 0.10
Wallemia sebi 078 001* 0.81 0.01*
Tous micro-organismes confondus 053 <0.0001* 0.54 <0.0001*

Légende: * =p < 0.05
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3/ AgriSanté, flux microbiens du matériel de traite vers le lait (résultats partiels)

Cette ¢tude, 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 identifides a ce jour.
Les autres bactéries ont pour I’instant été classées en fonction de leur aspect microscopique

(bacilles a Gram négatif, bacilles a Gram positif, cocci a Gram négatif, cocci a Gram positif).

Si ’on considére 1’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 I’arrivée d’air, de I’entrée du lait dans le tank, du tank et de ’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
prélevements (figure 57 et 58). Il s’agit des micro-organismes suivants Aspergillus fumigatus,
Eurotium amstelodami, levures Dblanches, Streptomyces mésophiles, Streptomyces
thermophiles, bacilles a Gram négatif, bacilles a Gram positif et cocci @ Gram positif (tous
présents dans I’ensemble des prélevements) ainsi que d’Absidia corymbifera, Aspergillus
nidulans, Mucor sp., Penicillium sp., Saccharomonospora viridis et Wallemia sebi). Ces
especes microbiennes peuvent donc étre considérées comme ubiquitaires dans
I’environnement fermier. A I’opposé, quelques especes ne sont présentes que dans un ou deux
compartiments autres que le lait. Ces especes, au nombre de six, sont principalement
retrouvées sur les lingettes, sur les manchons, dans ’arrivée d’air et dans la sortie de lait,
c'est-a-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’espéces microbiennes et de
taxa avec le lait sont les lingettes et les manchons qui possedent pres de 2/3 des especes
microbiennes du lait. Le tank, 1’eau résiduelle et le tuyau d’arrivée de lait dans le tank, quant a
eux, ne partagent qu’entre 13 et 15 faxa microbiens avec le lait. Une espece fongique
(Scopulariopsis candida) n’a été identifiée que dans un prélévement de lait et son origine sur
le matériel de traite reste inconnue. Les figures 57 et 58 font la synthése de 1’apport possible

de chaque compartiment du matériel de traite dans la constitution de la premiere 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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Absidia corymbifera
Aspergillus fumigatus
Aspergillus nidulans
Eurotium amstellodami
Levures blanches
Moniliacées non identifiées
Mucor sp.
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Wallemia sebi
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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 prélevement de
I’environnement respirable qui s’affranchit en partie des variations de la composition
microbienne de I’air d’un instant a I’autre et qui représente donc une exposition durable plutot
que ponctuelle. Ce projet a également permis d’illustrer une possibilité¢ de cheminement des

micro-organismes au sein de 1’étable, en considérant le lait comme produit final de la ferme.

La méthode de prélevement par lingettes ayant été validée aussi bien au niveau des micro-
organismes par notre équipe que pour les produits microbiens grace a d’autres équipes
(endotoxines, B-D-Glucans...), son utilisation pour des études plus importantes est maintenant
envisageable. Elle présente I’'intérét d’améliorer la reproductibilité des prélevements et de
diminuer les cotts relatifs a 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 I’environnement de

plusieurs centaines d’enfants en Allemagne.

4/ GABRIEL, transferts microbiens de I’étable a la chambre

Le projet GABRIEL a été conduit dans cinq régions en Allemagne (Baviére 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 a la
poursuite de I’étude, et au fil des sélections, 895 enfants ont été sélectionnés pour participer a
I’étude de leur environnement en rapport avec leur état de santé. 444 enfants ont eu des
prélévements environnementaux analysés du point de vue de la flore microbienne (logements,

étables et granges).

a/ sélection des faxa microbiens

L’ensemble des résultats obtenus apres analyses microbiologiques des 680 lingettes a permis
de regrouper les micro-organismes en dix-huit zaxa microbiens, en fonction de leur impact
connu sur les maladies respiratoires. Les bactéries ont été classées en six taxa. Les
actinomycetes, souvent identifiés dans les études menées sur la maladie du poumon de
fermier et connus pour étre présents dans les étables en quantité importante du fait de la
manipulation du foin, ont été séparés en deux taxa: les actinomyceétes mésophiles et les
actinomycetes thermophiles. Les autres bactéries ont été classées en fonction de leurs

caractéristiques microscopiques (bacilles et cocci) et de leur coloration de Gram (bacille a
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Gram positif, bacille a Gram négatif, cocci a Gram positif et cocci a Gram négatif). Les
especes fongiques peuvent étre séparées en cing groupes en fonction de leur classification, de
leur implication dans 1’environnement fermier ou dans le développement de maladies
respiratoires: les Zygomycetes (ordre des mucorales, composé a plus de 60% du genre
Absidia (impliqué dans les pneumopathies d’hypersensibilité chez les agriculteurs)), les
Ascomycetes [Aspergillus spp., Eurotium spp. : genre fongique important quantitativement
dans I’environnement), Alternaria spp. (impliqué dans I’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 1’environnement intérieur), Scopulariopsis spp.
(impliqué dans les infections pulmonaires)], les Basidiomycetes (Wallemia sebi, impliqué
dans les pneumopathies d’hypersensibilité chez les agriculteurs), les levures (blanches et
roses) et les champignons n’ayant pas de role connu a ce jour dans I’environnement fermier
ou dans le développement de maladies respiratoires (autres especes fongiques). Notons, par
ailleurs, que certaines especes fongiques ont déja 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 especes appartenant a ’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 especes fongiques).

b/ répartition des micro-organismes dans les différentes strates

environnementales.

De nombreux taxa microbiens (fongiques et bactériens) ont été détectés a partir des 680
lingettes analysées. Cependant, seul un taxon fongique et trois taxa bactériens (Penicillium
spp., bacilles a Gram négatif, bacilles a Gram positif et cocci a Gram positif) ont été retrouvés
dans la majorité¢ des échantillons collectés dans chaque type d’environnement (chambres,
étables et granges). Lorsque 1’on considére 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) a partir des lingettes provenant des logements fermiers qu’a 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 prélevements positifs mais également par une plus grande
concentration microbienne. Comme montré par le tableau XIX, les moyennes géométriques
des échantillons détectables pour chacun des paramétres microbiens a 1’exception de
Scopulariopsis spp. étaient supérieures dans les logements fermiers par rapport aux témoins

€Xpos€s ou non.

¢/ flore microbienne des différents types de logements

Les profils fongiques des logements controles et exposés sont trés similaires et sont
caractérisés par la présence dominante de Penicillium spp., tandis que la microflore des
logements fermiers apparait plus proche de la microflore des étables avec une dominance des
Eurotium, Aspergillus, Penicillium, Cladosporium et des cocci a 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 controles et exposés

est tres faible par rapport a celle des logements fermiers (figure 59).

d/ transfert microbien au sein de I’environnement fermier

Pour la plupart des taxa (tableau XX), la concentration microbienne dans les logements
fermiers était significativement et positivement corrélée a la concentration observée dans les
¢chantillons 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 a 100% en fonction des micro-
organismes considérés), un échantillon positif pour un micro-organisme donné dans la
chambre correspond a un échantillon positif pour le méme micro-organisme dans 1’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.) a 1/64
(Eurotium spp. non identifiés) pour les champignons et de 1/11 (actinomycetes mésophiles) a

1/171 (bacilles a Gram négatif) pour les bactéries.

Cette illustration de "transferts" entre 1’étable et le logement fermier nous incite donc a
analyser de maniere plus compléete la composition microbienne de la poussiere 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
I'enfant et les niveaux dans les étables ou dans les granges.

logement fermier / logement fermier /
étable grange

Spearman rho p Spearman rho p
Absidia spp. 0.62 wrx 0.54 i
Autres Mucorales spp. 0.09 NS 0.21 *
Aspergillus fumigatus 0.5 el 0.44 e
Eurotium spp. identifiées ° 0.54 ol 0.42 b
Eurotium spp. non identifiées 0.33 el 0.17 NS
Autres Aspergillus spp. 0.42 Fhx 0.36 b
Altemaria spp. 0.22 * 0.16 NS
Clad osporium s pp. 0.19 * 0.13 NS
Penicillium spp. 0.2 * 0.19 *
Scolupariopsis spp. 0.26 ** 0.28 **
Walemia sebi 0.29 ** 0.27 **
Levures 0.22 * 0.19 *
Autres esp &ces fongiques 0.23 * 0.15 NS
Actinomycétes mésophiles 0.48 rHx 0.35 bl
Actinomycétes thermophiles 0.37 rx 0.22 *
Bacilles 3 Gram négatif 0.27 ** 0.39 e
Bacilles 3 G ram positif 0.29 ** 0.31 e
Cocci 4 Gram négatif 0.11 NS 0.17 NS
Cocci 3 Gram positif 0.47 ol 0.32 e

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).

@ = 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
I'enfant et/ou dans les autres localisations de la ferme

Présent dans la chambre / Etable ou Grange Proportion de Proportion de

+/+ pour les -/ - pour les
chambres chambres
-/- +/- -1+ +/+ positives négatives

Absidia spp. 30 0 39 29 100% 43%
Autres Mucorales spp. 36 8 39 15 65% 48%
Aspergillus fumigatus 16 3 46 33 92% 26%
Eurotium spp. identifiées ° 8 9 26 55 86% 24%
Eurotium spp. non identifiées 25 8 40 25 76% 38%
Autres Aspergillus spp. 8 7 26 57 89% 24%
Alternaria spp. 42 3 45 8 73% 48%
Cladosporium spp. 0 4 19 75 95% 0%

Penicillium spp. 1 12 10 75 86% 9%

Scolupariopsis spp. 19 5 49 25 83% 28%
Wallemia sebi 16 8 37 37 82% 30%
Levures 24 0 42 32 100% 36%
Autres espéces fongiques 11 5 40 42 89% 22%
Actinomycétes mésopbhiles 0 0 17 81 100% 0%

Actinomyceétes thermophil 11 2 52 33 94% 17%
Bacilles 3 Gram négatif 0 1 17 80 99% 0%

Bacilles 3 Gram positif 2 3 8 85 97% 20%
Cocci @ Gram négatif 29 19 24 26 58% 55%
Cocci a Gram positif 2 3 6 87 97% 25%

Légende: N=98 enfants fermiers pour lesquels les informations sont disponibles pour le logement, [’étable et la
grange. “ = Aspergillus glaucus, Eurotium amstelodami, Eurotium herbarorium.
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Tableau XXII : moyennes arithmétiques (en 10° UFC/m?) et ratio de moyennes pour les micro-organismes

retrouvés dans les étables et dans les logements fermiers

Moyennes arithmétiques (103 UFC/m?) Ratio de moyennes

Etables (N=111) Logement fermier  (étable / logement fermier)

(N=144)
Absidia spp. 835 32 26
Autres Mucorales spp. 145 14 10
Aspergillus fumigatus 1055 59 18
Eurotium spp. identifiées° 4012 177 23
Eurotium spp. non identifiées 3005 47 64
Autres Aspergillus spp. 1724 75 23
Alternaria spp. 75 4 19
Cladosporium spp. 2183 51 43
Penicillium spp. 639 109 6
Scolupariopsis spp. 817 13 63
Wallemia sebi 1411 54 26
Levures 1964 31 63
Autres espéces fongiques 715 31 23
Actinomycétes mésophiles 6 994 624 11
Actinomycétes thermophiles 1073 66 16
Bacilles & Gram négatif 173 551 1013 171
Bacilles & Gram positif 279 564 3270 85
Cocci a Gram négatif 15 733 431° 37
Cocci & Gram positif 388 932 6 334 61

Légende: Ratio de moyennes arithmétiques=moyenne de [’étable / moyenne du logement fermier. “ = Aspergillus
glaucus, Eurotium amstelodami, Eurotium herbarorium.” = une valeur manquante.
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Figure 59 : Profils microbiens des cinq différentes strates environnementales pour chacun des raxa

microbiens.

Légende: les moyennes géométriques et l'intervalle de confiance a 95% sont représentés. Les valeurs nulles ont
été remplacées par % de la limite de détection (= %: 200/0.0209 m?). Les taxa fongiques sont représentés sur la
partie gauche de la figure et les taxa bactériens sur la partie droite. Les chiffres figurant sur [’axe des abscisses
correspondent a : 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 especes
fongiques ; 14: actinomycetes mésophiles ; 15: actinomycétes thermophiles ; 16: bacilles a Gram négatif ; 17:
bacilles a Gram positif ; 18: cocci a Gram négatif ; 19: cocci a Gram positif. L axe des ordonnées correspond a
la concentration moyenne en micro-organismes en UFC/m?
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5/ GABRIEL, analyse de la flore des étables par clonage de produit de PCR

a/ identification des clones
o/ résultats globaux

Un total de 1054 clones, sur les 1439 obtenus, a pu étre séquence, les autres correspondant,
pour la plupart, a 'insertion d’un mauvais insert ou a 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 a des
enfants non malades, deux pools a des enfants atopiques et deux pools a des enfants
asthmatiques). Apres séquengage et comparaison avec les bases de données internet, 844
clones ont pu étre identifiés. Pour 491 de ces bactéries, la comparaison des séquences avec
celles disponibles dans la base NCBI a permis d’identifier I’espéce en cause (plus de 97%
d’homologie avec une séquence connue). Dans 183 autres cas, I’identification n’a pu se faire
jusqu’a D’espece et les bactéries ont alors €té classées en fonction de leur appartenance a un
Phylum (Firmicutes Bacterium), a un Ordre (Pseudomonadales Bacterium), a une Famille
(Lachnospiraceae, Ruminococcaceae), a un Genre (Eubacterium sp., Bacteroides sp.). Les
210 clones n’ayant pas pu étre identifiés a ces différents niveaux ont été regroupés sous le

terme de "Uncultured Bacterium clone”.
p/ répartition des taxa bactériens

Un total de 52 genres bactériens, correspondant a 138 especes, 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 Afopostipes est retrouvé
plus fréquemment dans les pools correspondant a 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 ou 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 I’environnement de

I’étable, quel que soit 1’état de santé de I’enfant. Ainsi, entre les pools 1 et 2, correspondant

147



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 especes, a été calculé, ce qui
signifie que 88 a 92% de la diversité du pool 1 est retrouvée dans le pool 2. Des résultats
légerement 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 especes) montrant que 60 a 70% de
la diversité de 1’'un est partagée avec ’autre pool du méme état de santé. Pour les étables
d’enfants asthmatiques, un coefficient de 0.94* a été obtenu pour les genres et pour les
especes. 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 a des états de santé différents. Ainsi, une diversité partagée de 55% peut étre
observée entre les pools 4 et 5 et une diversité partagée maximum de 86% peut étre 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 poussicre
d’étable (figure 61) montre que I’extinction de diversité n’est atteinte dans aucun des pools.
En effet, apres 150 a 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’espece, les pools
possédant la plus grande diversité bactérienne sont les pools atopiques (0.24 genre / clone
identifié et 0.42 espece / clone identifi¢) et asthmatiques (0.20 genre / clone identifié et
0.28 espece / clone identifi€). Les résultats du pool 4 semblent étre influencés par la présence
d’un genre dominant (Atopostipes) qui change légeérement 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 t¢ 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.

premiere seconde . - -
. - premiere série de seconde série de
série de série de
pools pools
pools pools

nb de nb de nb de nb de
P1 P3 P5 P2 P4 P6 pools clones pools clones
positifs total positifs total

Psychrobacter 10 2 2 12
Dialister 4 2
Flavobacterium 1 4
Planococcus 3 2
Brachybacterium 1 3
Helcococcus 2 2
Unc Lachnospiraceae 1 3
Mesorhizobium 1 2
Microbacterium 2 1
Peptostreptococcus 2
Stenotrophomonas 2 1
1
1

N
N
N

N-=2NN -
A 20O

A A AN
aan s

Eubacterium
Kocuria
Rhizobium 1 1
Xanthomonas 1 1
Enterococcus 4
Arthrobacter 3
Paracoccus 3
Sanguibacter 3 1 3
Unc Eubacterium 3 1
Brevundimonas 2 1
Desemzia 2 1 2
Dyella 2 1 2
Fusobacterium 2
Pantoea 2
Tessaracoccus 2
Vagococcus 2
Zoogloea 2
Acetivibrio 1
Acidovorax 1 1 1
Acinetobacter 1
Alkalliphilus 1
Burkolderia 1
Carnobacterium 1
Cryobacterium 1
Curtobacterium 1
Cytophaga 1
Faecalibacterium 1
Granulicatella 1
Hymenobacter 1
Jeotgalibacillus 1
Leucobacter 1 1 1
Moraxella 1
Nocardioides 1
Petrimonas 1
Rhodococcus 1
Roseburia 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

WWBEAN_NNOWONN -

N W

_a A A A
S NDNNNN

R\ U U (U G U G
R U U QP QL G G

a A aaa
_a A aaa

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 a chaque genre bactérien est reporté dans le tableau.
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Tableau XXIV : coefficients de corrélation entre les genres et les espéces bactériens identifiés dans les

différents pools d'étables.

P1 P2 P3 P4 P5 P6
genre / genre / genre / genre/ genre / genre /
especes especes especes especes especes especes
P1 1
genre / especes
P2 . 0.96* /0.94* 1
genre / especes
P3
. 0.84* /097* 0.89*/0.84* 1
genre / especes
P4 % * * * * %
. 0.89*/0.87* 0.90*/0.88* | 0.84*/0.78 1
genre / especes
P5 * * * * * * * *
. 0.85*/0.81* 0.87*/0.81 0.90*/ 0.91* 0.80*/0.74 1
genre / especes
P6 . 0.91*/0.86* 0.93*/0.87* 0.94*/0.93* 0.84*/0.78° | 0.94*/ 0.94* 1
genre / especes

Légende: les coefficients de corrélation ont été calculés entre les différents pools afin d’évaluer la diversité
partagée en genres et especes bactériens. (* : p < 0.0001)
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Tableau XXV : diversité observée des six pools de poussiére d'étable

Groupe de santé

Nombre de lingettes

Nombre de clones sur boite de culture

Nombre de clones identifiés*

Nombre de clones identifiés**

Nombre de genres bactériens™

Nombre d'espéces bactériennes**

Nombre de Uncultured bacterium clones

Poussiére sédimentée des étables

Pool1 Pool2 Pool3 Pool4 Pool 5 Pool 6

confrol control atopic atopic asthmatic Asthmatic

18 18 19 19 17 17
175 364 270 198 195 209
151 219 189 157 163 175
111 153 165 121 143 146
19 25 46 11 33 25
31 33 69 16 46 29
40 66 24 36 20 29

Légende: les caractéristiques des différents pools de lingettes sont résumés ici. * : total en comptant les clones
appartenant a la catégorie des uncultured bacterium clones ; ** : total sans les clones appartenant a la

catégorie des uncultured bacterium clones.
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Les résultats microbiens obtenus par culture ont été intégrés dans les résultats globaux de
I’étude GABRIEL et ont été testés, pour leur impact sur la santé des enfants, au méme titre

que les données épidémiologiques obtenues par I’intermédiaire des questionnaires.
6/ GABRIEL, impact de ’environnement sur la santé des enfants.

a/ rappels numériques

Le projet GABRIEL a pour but de mettre en évidence d’éventuels liens entre 1’asthme,
’atopie, le génome humain et divers facteurs environnementaux. En particulier, une partie de
I’étude, appelée étude GABRIEL-A (pour avancée/approfondie), s’est attachée a mieux
définir les facteurs a I’origine de la protection conférée par certains environnements ruraux

contre I’asthme et I’atopie.

Durant la premiere 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 re¢u 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 utilis¢é 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 a la
poursuite de 1’étude prévoyant la réalisation de prélevements de sang chez I’enfant et de
poussiere 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
I’étude. Ces familles étaient donc sélectionnables pour la seconde phase (tableau I). Parmi
elles, 9 668 ont été sélectionnées de facon aléatoire en fonction de leur strate d’exposition.
Quatre-vingt-trois pour cent (soit 8 023 enfants participant a 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 a 1’intégration dans
la phase II de I’étude, 895 ont été sélectionnés pour participer a la troisieme 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 distribu¢ aux familles,
permettant 1’investigation de parametres 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). Aprés 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 1’asthme infantile et 1’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 sévéres. Les définitions de
I’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
I’expiration pendant la premiére seconde et la capacité volumétrique forcée ainsi que le flux
maximum a la moitié¢ de 1’expiration étaient significativement plus faibles chez les enfants
présentant un asthme infantile, un asthme actuel, un asthme atopique actuel et des sifflements

séveres comparé aux enfants controles non asthmatiques (tableau XXVII).

¢/ asthme et maladies allergiques ; exposition et environnement

Lors de I’analyse des questionnaires, il a été noté que les agriculteurs n’hésitaient pas a
exposer leurs enfants a la ferme trés tot. Ainsi, 1I’exposition la plus forte a été trouvée pour la
phase pendant la grossesse et pour la deuxiéme ou troisiéme année de la vie de 1’enfant
(figure 62). Ainsi, pour toutes les analyses, la phase d’exposition a la ferme correspond a la
période recouvrant la grossesse jusqu’a la troisieme année de I’enfant. Certaines de ces
expositions (contact avec des animaux et leurs litieres, s¢jour dans I’étable ou dans la grange,
et consommation de lait cru) ont été, par les questionnaires, inversement corrélées a 1’asthme
infantile et a I’atopie indépendamment du statut fermier (tableau XXVIII). Pour de nombreux
enfants, I’exposition aux fourrages, foin et paille, a montré des corrélations supérieures aux

autres expositions, avec un coefficient r supérieur a 0.7.
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Comme certaines études sur des enfants vivant dans des fermes laiticres ont montré des
résultats conflictuels concernant la protection contre 1’asthme infantile, le contact avec les
vaches a peu de chances d’étre la cause principale de 1’effet protecteur de la ferme. Ainsi, les
interactions potentielles entre le contact avec les vaches et les autres expositions liées a 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 I’asthme infantile (tableau XXIX).

L’utilisation de modeles multivariés a montré que peu de variables d’expositions fermieres
restaient inversement liées a 1’asthme infantile et a I’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 1’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 a seulement 0.77 aprés I’inclusion des
variables d’exposition a la ferme, indiquant la présence de facteurs d’exposition protecteurs
additionnels et non détectés dans 1’environnement fermier. L’exposition aux volailles et aux
chiens tot dans la vie de I’enfant contribue également au modele lorsqu’on définit I’atopie a
un taux plus élevé ( > 3.5 kU/L). Une relation dose-dépendante a également été montrée,
indiquant que plus 1’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 a 1’ensemble des raxa 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). Aprés ajustement a la strate fermiére, I’exposition a
Eurotium spp. a Penicillium spp. et aux bacilles a Gram négatif est inversement lie a
I’asthme et a I’atopie (tableau XXXII). Comme les Penicillium spp. ont été détectés dans la
majorité des échantillons de poussic¢re, une approche quantitative a été utilisée. Des effets
combinés des expositions fongiques et bactériennes ont été mis en évidence pour 1’asthme

mais pas pour I’atopie (Eurotium spp., Penicillium spp., Aspergillus fumigatus, Cladosporium
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sphaerospermum et des bacilles a Gram négatif). La taille limitée de I’échantillon n’a pas

permis la stratification en asthme atopique et asthme non-atopique.

Dans les analyses multivariées faites sur les variables épidémiologiques investiguées a partir
des questionnaires et sur les mesures d’expositions microbiennes, le modéle final de
régression pour 1’asthme retient, comme facteurs protecteurs, I’exposition aux bacilles a Gram
positif et aux Eurotium spp. associée a la consommation de lait cru (tableau XXXIII). La
taille limitée de I’échantillon ne permettait cependant pas de tester tous les effets combinés
possibles. Pour I’atopie, 1‘exposition aux bacilles & Gram négatif et le contact avec la paille

¢taient les déterminants protecteurs les plus forts.
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DISCUSSION






L’environnement fermier, de par la multiplicité¢ des sources microbiennes et la configuration
des étables, est un environnement complexe, sujet a des variations journali¢res et saisonnieres
(209), difficile a échantillonner et qui, de ce fait, a rarement été étudi¢ dans sa globalité. Des
études ont été menées par le passé pour valider des méthodes diverses d’échantillonnage de
I’environnement fermier, mais rares sont celles qui se sont intéressées a la diversité
microbienne (188, 276). Les études regroupées dans ce travail de thése sont parmi les
premieres a prendre en compte la diversité des micro-organismes que contient ce type de
prélevements. En effet, certaines études ont porté sur 1’identification des especes fongiques
retrouvées dans Dl’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
¢tudes 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 a caractériser I’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 theése, plusieurs points ont été abordés. Dans un premier temps, une
méthode simple, efficace, reproductible et peu cotliteuse de prélevements de I’environnement a
¢été recherchée. Puis, 1’efficacité des différentes méthodes a été étudiée par comparaison avec
les prélevements d’air habituellement réalisés dans de telles études. Ensuite, différentes
méthodes d’analyses ont été évaluées permettant d’obtenir une diversité microbienne la plus
compléte possible, aussi bien pour les especes fongiques que pour les especes bactériennes.
Ces méthodes d’analyses font appel a des domaines divers allant de la caractérisation
macroscopique a I’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 a I’étude de 1’exposition des enfants a la
microflore des bioaérosols des étables et des logements avec le projet GABRIEL et a leur
exposition a la flore microbienne du lait avec le projet AgriSanté, toutes deux en rapport plus
ou moins direct avec la problématique de 1’allergie et de I’asthme. Le cheminement de cette
¢tude a donc permis de valider les méthodes de prélévements des micro-organismes du point
de vue des especes viables et cultivables sur nos milieux de culture.

Par la suite, nous avons testé I’avantage de la méthode de clonage sur la méthode de culture et

avons trouvé que de nombreuses nouvelles espéces bactériennes pouvaient étre identifiées par
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cette méthode. Cependant, une partie des clones obtenus n’a pas été référencée et leur
identification reste incompléte, au niveau du Genre, parfois de la Famille ou méme de I’Ordre
ou du Phylum.

Les méthodes de culture et de PCR, appliquées a I’ensemble des compartiments de la ferme
(dans I’étable ainsi que sur le matériel de traite), ont abouti a I’identification de possibles
transports microbiens au sein de 1’étable et de I’étable vers la salle de traite. Ainsi, I’origine
des champignons retrouvés dans le lait peut étre multiple mais nos résultats suggerent que les
sources principales d’especes fongiques dans I’environnement de 1’étable sont la poussiere
sédimentée et le foin distribué aux animaux. Les quantités bactériennes sont également plus
importantes dans ces deux types de prélévements 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 a traire située entre le gobelet (ou récipient a lait) et les manchons.
L’étude des étables et des chambres associées dans le cadre du projet Gabriel a montré que les
especes fongiques et les actinomycetes circulent plus facilement d’un batiment a un autre que

les especes bactériennes non sporulantes.

Ainsi, ces différentes expériences montrent que I’espace occupé par les vaches est assez
homogene aussi bien du point de vue de la flore fongique que de la flore bactérienne.
Quelques interrogations subsistent quant a la provenance de certaines espeéces bactériennes
identifiées dans le lait. Les enfants qui fréquentent les étables sont donc en contact avec cette
microflore aussi bien lorsqu’ils participent a I’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 prélévements de la microflore des étables.

Afin d’évaluer les performances des différentes méthodes de prélevements, des
échantillonnages ont été effectués en parallele. Il a été supposé que les micro-organismes
fongiques et bactériens de I’environnement fermier finissaient par sédimenter et se retrouver
dans la poussiere, sous la forme d’organismes vivants, de spores ou de cellules mortes ou
méme de débris cellulaires contenant de I’ADN. Différentes méthodes de prélevements de la
poussiere ont donc été testées et comparées avec les différents échantillons d’air collectés en

parallele.

- La méthode de récolte de la poussiére sédimentée permet-elle d’identifier la microflore

des étables?

D’une manicre générale, la comparaison des différents prélévements, du point de vue de la
diversité microbienne, a montré que les résultats obtenus avec les prélevements d’air et de
poussiere offrent des profils relativement semblables, méme si quelques nuances sont a
apporter pour certains ¢chantillons. Par exemple, les résultats obtenus pour les bactéries et
champignons cultivables indiquent que les échantillons collectés avec des boites en plastique
déposées pendant un mois dans des étables reflétent correctement (coefficient de corrélation

de 0.82) la composition des échantillons de 1’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 1’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 a nous soucier d’un
effet de saison, nous avons choisi de n’étudier les différents prélevements que pendant la
période hivernale. Durant cette période, les niveaux microbiens et la diversité microbienne
sont ¢levés du fait de la présence permanente des animaux dans 1’étable et du nourrissage qui

se déroule dans un espace clos (234, 243).

Les différences constatées en fonction des méthodes de récolte de la poussiere indiquent que
certains points sont a prendre en compte pour obtenir des échantillons représentatifs de la
contamination de I’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

173



poussiere sédimentée et ceux d’air peut étre due a 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 prélevements d’air et de poussiere pris
isolément pourrait étre due a la forte variabilité dans le temps de la composition microbienne
de I’air. En particulier, certains auteurs ont déja décrit d’importantes variations journalieres
dans les niveaux de contamination de 1’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, especes fongiques utilisant le foin comme substrat de croissance. Le méme

constat a été effectué pour les actinomycetes mésophiles (235, 243).

Afin d’améliorer la corrélation entre les échantillons d’air et de poussiére, un échantillonnage
sur une durée plus longue de I’air aurait pu étre envisagé mais cela aurait comporté certains
inconvénients, notamment une surreprésentation des espéces moins sensibles a la dessiccation

et une perte de diversité par saturation du filtre.

Par contraste avec les échantillons d’air, les prélevements de poussiere sédimentée, quels
qu’ils soient, permettent de faire la synthése sur plusieurs jours voire semaines entre des
périodes d’intense contamination de I’atmospheére et des phases de faible contamination. Cette
pondération au fil du temps s’avere étre un avantage lorsqu’il s’agit d’évaluer une exposition

cumulée des sujets aux micro-organismes de I’environnement.

Cependant, dans le cadre d’études environnementales, les analyses microbiennes doivent
parfois étre différées, notamment pour des raisons logistiques. Si la conservation des
¢chantillons a -20°C n’est pas possible, 1’évolution de la microflore dans la poussiére aboutit
a la disparition de certaines especes et donc a une perte de diversité, et a la prédominance de
certaines autres espeéces comme, par exemple, les bactéries a Gram positif que nous avons
observées dans la poussiere collectée avec une spatule. En effet, la poussiere récoltée a la
spatule est une poussiére sans age, qui s’est accumulée depuis le précédent lavage de I’étable,
avant le retour des vaches au début de I’hiver. Le fait de conserver les différents types de
poussiere pendant trois mois dans des récipients fermés a accentué cette perte de diversité et
cette surreprésentation de certaines especes. L’évolution de la microflore dans la poussiére

sédimentée avec le temps peut, au moins en partie, expliquer les faibles relations obtenues
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dans les études précédentes entre 1’air et les poussieres sédimentées récoltées a la spatule

(175,177, 202, 308).

Ainsi, la standardisation des prélévements de poussiere sédimentée dans une boite ou sur une
lingette améliore I’évaluation de la contamination environnementale dans les fermes. L’aspect
pratique de la manipulation des lingettes, le fait qu’elles peuvent facilement étre envoyées par
la poste a la fin de la période d’exposition et leur faible colit en font une méthode de
prélevement applicable aux larges études environnementales de terrain. Mais, bien que les
échantillons standardisés de poussicre sédimentée offrent des résultats de flore microbienne
représentatifs de ceux obtenus avec les prélevements d’air, leur conservation avant analyse
doit étre régulée et la conservation des échantillons a une température de -20°C doit étre

envisagée pour éviter la perte de diversité¢ microbienne et la perte de matériel viable.

- Les méthodes de récolte de la poussiére donnent-elles des résultats reproductibles ?

D’une maniere générale, I’étude menée dans le cadre d’une comparaison des différentes
méthodes de prélevements a montré que les techniques de préleévements de poussiere par
dépdt dans une boite en plastique ou sur une lingette stérile donnent des résultats
reproductibles, comme I’indiquent les coefficients de corrélations de 0,73 obtenu entre les
deux lingettes successives et de 0,72 obtenu entre les deux boites en plastique. Les deux
méthodes ont également donné des résultats tres similaires en ce qui concerne la composition
microbienne de la poussiere sédimentée. Ainsi, la mise en parallele des lingettes (deux fois
quinze jours) et des boites (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
expos¢ que I’utilisation de lingettes électrostatiques était une méthode efficace de mesure de
I’exposition aux endotoxines contenues dans la poussiére aéroportée des environnements
intérieurs (203). Contrairement aux méthodes de récolte par impaction de I’air, et du fait de la
durée de prélévement, les méthodes de récolte de la poussiere sédimentée permettent de
s’affranchir des variations journalieres dues a la distribution de fourrages. Cependant, il faut
garder en mémoire que la composition des bioaérosols varie aussi d’une saison a une autre et

que ces méthodes sont valables sur une période limitée de quelques mois.
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En conclusion, les méthodes de prélevement de poussiere 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 1a méthode de conservation la moins délétére 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 poussiere conservés
pendant 3 mois a température ambiante, une étude a été réalisée sur des préleévements de
poussiere 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 poussiere dans le temps.

La congélation a -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 a une congélation a -20°C
(281). Les quantités relatives de chaque micro-organisme sont certainement influencées par la

méthode de conservation.
Une analyse immédiate apres I’échantillonnage permet de visualiser la diversité réelle des

prélevements. Lorsqu’elle n’est pas possible, la congélation a -20°C permet de limiter les

modifications de la flore microbienne dans I’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 I’identification de la diversité¢ fongique des prélevements sont assez reproductibles et
fiables. Ces identifications basées sur I’aspect macro- et microscopique des colonies ont été
¢laborées au cours d’études antérieures et ont fréquemment montré leur intérét, tant au niveau
de la reproductibilit¢ des manipulations qu’au niveau de la rapidité¢ et du faible cott des
analyses. De D’autre coOté, les analyses bactériennes, lourdes et sélectives, peuvent éEtre
largement optimisées. La méthode de clonage permet d’identifier une plus grande partie de la
diversité bactérienne en s’affranchissant de I’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
I’environnement sans procéder a 1’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 colit et le fait qu’elles ne permettent pas de connaitre la viabilité

des micro-organismes étudiés.

Dans certains cas, la connaissance de la diversité totale de 1I’environnement fermier, incluant
les micro-organismes non viables, peut étre utile (asthme, maladie du poumon de fermier,

allergies, agroalimentaire).

Nous avons donc, dans le cadre de cette étude, procédé a la détermination de la diversité
microbienne selon plusieurs approches. D’un c6té, une approche axée sur les micro-
organismes cultivables (fongiques et bactériens) et, de 1’autre, une approche de la diversité

bactérienne totale que nous avons appliquée a un nombre limité de prélévements de poussicre.

La grande variabilité bactérienne observée dans les différents types d’échantillons analysés ici
(98 especes bactériennes dont une seule a ¢été identifiée dans plus de la moitié des
¢chantillons) implique que la composition bactérienne des fermes repose sur quelques especes

dominantes.
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La contribution de la méthode de clonage, avec I’identification de 30 genres bactériens
nouveaux, nous indique que I’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 1’approche par la culture.

Cependant, dans de nombreux cas, la méthode de clonage aboutit a une identification
incomplete avec 1’obtention de séquences correspondant a des bactéries non-identifiées. Ces
ADN peuvent toutefois avoir une importance non-négligeable dans la composition de

I’environnement des fermes et dans la protection contre I’asthme et les allergies.
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C/ La flore microbienne de I’environnement de I’enfant

L’impact sur la santé¢ de compos€s 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 especes bactériennes
qui les produisent. Il est donc 1égitime de penser que la protection observée dans un modele
murin puisse étre 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 coté, alors que quelques sources anciennes indiquent que le lait de vache est stérile
dans le pis (127) (méthodes de culture peut-Etre 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 these
auront permis de répondre a ces deux questions sur I’environnement de I’enfant (respiration et

consommation).

- Quels sont les flux dans les étables qui permettent I’ensemencement naturel du lait en

micro-organismes viables?

La composition microbienne de 1’air et du lait a souvent été étudiée dans des thématiques de
santé (311, 313). La microbiologie du lait, quant a elle, a été étudiée dans les problématiques
de fabrication des fromages (38, 52, 180). En effet, la consommation de lait cru a
réguliérement été associée a une diminution des risques allergiques et asthmatiques chez les
enfants fermiers (240, 302, 304). D’un autre c6té, la composition du lait en bactéries utiles a
la fabrication des fromages a souvent été étudiée, notamment pour les fromages d’appellation
d’origine contrdlée (37, 39, 53, 60, 73, 119, 129, 178). De nombreuses études ont aussi porté
sur la détection des bactéries pathogénes 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 a évaluer la contamination microbienne

(fongique et bactérienne) de 1’étable afin d’identifier les sources potentielles de contamination

du lait.
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Cette démarche originale nous a donné un apergu assez général de la flore microbienne dans
différents compartiments de I’étable (lieu de vie des animaux, nourriture, peau des vaches, ou
encore matériel de traite) et un nombre important de micro-organismes a pu étre identifié dans

les différents prélévements.

D’une maniére générale, les bactéries utiles a la fabrication des fromages n’ont été retrouvées
qu’en faible nombre dans les échantillons environnementaux par opposition au lait et a la
surface des trayons des vaches. Plus généralement, la surface des trayons apparait comme
étant une des sources majeures de la contamination bactérienne du lait. La détection des
bactéries lactiques et propioniques a posé un probléme car dans ’air, la poussi¢re 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 espéces minoritaires. Ainsi les cultures sur milieu Mueller-Hinton ne permettent de
détecter qu’une quantité trés faible de ces micro-organismes. Seule 1’espéce Lactococcus
lactis a pu étre 1dentifiée sur ce milieu et ce, uniquement a partir d’échantillons de lait. Méme
en ayant recours a des milieux de culture spécifiques, nous n’avons pu détecter les bactéries
lactiques dans les différents compartiments de 1’étable en amont du lait. Ceci est
probablement di au fait qu’elles ne représentent qu’une part minime de la flore des étables
par ailleurs tres riches en micro-organismes divers. Ainsi, [’utilisation de méthodes
d’enrichissement ciblant ces bactéries ou de PCR en temps réel spécifiques devra étre

considérée si I’on veut identifier ’origine de ces bactéries constituant la premiere flore du lait.

Les bactéries environnementales sont nombreuses, mais assez rares sont les espéces que nous
avons retrouvées dans plus d’un échantillon. Sur les 136 espéces bactériennes identifiées par
culture sur milieu Mueller-Hinton puis par séquengage dans les seize fermes du projet
AgriSanté, seules 38 ont été retrouvées dans le lait et a des concentrations relativement
faibles. Il existe donc une barriere non négligeable entre 1’étable et le lait qui limite la
contamination du lait. Pour illustrer cette séparation probablement physique (différente
localisation dans I’étable) dans le cas d’une étable a stabulation libre, nous avons testé le flux
microbien aéroporté entre 1’air de 1’étable et 1’air de la salle de traite. Les tests de corrélation
entre les trois types de prélévements (air avant travail, air apres travail et air de la salle de
traite) ont montré qu’il existe un flux entre I’étable et la salle de traite, probablement induit

par les mouvements des vaches dans 1’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 étre expliquées par le fait que la traite est
physiquement séparée de I’espace de vie des vaches dans les stabulations libres, et que les
salles de traite sont nettoyées a grandes eaux chaudes apres chaque traite. Dans les étables
entravées, cette séparation physique n’existe pas puisque les vaches sont traites 8 méme leur
litiere 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 batiments) ne nous permettra pas de tirer des conclusions définitives.

- Quelle est la population bactérienne (viable et non-viable) de la poussiére des étables

du projet Gabriel ?

Pour I’essentiel, nous nous sommes focalisés sur les bactéries et champignons cultivables de
I’environnement et qui pouvaient étre 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 fagon la plus complete
possible I’environnement avec lequel 1’enfant entre en contact lorsqu’il est dans I’étable, nous
avons décidé d’utiliser aussi la méthode de clonage que nous avions validée précédemment
dans le cadre du projet AgriSanté. En effet, méme si les approches basées sur la culture sont
plus faciles a utiliser, elles générent des résultats moins complets que ceux des techniques

génétiques (97).

Du fait de la lourdeur des techniques de clonage, nous avons regroupé les prélévements en six
pools, constitués a partir des lingettes de poussiere provenant des étables. D’une maniere
générale, la méthode s’est avérée efficace puisqu’elle a permis ’obtention d’environ 200
clones par pool.

Quel que soit 1’état de santé de I’enfant (asthmatique, atopique ou ni asthmatique, ni

atopique), la flore bactérienne dominante de 1’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 I’on considere le nombre de clones obtenus pour une espece donnée et pour un pool donné
comme étant représentatif de la quantité d’ADN de cette méme espece présente dans le pool
initial, certaines espéces et genres bactériens ne sont pas identifiés avec la méme 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 a des enfants asthmatiques. Cependant, dans 1’attente de la mise en place de
protocoles de PCR en temps réel ou de puces a ADN ciblés sur quelques-unes des especes
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’oul 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

batiment & un autre ?

A notre connaissance, aucune ¢étude environnementale axée sur la microflore n’avait permis a
ce jour de mettre en évidence des flux microbiens entre les étables et les chambres des enfants

dans la thématique de I’asthme et de ’allergie.

D’une manicére générale, notre travail suggere fortement que la flore microbienne
caractéristique de 1’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 batiments 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 contréles ou d’enfants exposés.

De plus, ce flux/transport a tendance a modifier de fagon importante la composition de la flore
microbienne de la chambre de 1’enfant. Tandis que I’environnement des enfants contrdles est
caractérisé par une prédominance de Penicillium spp., chez les agriculteurs, ce champignon

est largement surpassé par des especes 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 actinomycetes sont également
fréquents dans I’environnement fermier. De plus, notre étude a montré que pour sept taxa
(Pordre des Mucorales, les groupes Aspergillus spp., Scopulariopsis spp., Cladosporium spp.,
Penicillium spp., levures et actinomycetes thermophiles), la quantit¢ microbienne dans
I’étable et dans les logements de fermiers était corrélée positivement et significativement.
Cette observation corrobore I’hypotheése d’un flux ou d’un transport de 1’étable a la chambre
de I’enfant. Il pourrait jouer un role important dans 1’exposition des enfants puisque, pour la
plupart des groupes fongiques, le ratio entre les deux compartiments est situ¢ entre 1/10 et
1/30. Pour ces micro-organismes, il peut étre transposé que lorsque 1’enfant passe de 10 a 30
heures dans sa chambre, il est entré en contact avec une quantité microbienne égale a celle

qu’il aurait respirée s’il avait passé une heure dans I’étable.

Contrairement a ce qui a été mis en évidence pour les actinomycetes, la contamination de la
chambre par les autres faxa bactériens semble étre moins influencée par la proximité d’une
¢table. Ceci peut étre dii a la capacité qu’ont les spores d’actinomycetes d’étre facilement
disséminées dans I’atmosphére. La plupart des autres bactéries n’ont pas la possibilité de
sporuler et ont besoin d’un systeme de transfert indirect tel que les mains ou les vétements des

agriculteurs pour passer d’un environnement a un autre.

Le cas de Penicillium spp. est quelque peu différent. D’un c6té, le faible ratio entre 1’air de la
chambre des enfants agriculteurs et 1’air de 1’étable, ainsi que la corrélation positive entre le
nombre de UFC trouvé dans ces deux environnements, suggere que 1’air des chambres est
contaminé par les spores de Penicillium provenant de I’étable. D un autre c6té, les espeéces de
Penicillium sont également prédominantes dans la flore fongique des chambres des enfants
non fermiers, ce qui permet d’évoquer I’hypothese d’autres sources de Penicillium que
I’étable. Ces résultats confirment ceux mis en évidence précédemment dans d’autres études

portant sur la contamination de I’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 I’asthme et 1’atopie observée chez les enfants ?

L’é¢tude GABRIEL, comme d’autres ¢tudes 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 a une moindre échelle, de dermatite atopique. Divers modes
d’exposition a la ferme peuvent étre assimilés a ce que I’on appellera un effet ferme sur
I’asthme et partiellement sur ’atopie. Le principal résultat de cette partie du travail est que
I’exposition environnementale a certains champignons et bactéries s’avere étre un facteur
protecteur significatif contre 1’asthme infantile et I’atopie y compris lorsque cette exposition
est incluse dans des mod¢les associant des données de type €pidémiologique (fréquentation de
la ferme, consommation de lait cru) et des données de mesures d’exposition a la flore

acroportée intra-domiciliaire.

- Quels sont les facteurs environnementaux impliqués dans la protection contre 1’asthme

et ’atopie ?

I existe une relation inverse entre la consommation de lait cru de vache et le développement
de I’asthme infantile ou de I’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 I’asthme et les maladies allergiques.

Ici, tous les types de nourriture destinés aux animaux ont fait 1’objet d’une investigation
épidémiologique dans les questionnaires. Les analyses statistiques ont montré que 1’effet
protecteur le plus fort était associé a la fréquence des contacts avec la paille. Dans la zone
concernée par I’étude, la paille est principalement utilisée comme litiere pour les animaux et
les enfants y sont exposés, soit dans la grange ou la zone de stockage, soit lorsque la litiere est
mise en place ou nettoyée. Cependant, les enfants exposés a la paille sont également exposés
de mani¢re concomitante a I’ensilage et au foin, ce qui fait que I’effet individuel de
I’exposition a la paille, a ’ensilage ou au foin ne peut pas étre mis en évidence de fagon
certaine. Des expériences récentes ont montré que I’oligosaccharide arabinogalactane extrait
d’échantillons d’ensilage et de foin protége les souris contre le développement d’asthme
allergique (194, 219). Sachant que la paille contient également de ’arabinogalactane (194),
I’exposition des enfants a la paille pourrait ainsi leur conférer une certaine protection contre

I’asthme et I’atopie. Cependant, la paille et le foin sont loin d’étre stériles, surtout lorsqu’ils
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sont collectés dans des étables, et «I’effet paille/foin » mis en évidence par les études
épidémiologiques pourrait tout aussi bien étre dii a la mise en suspension dans I’air des micro-
organismes qui se sont développés sur ce type de substrat. Les résultats obtenus en intégrant
I’exposition microbienne aux analyses statistiques, apporte des arguments solides en faveur de
cette hypothése. Ainsi, avoir combiné dans la méme démarche la recherche d’indicateur
épidémiologique par questionnaire et la mesure d’une exposition individuelle aux micro-

organismes constitue 1’originalité et le point fort de la présente étude.

- Exposition microbienne et protection contre I’asthme et les maladies allergiques.

De fagon alternative, I’exposition a des micro-organismes qui n’avaient jusqu’alors pas ¢té
identifiés peut avoir un impact sur le phénomene de protection observé puisque certains
micro-organismes sont trés souvent associés a I’environnement fermier. Par exemple, les
especes constituant le genre FEurotium sont trés souvent retrouvées dans le foin. La
combinaison d’expositions a certains micro-organismes fongiques et bactériens (Eurotium
spp. associ¢ aux bacilles a Gram négatif) est également un facteur protecteur fort contre
I’asthme infantile, tandis que la présence bacilles a Gram négatif est inversement liée a
I’atopie. Ces résultats rejoignent les données sur les endotoxines (45, 306). Nous avons vu
précédemment que ces micro-organismes sont transportés de 1’étable ou de la grange vers les
logements fermiers. Cependant, les méthodes d’analyse utilisées pour cette partie de 1’é¢tude
ne permettaient pas de distinguer les différentes especes d’Eurotium, de Penicillium et les
taxa bactériens. Ainsi, des signaux provenant d’espéces individuelles peuvent avoir été
manqueés, sans oublier que les expositions microbiennes et les tests de santé ont été effectués
alors que I’enfant était en age d’aller a 1’école, bien qu’il soit reconnu que ’exposition plus
tot 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 I’exposition a été relativement constante et
que les résultats ne refletent pas uniquement 1’exposition actuelle mais aussi 1’exposition a
long terme. En effet, les études épidémiologiques ont montré que les effets protecteurs contre
I’asthme et I’atopie étaient surtout constatés aprés une exposition survenant pendant la
grossesse de la mere et les premicres années de vie de 1’enfant (81, 298). Ici, les mesures
d’exposition effectuées lorsque I’enfant est 4gé de plus de huit ans ne sont qu’une maniére
indirecte d’estimer I’environnement auquel chaque enfant était exposé auparavant.

Par ailleurs, il n’existe pas de méthode de culture de micro-organismes qui permette, a I’heure

actuelle, d’identifier I’intégralité de la microflore présente dans un échantillon. Idéalement

185



une approche métagénomique devrait donc étre appliquée pour identifier une plus grande
proportion de micro-organismes et mieux caractériser la nature de 1’exposition a laquelle
chaque enfant est soumis.

Des études antérieures ont montré la complexité des relations qui existent entre I’exposition
aux moisissures et le risque de développer des symptomes d’asthme. Certaines études
associent un risque plus élevé de faire des crises d’asthme lorsque les enfants sont soumis a
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 I’exposition a certaines
moisissures.

Une étude sur I’exposition fongique des agriculteurs adultes pendant une période de cinq ans
en Norvege a révélé un effet protecteur de 1’exposition aux spores fongiques envers 1’asthme
atopique, mais pas vis-a-vis de 1’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 espéces. L’exposition
aux polysaccharides extracellulaires était inversement liée a I’asthme infantile dans les
environnements ruraux et urbains (99). Les raisons pour lesquelles I’inhalation de ces
polysaccharides extracellulaires, spores ou métabolites secondaires (158) produits par ces

champignons confére un effet protecteur restent encore a élucider.

- Mécanismes mis en jeu lors de I’exposition microbienne.

Les mécanismes sous-jacents a 1’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 a des microbes a été reconnue dans
plusieurs environnements fermiers (99). Différents polymorphismes dans les génes codant
pour les récepteurs de I'immunité innée ont également ¢t¢ identifiés comme pouvant modifier
les réactions immunitaires a diverses expositions a 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, 1’exposition environnementale a 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 influencant la protection contre certaines maladies peut s’appliquer non

seulement a la gorge (152) ou a la peau (61), mais également aux muqueuses respiratoires.
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CONCLUSION

Le travail fourni dans le cadre de cette thése a donc permis de répondre a plusieurs questions
sur I’environnement fermier et les manicres de 1’échantillonner.

Le prélevement de poussicre aéroportée par 1’intermédiaire de pompes a impaction a été
souvent utilisé pour évaluer la fraction respirable de la poussiére au moment de la
manipulation de fourrages dans les étables. Cette méthode s’est cependant avérée sujette a de
trés fortes variations journalieres obligeant a multiplier les prélevements pour obtenir une
estimation acceptable de I’exposition. La technique de prélevement de poussiere sédimentée,
dont I'intérét 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 ’ADN
bactérien. Les résultats obtenus montrent que cette méthode est représentative de ce qui se
passe dans 1’air des étables et qu’elle est beaucoup plus reproductible que les prélévements
d’air. Elle offre I’avantage d’étre peu colteuse car les lingettes électrostatiques peuvent étre
facilement envoyées par courrier et les prélévements peuvent étre réalis€s par des particuliers
s’ils sont bien guidés par une notice.

Le lait consomm¢é par les enfants fréquentant les fermes a également, par le passé, été associé
a une baisse de la prévalence des maladies allergiques. Lors de notre étude, des flux
microbiens ont pu étre identifiés pour expliquer une partie de la contamination du lait. Du
point de vue de la contamination fongique, 1’air ambiant, résultant de I’aérosolisation de la
poussicre et des maticres végétales, semble participer a la mise en place de la flore du lait. Ce
transfert peut étre expliqué par la sporulation des especes 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 étre les principales sources de contamination.

Enfin, notre travail a permis de mettre en évidence une voie de transfert entre 1’étable et la
chambre de I’enfant qui pourrait jouer un role majeur dans 1’exposition des enfants a la flore
des batiments agricoles. En effet, lorsqu’il y a proximité et/ou fréquentation d’une étable par
I’enfant, les niveaux de Penicillium, espéce fongique prédominante dans les logements
contrdles, sont largement surpassés dans les logements fermiers par ceux d’Eurotium, un
genre fongique caractéristique des étables et de I’environnement fermier en général. Plus
globalement, les champignons et les actinomycetes de ’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 connaitre 1’origine des micro-organismes
qui sont retrouvés dans le lait. La flore microbienne du lait cru a non-seulement un intérét
dans la fabrication des fromages, mais également dans les mécanismes de protection contre
I’asthme et les maladies allergiques puisque la consommation de lait cru a été associée a 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 1’étable. Leur origine reste donc inconnue pour le moment. La recherche
plus poussée de ces bactéries peut donc passer, soit par [’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 suggerent le role de plusieurs micro-organismes dans la protection
contre 1’asthme et les maladies allergiques. Dans I’état actuel de cette ¢tude, 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 a identifier plus en
détail ces bactéries par des méthodes moins onéreuses que la PCR et le séquencage
(spectrométrie de masse par exemple) pourrait aboutir a une identification plus précise de
bactéries. Du point de vue des champignons d’intérét (Penicillium et Eurotium), une
identification au niveau de I’espece pourrait étre réalisable en employant des méthodes de
PCR d’ARN ribosomal 18S, dont le principe est similaire a celui de la PCR 16S chez les
bactéries. Par la suite, une recherche systématique des bactéries et champignons ayant montré
des associations avec 1’asthme et I’allergie par les questionnaires pourrait étre mise en place
par PCR en temps réel dans les logements et autres batiments afin de connaitre leur
présence/absence et leur concentration. La connaissance du détail de la composition
microbienne de I’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

-\ PROGRAMME : AGRICULTURE ET SANTE

CHAMBRE
D’AGRICULTURE

FRANCHE-COMTE

NOM Prénom : N°
Adresse :
Tél. :
Visites :
Dates Enquéteurs Observations
Type de Batiment : Quota :
Systéme de production : Nombre de VL :
Personnel : Nombre d'UGB
NOM Prénom Age Fonction
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Schéma de I'étable :
Indiquer Lieu de logement des animaux (/type d'animaux)
Lieu d'alimentation
Schéma de déplacement des animaux et des personnes

Aération
Points de prélévements de poussiéeres et d'ambiance

RENSEIGNEMENTS OU OBSERVATIONS DIVERS

déroulement travaux:
matin:

soir:
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n° ferme :

Complément du questionnaire :

Type de foin — condition de récolte : (1a5 : trés mauvais a trés bonne)

Origine des céréales : achetées, produites a la ferme,...

Alimentation :
Matin : (foin ou regain ou foin + regain) :

Soir :

Propreté des animaux : (135 trés mauvais a tres bon)

Déroulement de la session de travail, traite : ( raclage, paille, foin, farine, avant/apres
traite,...)

Nettoyage des trayons :

Traite a I’extérieure :

Météo (traite dehors)

Nature du sol

courant d’air, vent,

nb de jour de pluie,

Propreté de 1’aire d’attente (boue, terre, poussiere)
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ANNEXE 2 : Questionnaire Gabriel Phase 1

GABRIEL Advanced Sunveys | WP A.1 | Annslated CRF | Annax A7 — Phase

4\ Sereening Gusstionnaire

M
GABRIELS

Deat pareetsl

s you very e for campleing Uis Questiamane. When hauing risied, pease ok yous i 1 biog  bask:
fo schoot in the ciosed emeloge. The class taacher Wi cofiect the emvelope ans et ft to the Gabrie! Siudy
Centrein

Pigass saswer e questions by making a cross in e agprapiate tok bot. Fiease use only 2 black bal-pen (>

el pen X

o an anewer, pleass tizck ok ba completely ]

If raebers o fet : pleas e iesls n capialleflers cloary priste b
campez. A1 Birl] [ ] e vuet

Please anser the questions Inthekr order . ‘When having fnished ploase chack the guestomnars for i
completeness. Pleast da 1ot forges to fifin the oansent fomn and the address shest!

Thank you vary much for your assistancel

4. in which tlass is your chifd? il

2. 15 your chitd a boy or a g

3.%%hen was your chiléborm? 0%
vest
1
4. How many sibfings does your child have? {0 for no sibiing) usmbe: L |
5 91 it chate o Bty of your o s sibiings whe five it the satas Ruusehuld
primary school
2 st
S r_ i

Ty Veur
& Tioes your chilf have the Swiss Nafionafity ?
@husuian, Genman)
Were the =3 of 4
huastein, Barmmn]
Yas, soth pae ] Y28 bef ORy

e ohild born in Switzerand >

A7
|

GABRIEE Advanced Sunveys | WP 4.1 | Arnolated CRF | Annex A7 - Phase |

1. Has your child had wheezing oF whisting in
the chest i he Past 12 Morns?

1 ¥es [T]

12. Has # doctor ever diagnosed your child with any of the following diseases
{more than one snswes s pessibie}?

Severst tmes

, chsirustive bronchids)

r

14, Hes yous chitd aver drunk milk direct

L

7. Bues your child Bve oo a farm? k

. Has your child evar spont time with animals in 2n

4. Has your child eves spert time in o bam regulariy (a€

GABRIEL Advanced Surveys | WP 4.1 § Annotated CRF § Annex A7 - Phase |

2237438571

ves[1]

I
e {7] ——)Ile:m.zae:zegomwmqw on g |
i

ince when?

7. if yox, who ts managing the farm?

Ciess tariiy (it Moty

Hert family {Brothar. S

ndle, A, mlaw, Grandy

e

srsons 6. & |andiors, Les

tha parents are mavaging the farm, is s on @ regular or 2 Sidebine basis? 1%k

1

Reguiar hasis [ 1] Sideine bazs

what is

7d Iy s managed or cultiveted on the Jarm (pore than ore answer is possibiel?
o 61 E : p

Daley fmEmRG

Cow famning..

Shesp Taming. [E1)
ltry farities.. Heatket aren % il [E4]
Horse sarvang Frustore =

Hops grwing.

animal shad raquiady (ot least once o week for & weves 1] No [0

serined of 6 months minimum]?

feust orres o waek for 4 patiod of § months minimum}7

¥ feom a farm
egulary ot et aace o week for = period o & e | 5ves T
sminirsusm)? =

GABRIEL Advanced Surveys | WP 4.1 § Annotated CRF | Annex AT — Phase |

r TIL439577

18 What ts the highest gracuation of the parents

Benoct firished without sChoot inaving cerificate .
Frmary sobaod and Secnndry sthool with serlfinate

(ASTia: without SELenzary Sehaoi}

High schow graguaton
SRS
ploma,

& \icatio nivarsity enzance

Oher gradiuation

Acue spasmodic Laryngis (Fseuda-croup).

TP N rp—

Destaration of censent

43, e your chit svar smed an inhaier? Z Lo [T bagrse vith the parteipation in the Srat Uy phase (i 6 the use of the data fesm this
a cusastionnaire), {Please 0o hot forget yeur snatne )
4. the Iast 12 months, has your child had problems ,_ 3 HpE
with smeezing of Wit & renning oF a blocked or an  { ves 1] H
#chy nose aihough sot having 2 fiu? 3

Hyes, i thie last 12 mmhs, fas sou b

fiad pratlems with fichy o o eyes via g
fogether with these nozs prnE}lems 7 i 20E <
\ Formation 1 ; i
5. Has a fattor gvef diagansed your child v Analysis of the genetic information 1 the taken blood sn refalion o asthma and allergies. |

with hay tevs know that an information abowt these results iz nol possible because of the anenymisaiion.

%6. Has a dator sver diagnosed your child with
itiss {tapin 0

{atap
stopie dermatiisy?

47, Do the parents of the child smoke? 1iE 0% i
Malter Fathe!

o Bk e S . Ted e T A Tigu g o Dottt ks —

e, m
o ior - ]
: or
Haver, FOments SoRCer ng i\‘no”@ﬂ and Data Brotaction’ are comodt.

48, Rave efther the parents or siblings o $he child ever sufforad from any of the following diseasas? } Signature of the parant/ parnts:

Ho
ma @ Date
sigrutur
Hay tover, & Plaa3e #o nottarget your atdress inside.

Thank you very muchi
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GABRIEL Advanced Surveys | WP 4.1 | Anncfated ORF | AnnexB1— Phass Ii

WELL BEING
The following guestions address your child's hesith well-Deing. Please read every
question clesaly, think ahout how youwr child Telt during the last week and mark the box
that best apphes.

m¥7 97) Physical well being

During the fast week

Never Seidomiy ~Sometmes Ofen  Always
07 i~ MY ChildTell sick D04 O3z Oz 031 049
- my ehikt had head or
* stommach ache Do« Hyz G2z Oay 04w
iy ehild Tedt ired and without . ;
WB7_3M57_ 1% energy Moa4 Hyy B2z O3 040
_.. my ¢hild had a lot of strength N L .
wS? A m$7 1 and endurance o664 0713 Ozz D31 O496
meg 98) Mental well being
Duing the last waek
Never Seldomiy Sometimes Oftan Abways
.. my child laughed & ot and had
* & fot of fun Dga 813 G2z D DEo
meE 2 1% -.. my child didn't feet fike doing -
anything geas o3 @22 gl opad
Mm% 3 meg 1y ... my child felt fonesome Ooa4 @3 ooz RERARE=TL]
N N - my child felt anxious and
mBE AW ealure 64 2183 o2z 037 40
Mm2F  96) Self-worth
During the tast week
Never  Seidomly  Somefimes  Ofien  Atways
_.. iy child was proud of
rimyharact Oa4 013 oz 2 Ms1 D4
M99 2198 1x .. my child fell well with o
- msl“yerseﬁ Oga D13 o2 O%1 D4¢
I mag 1 iy ehild coutd stand
mg. 3 men Ik Bos SBE3 0 @22 031 049
D0 X rmy ehild had iots of good idess
mES.A md, Y g o4 8913 D2z D31 B4
L 8191 ]
GABRIEL Advanced Surveys | WP 4.1 | Aonotated CRF | Annex B1 - Phase If
1

Yes HNo
w103 2,mi85 2% Does your child suffer from sleeping difficulties o oo
miG3 3, w103 sx Wy child has problems fo fall askep o &9
34,103 Ax My child has problems sleeping through the night 1 =)
Py .
MOVEMENT AND SPORT £
04} How much time does your child spend normally gach day with physical
activities outdoors {for example playing, running around, bicycling,
hiking, helping with the work on the farm)?
In the summer

miod ¥, G4 ¥ During schooidays 104 2, mide T During e week-ends

More than dhours (15 ktore than £ hours Gs
Up 104 houre 4 Up o 4 howrs 4
Up to 2 howrs [3 Up le 2 hours 33
Upfo? nowr az Up to & hour co2
Up to 12 hour 0 Up to #2 hour 0O
None Qo rona Ba
inthe winter
i.re194 T x During schooinays i < During e week-ends
More than d hours [ 5 Maore than 4 hours [
Up to 4 nours s Up o 4 nowrs. 3a
Up o2 howrs Oz Up 16 2 hours G35
Up to 1 hour oz Up to 1 hour 0oz
Up to 172 four o g Up to 42 hour ]
Hone o None s3]
L B1-43 1
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Tose: 1
043 100} Famity
During the last week
Never  Sefdomly  Somefimes  Ofen  Amways
WSO Lm 00 1x .. my child had a good ~ .
refationship with us as parents O a4 0Oys 1z ©3: Daa
1D, 2 m3os, i i
miB, 2 mIdo, ho:zﬂ)};chddékt cormfortable al go4 M3 a2z a31 maec
%R mi x ... we had had fichts st home O3 oz 131 O40
#1904 rery child felt patronised by me
g0 4 mind 1x ol pa i no R B2 27 Daon
mtat 101} Friends
Daring the last week
Never Seldomly Somelimes Citen Alwvays
" .. - my child did somelhing with .
I g e Clo 4 13 mrz 0 o3t O49
. my child was well acceplad by . . . .
MG 2w ‘nolheé PO moa mos Oz D3t Q040
_.. my child felt comfortable with R
EGi_denini ix hisher fiends De4 013 022 G330 D4u
my child ha ths feeling
mist amic v heishe was different fhan the moce 13 122 M3 49
others
w102 192} Schaol
Duririgy the last week _
Never Seldomly Sometimes Often Always
2192 1 oz 1x - MY child managed the
I o el Mo g Die Doz [13% [Dao
03 rmifiy iy - my child had fun during .
e T iessome 9 mo4 mis o2z ot o490
MEGE BmiCE 1y - My Child worried about .
T histher futurs Oaa Dy zz @31 040
E02 & emi0n Tx — My Child was afraid of bad _
SRS IRATE Cthoo! grades o e 13 [ A = 4o
L B142 1
GABRIEL Advanced Sumveys | WP 4.1 | Annolated CRF | Annex B - Phase i
q

105} Does your child de spert in a &b

mis 3 SYes Do
H o

w105, 2. m105 2x If yes, how often:

HID OF & SPOHSs group?

3times aweek or mare often {J 3
1-2 fimes a week az
Less than once a week o

106} How much time does your chifd spend normally each day with glectronic

games {game consol,

Fleace add up the time your ehild

PRLTRR:

% During schooidays 186,27

HMorethandnours 033
Upte 4 hours 5
Up te 2 howrs a3
Upto | hour az
Upte #2 hour i
Rone Og

), or
spends with thece dovices.

;.

HMore Gan 4 hours
Up to 4 hiours

Up 1o 2 hows
Up to 1 hour

Up te 112 hour

Wone

107} How does your child normally get to schosi?

2% During the week-ends

B RN T v I By foot 0% Phow long dees it take approximately? |
VG 2,107 22 Wilh the bike or ascouter £ 3 3 how jong does it take appraximately?
12 how iong dees it take approximately?
P07 4,0107. 4% With the bus of schoolous €3 4 how Iong dees it fake approvimately?
MG, migF Sy Others 25
L B1-45

as
04

a3z
a1
e

minutes

minutes

minutes

| minutes.
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[TTLT] ! o '
stuedy i
773 How often did your child drink milk directly from the farm that was boiled
" but not skimmed?
Milk
The following questions concern the milk that your child deinks. ] H Atieast Lees than
‘We distinguish betwesn milk that comes directy from the farm and once % _ A Hmes once
milks that was bought in a store. a day a week @ week Never
i ¥ During pregnancy 53 o2 o1 GO
Milk directly from the farm xx I the first year of fife riz (] o1 Go
2% Inthe 2. and 3. TRl pd 1 i
We mean e milk that was produced or acquired directly on a farm (for example from ) nthe 2. and 3 year ofife. L3 a f o1 Lo
bamyard sales, mik stations). We are interested to know if you boil or skim the milk X Inthe 4 and 5 year otife 33 a2 =y Ca
before you drink it _Fxx I the fast 12 months Bz az a1 [=15]
m73 78} Did your child, or the mother during the pregnancy with the child, 78) How offen did your child drink milk directly from the farm that was
regularly (meaning at ieast once a month over half a year} drink milk skimmed but not boiled?
directly from a farm?
Atteast Less than
Cyes [ONo & 1 o, please confitie with the question 81 once  1-6Hmes ones
1 o aday a3 week aweek Never
- ¥xx During pregnancy (83} oz % [R{)
+ 22X I the first year of lite 3 oz 2 g
76} :s&vheorif;;i ;:IK:\ gco:kri n::\i;ipdrink mitk directly from the farm that was % Inthe2 and 3 yearofffe [J 32 o2 a9 oo
- Axx Inthe d.and 5. yearofffe [3 3 oz o9 To
Agieast Less than Sxx s the tast 12 months 2z oz (i) (W]
once 1 -6 times ance
aday aweek aweek  Never
During pregnancy o3 a2 =R} oo
5 79 How often did your chiid drink milk directly from the farm that was boiled
In the first year of life fa k] oz [=h} o ' and skimmed?y v
< inthe2 and 5 yearcofife {13 a2 ] (R4
inthe 4. and 5. year ofiite {13 az O Og Atteast Less than
once 1-68mes once
5 fre Jast 12 months (s gz =5} Oa aday aweek aweek  Wever
¥ During pregnancy g2 oz a1 =Ry
LA I the first vear of life i3 o2 a1 0o
3¢ Inthe 2.and 2. yearoilite [0 3 oz a1 20
die lnthe 4 and 5 yearoflfe [13 az [a i} [=35)
53¢ I the Jast 12 months B3 oz july Gy
L g | L R r
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80} How long did you store the milk directly from the farm before your child 82} How oftan ditd your child drink reduced fat milk (1.6% fat or less) from a
drank it? stare?
Atteast Less than
Aboul  ADout2-3  Aboutd-5  About once  i-@fmes  once
aday dave days aweek aday aweek aweek  Hever
WED_E 0L Dunng pregnancy 04 i oo o1 w2, 1% Dusing pregnancy [<E} (= 1 )
TR 2825 1 the st year of e o a3 oz o 8.3 LT dnthe fistyearafite D3 o2 ol oo
80,3 S0 3% Inthe 2. and 3 year of e oa as o2 a1 B2 Bl 3% ;nthe 2.and 3 yearofle 113 =93 =) (=3
I T Iy —— a4 o3 a2 a1 4 m82 & mthed and & yearoffe (33 02 £ Oo
805 i £x In the fast 12 months [nFY 1z 0z [N 5 in the fast 12 months i b2 s Oo
83} How long did you store the milk from the store hefore your chifd drank it?
Milk from the store
We maan milk that you bought in a stere or the supermarket Abaul About 2-3 Abouta-s  About
aday days. davs a week
mE2 Y puring pregnancy 093 Oz oy dg
81} ;«:,v:egﬂen did your child drink unskimmed mitk {more than 3% fat} from a %57 In the fyst year of iite =53 oz = og
B 833 Inthe 2 and 2 year of life o2 [nid 0o el
Alieast Less than w334 Inthed and 5 year of hfe 33 o2 o1 s
once  1-6tmes once N
a day & week aweek  Never WIS Inthe fast 12 months a3 0= a1 ao
¢t TmEL 1% Duning pregnancy ks oz N ksl
81 2,088 i the first year of Hfe [md Oz ot =]4]
mB31 3 mR 3% nthe 2 and 3 yearofife  [33 Mz 1 08
mAl 4, mBl A Inihed and 5.yearoitie 15 mz ful] o
M3t E w1 5% 10 the last 42 manths O3 oz 21 g
L B3 1 L B136 i
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or mixing forage com?

Anout orce a day

tore than  Upto

mn. 15 mn

During pregnancy oa 03
I the first year of Ife Oa a3
I the 2 and 3. yearoffite [ 4 a3
mthe 4 and o vearofiife 54 fuld
tn the fast 12 months (=P} 1y

Atout cnce  About once

aveek 2 memth
0z [l
oz a1
oz 0
oz [Wh]
1z oy

How often was your child present while the adults were grinding coarsely

Never!

amost never

uls
[
Do
Oy
[Wh

65} How often was your child present while the adults ware gnsiling forage

cern?

Abo orce a day

Morethan Uple

15 min. 15 man.

During pregnancy 34 0%
15 the first year of Ife =93 Oz
mWe2 and S yearofliie 34 a3
inthe 4 and 5 yearoffife [34 o3
tn the tast 12 months w1 Sz

Aboyt once  About once

2 wa a monil
o 0l
0z oy
oz oy
oz 0y
oz oy

Never

Blmost never

oo
Og
oo
(i}
ba

66} How often was your child present while the adults were harvesting hay?

Abost once a day

Morethan Uple

15 15 min

51, %1% During pregnancy 4 I3
EG_domEE S I the tirst year of life [%F] (RES
mdt 3 mios 3k mthe 2 and 3 yearofiite [y oy
A mb% A wthe 4 and 5 oyearoflite 4 Oy

L5, it B athe tast 12 months 34 3

L Bi-23

Aboutonce  Abolt once
aweck xmonth
oz [ul
Qz il
bl 4
0z oy
oz [Whi
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Never/

alimost never

uli
Oop
&b
Oy
Lo

70} How offen was your child present while the adults were threshing?

Anout orce a day

Morelhan  Upls

i5mn 15 mn

% During pregnancy g a3
in the fist year of life 12 Y
Inthe 2 and 3 yearoflfe  [ig o3

% i the 4. and 9. year of life Lig oz
€ inthe last 12 months. Liag 2y

Atout once  About once

2wk = month
az os
2 [wEi
o [uH
0z (Wi
Lz W

Never!

alnost never

[mf3
g
Og
ta
ta

71) How often was your child present while the adults were grinding
coarsely. grinding or nixing forags grains?

About once a day
Morethan  Upla
15 min. 15 min.
During pregnancy 34 a3
i thee first vear of tife 4 23
X Inthe 2 and 3 vear of fife o4 a3
inthe 4. and 5. year of life 4 a3
in ihe iast 12 months B34 o3

Aboutonce  Abolt once
aweek a monih
oz ot
Qz o
=P o
=2 1
&2 1

Never/

almost never

o
Oo
a6
[m}y]
()]

72} How often was yeur child present while the aduits were doing field work

for exampte ploughing, harrowing)?

AnOt oRCE @ day

Meretnan  Uple

A6 min. 15T

During pregnancy t14 a3

: In e first year of e fig Iz
inihe 2 and 3. year ol life Qg 03y

e 4. and 5. year of ife G4 a3

in the last 12 months [=1F] a3

L Bt-31

About ance  About once

aweek 2 mamith
tz o3
oz R
ap! 0y
oz o1
02 i

Never!

alimost never

[w[}
Oy
O
oo
0o

d
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67} How often was your child present while the adults were handling stored
hay?

About once a day

Morefhan  Upls

15, 15 min

467 1,571 5 Dning pregnancy 4 o2
2l 2% 0 the first year of fite a4 0z
#x nthe 2. and 3. year of e Da 03

& inthe 4. and & year of Hie d4 as

rofi? 5 we? B tnthe fast 12 months. 24 [wEY

Aboutonce  Aboutonce

3 week atnonth
n: £1t
0z )]
03z (w53
oz [
w3 (=}

Never!
aimost never

i
[a:5]

68} How often was your child present while the adults were ensiling grass?

Atsut once a day

Abaltence  Abautance

a waek amonth
0z (431
Dz =53
[SF] =5
(W] [y
0; [n

Never/
aBnost never

oo

69} How often was your child present while the adults were harvesting forage
?

More than  Upfo

15min.  15min
@R E L MES I8 During pregnancy 4 Oz
B 2 M8 2 i the first vear of e g D3
mBE % dd 3x inthe 2. and 3. year of e e s
58,4 fthe dand 5. yearof e ¥4 o3
wEh 5 bl S Inthe fast 12 mantns g s

grains?

About onee 3 day

Morefhan Upto

SR 15min

631 .08 I Dusing pregnancy a4 a3
in the first year of Hife 4 3

intne 2. and 3. year of tife a Oz

w4 e nthe 4. and & year of life [V fmEY
BGF 5wkl 5K In the fast 12 montns. D4 Oz

L B1-30

Aboutonce  Abaufence

aweek 7 month
[up3 0Ot
0z [n}]
oz O
a2 [}
() (53
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Never/
afmost never

73} How often was yaur child present while the adulls were manuring?

About once a day

Momthan  Uplo

15min.  15min
Dusing pregnancy 4 Uz
n the frst year of fite faly Oz
nthe 2. and 3. year of Hie a4 Oy
< Inthed and 5. yearolle £ 4 e
w73 5 i3 Bs In the tast 12 months [y} O3

About once  About once

aweek a month
(M) £
oz [wi
O3z [m R
oz [SH}
oz [m g}

Never!
aFmost never

o
[25¢]
Bo
o
o

74} How often was your chitd present while the adulis were spraying

pesticige?

About once 3 day

Mo than  Uplo

15 emn. 16 min
Dusing pregnancy da o3
in the frst year of fife Ha a3
Inthe2 andd.yearoftle  TJ 4 o3
X I the 4. and 5. year of [ife D4 O3
nthe fast 12 montns 24 03

L B1-32

Aboutonee  Aboutonce

& weel
oz 1
o3 oy
0oz [N
oz [BE]
0z £

Neves!

akmost never

538}
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55} How offen did your child have contact with sugar-beet chips?
Aboutonceaday  Aboulonce  Aboutonce Never/
oelan  Upte Rk a maonth almost never
5mn. 15 min.
i Duwring pregnancy [=K) =3 o =]} [=fe}
Tdn the st yeas of e £14 23 o H (i
Foxdnthe 2 and 3. yearaflile 4 a3 oz oy Go
LAxcinthe 4 and 5. year of e 3 4 a3 i) [ (w34}
SxxIn the last 12 months 34 a3 02 [} 5 4]

Barn and storage room for animal food

The following questions concein the Hme your child spend in a
bam or a storage room Bor animal food  We mean playing,
helping or similer occupations during activities in these rsoms.

mis 56) Was your child, or the mather during the pregnancy with the child,

regularly {meaning at least once a month over half a year) in a barn?

(3 ¥es (w31} “¥ it no, please continue with he question 53
i o

57} How offen did your child stay in a barn?

Abowlonceaday  Abowlonce  Aboutonce Never/
Morethan  Upla ® week 2 month almost never
e min, 15 min
57._1% _Tr<Dusing pregrancy O4 o3 oz nl os
2x3An e first year of e [=]F) a7y az o oe
- _hodn fhe 2 and 3. yearoftie [ 4 3 o2 [ (MW
dxvinthe 4. and 6. yearoflile  [34 e I} Wi} i)
S Bxxdn the 135112 months 04 a3 02 ot oo
L B-25 i
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80} How often did your child spend time in a special food sforage room?

Aboutonce  About ance

Abcul onee a day Never

Morethan  Upto ek amenth  aimostneves
iHmin 15 mn
1< Dusing pregnancy a ] 03 fu I3 ] oo
- Exin the Tirst year of ife B4 Bz oz [mid (=14
Eocinthe 2 and 3. yearof e [ 4 iy n i oy =53}
Inthed and S yearollfe  [3 4 0y Oz o Co
- Sxx i the last 12 monins 04 [2 X o2 o1 oo

6%}

me1_ 1 méi_2

During the pregnancy in the fast

arin the first vear of fite 12 months
Heating material of wood o p ref i g el
winole teeding grain Oy LU e [Ty e T
Gritted Teeding grain 2o Mgl dae [ el pio
Whole grain com Oz E13 bl 2 3 Bax
Gritted com aa 4 mEl 3 A b
Hay x| ts
Straw a 08 met 2 g
Otner animat foed ] 0y el
Don't know a 18 mal 2

yos:dno fpes o
L 8127 ]

GABRIEL Advanced Suveys |

WP 4.1 | Annofated CRE

Muftiple answers are possible.

Heating material or wood
wihele feeding grain
Gritted feeding grain
Whale grain com

Grittet tom

Hay

Siraw

Oiher animal food

Con't know

mEB_3
During e pregnancy

o7
[n33

| Annex BT - Phase i

58} What was in the barn where your child speat the most time?

B8 0
In the fast
12 mantns

O Q10

Txe Oy mEE

Beo Qg mBET Ee B

In case you answered hay: how often were there probfems with mould
growth in the hay storage?

Every year

About every second year
Rarely

Naver

Don't knew

m58 3, mi8 3x
During the pregnancy
of in the first year of fite

oo s
0% ¢
na 2
[SER
04 4

B84 mE8 Sx

Inine last

12 menths
Qg o
a9 i
] 2

m5i2 59 Was your child, or the mother during the pregnancy with the child,
regularly {meaning at ieast once a month over half a year] in a special

food storage room?

Cvss  Ono
1 @

> If A0, pisase continue with the quastion 62

B1-26
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e

QOther activities

study, i

I the following section we would ke to ask you guestions about the presence {for
example playing, helping or widing on the traclor) of your child dudng other farming

achivities

These activities are riot daily, bu are seasonal or depend on the necessities of the farm
Please answer 3o that the frequency depicts the peried of the activily (do not convert

the aclivity to one vear),

62} How often did your chitd play in a corn fisid?

Avsut once a3 day

Aboutonte  Aboutence

Never/

More than Upto nweek amonth A0St REver
15min. 15N
o2 1 Inthe 2. and 3. year of Hie a4 Oz na 0t [u 34
Inthe 4. and 5. year of Hie 04 =]} w3 =] oo
3% In the tast 12 months 04 O3 0z 01 0o

62) How often was your child present while aduits were harvesting forage

om?
Aveutonee aday  Aboutonce Aboutonee  Never
m a week amonth  akmostnever
15 smin. 15 i,
% During pregnancy a4 o3 oz [m i &
7% In the first year of iife [my &% oz [mi} o
Intne 2. and 3. year of e a4 a3 oz 4 ja
3 & Inthe 4. and 5. year of Hie o4 fi ] [WiF3 01 [»39)
S In the tast 12 months a4 a3 oz [m3 g
L B128 i
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43} How often was your chiid present while the aduits were cleaning the Contact with fnrage

- [
oultry giabie? The following questions concesn comtaci io forage. We ,"M
mean acfivities fike playing, bandling, spreading. seading, 7
Abot ohteaday  Aboitonce  Absutonce Nevers teeding or simifar actvities.
Morethan  Uple & week a month almost never
15 min 15 min.
ma3 b,me2 e o During pregnancy 4 o3 a2 1 oo wds 46) Was your zhild, or the mother during the pregnancy with the child,
. N - . regulariy {meaning at leaat once a month over haif a year) in contact with
b3 2, w7 Ixe Fuxin the first year of life =) a3 D2 [wi [ forage or litter?
w3 Y vdd 3% Bwiinthe 2. and 3 yearotife  [3 4 03 0; s Oo
Ll dx fointhed. and S yearotiite 3 4 a3 Oz (=1 O D ves Cno D If ng, pease continue wilh the question 55
SER % In the 151 12 months =} k] 0Oz 0% 0o ! 2
473 How often did your chiid have contact with freshly cut grass?
44} How often was your chifd in a poultry stable independently of the activity Abcut oncs aday  Abautonte  Aboul once Never/
of the adults? Moretan Upto 2K amonts almost never
15min. 15 min
Apoutonceaday  Abowtonte  Aboulonce Never/ .
T TEE—— *X [Heing pregnancy B4 £] 11 (B
More than Uplo @WK a month aimost never ; z &
15 min. 15 min. ¥ ixe Zxx iy tne first year of ye €14 =[P ("B} Bo
¥4t mas Teixe nte 2 and 3 yearoflie 03 4 a3 fz oy ao _xsinthe 2.and 5. yearof ife  £14 a2z fuld CEg
ndd 2 nis Je Jsxin@ed and 5 yearofile (3 4 a8 Q2 ot I ioginie 4. and 5. year of fte {3 4 w3 “2 = Go
mdd_ 3 mad S T in the fast 12 months M4 falc} ) o [ufe] $oxindne st 12 menins 04 03 a0z 01 0o
45} Which characteristics best describe the poultry stable where your chiid 43} How often did your child have contact with hay?
spent the most time?
liudtiple answers are possible Abeutonce a day  Aboutonce  Abaul onee Nevet/
mas,_ 3 mas_2 Mot Upto ATRE amomts  almost never
During pregnancy in the tast 15min. 15 min
or in the frst year of Nh‘f? ) 12 menths i R 1% During pregnancy 04 a3 az a3 239
Cage B amad 3 0 00 T30 medd 2 ox Oxe ex i the trsL year of e 04 95 a1 oL
Floormanagement o
iinthe 2 and 3. vearof lfe I3 4 a2z ju] a14]
Free range fa iy} B
Aoiinthe 4. and 5 yearotlife  £1 4 o2 a1 oo
Don't know O3
Svxinthe fast 12 months D4 oz el [n ] oo
L B#-21 ] L B122 1
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49} How often did your child have contact with straw? 52} How often did your chitd have contact with grass silags?
Aboutonceaday  Abowtonce  Aboutonce Never Aboulonce aday  Aboulonce  Aboutonce  Neves
bore than  Upte  *Week amonth  aimost never wore than Lplo | @ week amonth  akmost never
t5mn. 15 min, 15min.  19min
&4 Quring pregnancy 04 ki oz o o X Druring pregnancy 14 i) ooz [w] 39
= in the Taat year of iite 4 Enic Oz s [wE) x5 in the fest yaar of He D4 e o2 (i3 [« 34
Sonthe 2. and 3. yearciife [34 o o2 Wi [wed F00 inthe 2 and 5.yearofife £ 4 as =l (=]} oo
4 Inthe 4. and 5. yearoffle 03 4 O% Oz ol a3 inthed and 5 vearoflife ] 4 o3 o2 £ o
a4 58 Exe Sw Inthe iast 12 months 04 a3 oz ot oo 5xx Inthe last 12 months {14 3 mz 0t o
50} How often did your child have contact with feeding grain? (whole grain, 53} How often did your chifd have contact with corn silage?
gritted, or grinded grain)?
Apoutonceaday  Aboutonce Aboutonce  Never
Anostonceaday  Abostonce  Aboutonce Never/ aweek amont: atmos! never
[beihuiaciiing: S Mote than  Up fo
Moretnan  Uple @ Week a month aimost never 16 min, 15 MmN
16 min. 15 M N ~
o5 B a A n o - o DUning pregnancy {4 03 [z [n R &
- b During pregnancy 4 £ H 9 ,
; U pregnancy o ' ﬂi Di a g Zx1n the first year of e 04 o3 (w3 R 0o
b 2 G 2 2 In the Trst year of fite E a2 H )
5 2 ¥ 4 0 Bainthe 2 ana s yearotife o o o o Qo
0D S B b Inthe 2 and 3 yearofie Dig as =] os i ; N .
. Awinihe 4. and S.yearolie 14 32 ooz [mE] (wie]
mMEC 4R 4y Awiinthe 4 and 5 yearofife g a3 Oz a1 (me] o a o n o
< .5%0n the last 12 menths 4 z } i
wE0_§ i Sx- S in the fast 12 months 14 o3 oz =B Mo * : ‘ ’
" . " N 54) How often did your child have contact with bought feed concentrate?
51} How often did your chiid have contact with corn feed (whoale grain or h ¥
ritted)?
g ) About once a day About once  Aboutonce Never/
week E th agnost never
Aboulonceaday  Abowlence Aboutonce  Never/ Mf: than 1;’2‘\‘; awee fmonit
Mt tmie | & W @i, &
Moretnan  Uple ° week amonth almost never ; . N ~
‘Smin 15 min. §a54 1,054 T A DURRG pregaancy 214 oz oz v} s}y
ST b e During pregnancy a4 a3 s o1 Do 42 eis B Toin the first year of e o4 o oz [n (s34
#51_2 0312k 2%+ In the firsl year of ife =P =P o5 oy Og 154 Alnthe 2 and 5. yearof life &1 .4 o3 ooz [mi] oo
513,55 U B nthe 2. and 3. vear of e [3 4 k] o2 ul o A > Inthe 4. and 3 vearofife 1 4 03 0z =] 0o
I ’ 5 ; 5
MGt 4, wET Ad- B inthe 4. and 5. vearoffife O34 a3 oz o oo Sxx1n the last 12 months Da 0z 0z | ni rro
mii 5wt e Bwiin the st 32 months (=) oz oz o3 [wE
L B1-23 ] L B12% i
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34} Where there other animals in the cattie barn where your child spend the
most time?
Lduitipfe ansyers afe pocsible
During Iy the first Inthe2 and 3. inthed and 5. In the fast 12
pregrancy year of life years of lfe years ot lite montns
w38 1 B B dwx
Pigs, piggiets 0o [NEN £z o3 a3
M3 Z MG L AR
Sheep, lambs, 1 3 =g 1. ful fis I
goats, kigs h ' < 3 >
PP IEE CI  C
Fotllry, chicks  [1 ¢ g 0 s a3
34 A4 mMA e _dxe
Haorses, foals (33 (R a; O3 Y
13 AR
Dogs, puppies  [1 @ [ g2 a3 a3
734 5 midd B Ox i
Cats, kittens 2384} 0 g2 o3 9z
M3 T w34 7 Bi dwx
Den't know 0a o 03 03z a3
M3 Ey AR
[Wis) o oz o3 o3
cyes Beng Juges:deno epes O w
L Bi-37 i
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38} How offen was your child in the pig stable independently of the activity of
the adulis?

Auculonce aday  Aboulonce  Abeuionce Never/

aweek a wonth aimost never
Morethan  Upto

15 min. 15 min.

WA e TR Inthe 2 ana 3 yearoflife 4 a3z az (a3 Og
By s inthe 4 3ng 5. year of ife a4 az 02 [ 3 0o
¥ 2938 30 Bt 0 the last 12 months [wE) a2 0z 233 (%3¢

38) Which characteristics best describe the pig stable where your child spent
the most time?
Laitiple answers are possible.

Construction 39 1 wie 2
During the pregrancy in the last
of in the firstyear of iife 12 manths

Stantion batn fully

3 w3 O Ox w3 e Oxe
iren D¢ w3k 1 G Oxx [ il e

Thiee size bam 0w lbe e By o

Parlly statted flioor 12 w35 3 2¢- B O3m s
Slatted foor T3 m3d 1 3y e (373 39 2 3- 3w
Don't know 04 w3 1 éx- dxs D14 w32 dx- s

Ventilation 393 M3z 4
During the pregnancy in the iast
or in the first year of iife 12 months
e TG MEEE G0 e (10 mERA B D
Mecnanical L1 mIBY e D 7 meER 4 TRe YA
Dot know D re3% 2 2% 20 T2 wmip A
Tty s Bty TeyessGmng
L B1-19 1
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Pig stable
We refer t0 a siable wore pigs and pigglels are held,

independently of other animals that may also be in the stabls.
The questions concam the arga where the pigs are held

m3% 358) Was your child, or the mothsr during the pregnancy with the child,
regularly {meaning at least once a month cver half a year} in a pig stabie?

Cives  [inNo = T ag, please confinue with te guestion 40
1 a8

36 How often was your child present while the adults were feeding the

animals?
Apoutonee aday  Aboutonce Abautonce  Never
Moewan  Uplo | ARk & month amost never

15min,  16mn
mE4 1 ndE T5 - 1%% During pregnancy Ha S [wi3 £ Cig
2.6 Zn - 2x< 1 the first year of e o4 Tl Wi oy 0o
BomiE X 3winthe 2.and d.yearof e I 4 s ] [ (a3)
&, w36 A _dixinthe d and 5.yearof lfe £ 4 Oz [P} 0 o
B Zix IR the last 12 months 24 i) oz (w3} (a 34}

37} How often was your child pressnt while the aduls were liftering or
removing dung?

Aboutonee aday  Aboutonce Abautonce  Never
T amenth  mmestnever

15min,  15min

Tex Dusing pregancy 14 [ &2z [A] Lo
Zox 1n the first year of fe 04 o3 oz 1 oo
i inthe 2. and & yearof e [J4 a3 0z i} GO
M3? &, mHY Ax- dxxinthe 4. and b yearoiife 14 i) e ot 9]
S In the last 12 months o4 =3 02 i 0o
L Bl-18 1
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Poultry stable
We refer to a stable or an enclosure whers chicken, chicks or other poultry are haldt
weds 40) Was your child, or the mother during the pregnancy with the child,

requtarly {meaning at feast once a month over half a year) in a poultry
stable?

«» it no, please continue with e question 48

Elves Eino
H &

41) How often was your ohild presant while the aduits were collesting ot
sorting egas?

Aboutonce aday  Aboufonce  Aboutonce Never!

Moretan Upro @ week amouth almost fever
16 min. 19min
Lk fx < During pregnancy 02z a3 )3 [a (A4
Sl B AR i the Srst year of life a4 as oz (B3 O
mine 2. and 3. yearof e O 4 a3 az (=3 Op
inthe 4. and & yearoflle £ 4 o2 0 [k}
e 0 s last 12 months a4 a3 oz [ (ARY)

42} How often was your child present while the aduits were feeding the

animais?
Avoutonceaday  Aboutonce  About once Nevers
Mowe than  Uplo a week amonth  almosinever
15min. 15 mn
2 £2 3% IRK During pregnancy o4 o3 32 (] Go
32,2 b2 B LK n the firstyear of life 04 [« fn s [wE] o
Fod inthe 2 and 3. yesrofffe {1 4 oz 30 (i Co
Ao nthe & and & yearofife 11 4 0oz a2 s (R
x In the fast 12 months 4 od o2 [w) el
L B1-20 i
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24) Haow often did your child have contactto or chicks?

Abostonceaday  Abowtonce  Aboutonce Never/

Morethan  Uple W el 2 mont alfrost never

15min. 45 min

w4 T Tx- 4w During pregRancy =) a0y Oz s Og
wn2d 3 omid - ioxin the fiest yearof Hie (%13 o1 a2 [w] kY]
w24 5, mid 35 jrxinthe 2 andB.yearotlfe D4 O3 O3z Os O
4.4 AR Awinihe 4. andboyearolile [ 4 ax Oz H O
i S-S in the last 12 monthis o a3 oz s Oo

25) How often did your child have contact {o sheep, lambs. goats or kids?

Aboutonee aday  Aboutonce Aboutonee  Never!
Momtan Upta Svesk  amondh  almoslasver
15mp.  $5min
b Ta- Do Duning pregnancy 4 o [n 351 [uin] (R
o dh x - 285 1 the fiest year of Hle 4 s ] 1 (A0
3,m drninthe2 and 2 yearolife O 4 O3 0o [mant (R
i inthe 4. and 5 yearotlife [ 4 fu Py 0oy fu I 5]
_5wx I the last 12 months U g 3 (W o (SN
26} How often did your child have contact 1o herses or foals?
Aboutonceaday  Aboulonce  Aboutonce Never!
m & week a month almost never
15 mn. 5 min
T4 DG pregrancy 04 a3 oz [ oo
2% 1n the first yaar of Hiie =S T3 [ 1 5 0o

H
az s ]

34 gz
driinthe 4 and 5 yearotlife [0 & a3 az Wik og
s the last 12 months 34 o3 o2 [} [uEs]
L 8113 1
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ity ich

29} How often was your child present while the adulfs were feeding the

anbmals?
Anoutonceaday  Aboulence  About once Never!
Merethan  Upte 2% el 2 month almost never

15mn, 15 min
w281 28 Yx- 1k During pregnancy o4 a3z oz ot 0os
B In the first year of fite o4 % oz (Wi oa
Bix Inthe 2 and 3 yearof ffe [34 a3 az [N oo
LAxinthe & and 5. year ofife [3 4 0z 02 s O
Sx¥ 0 the last 12 months G4 03 gz [m] oo

30} How often was your child present while the adults were littering or
removing dung?

Aboutonge aday  Abouionce  Aboutonce Never/
More than Upts A Week res aimost never

t5min. 18R

x+ 1t During pregnaicy o4 [l g2 od 0o
2%~ 28 n the first vear of life L4 o3 [ fw i) ea
Zx-_Mucinthe 2 and 3. year of e [14 03 2 i [wI]
Ao Axvinthe £ and 5.year ofife [14 o3 [ 4 i a6

5o in the last 12 months o4 o3 =3y o (AR

31} How often was vour child presert while the adulis were performing catiie

care?
Abowl onceaday  Aboulonce  Aboutonce Neverf
Morethan Upte * week a morth aimost never
B 15T
3185027 T~ _T3¢ During pregnancy [=F] o3z oz o o9
2x - _Zex In the first year of life rig 03 [N M [N]e]
Pointhe 2 and 3. yearof e [ 4 % oz at ()
Axinthe & and 5 year ofife L34 a3 oz H e
£x-_ 55 In the last 12 months = a3 02 s oo
Bi-18 1
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Activities in the stable

in the following section we would ke to ask you
questions sbout the presence of your child (for
axample playing, helping or simitar aclivities)
dating activilies in the stables.

Cattle stable

We refer 1o & stable were dairy cows, calves,
bulls or other caitle are held, independently of
other animals that ray aiso be in fhe stable. The
guestichs concam the area whete the cattle are held

m27 27y Was your child or the mother during the pregnancy with the child
regularly {meaning at lsast once & month over half a vear} in a caftie
stabie?

C; ¥as %: No <P |7 ng, please continue with the question 35
1 {

28} How often was your child present while the adults were milking?

AboUtONCs aday  ADDUTDNCE ADOUtonce  Nevey
Momtman  Uplo 2%k amonil amost never

15min.  15min
-1 puning pregnancy o4 o3
W28 2 wis Zx- e In ihe first year of e 04 o3
283, WS _ix

mEY w8 x

=]
e

414
11 [as)]
(W [n35]
o1 &
g1 23]

a

oooB
[V

<inthe Z.and 3. yearof ife 11 4 o3

286, % s Exxinthe 4.and 5 yearof e 71 4 o

M 528 Sk Bux Inthe [ast 12 months a4 fmEd

i Bi-1¢ 1
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[TT1T]
Sty i

32} How often was yaur child in the cattle stable indspendently of the activity

of the adults?
Apouloneeaday  Aboutonce Abeutence  Nevers
m aweek amonth abmost never
15min. 15 mn.
232 L3 txo IsX inthe 2. and 3.yearofite [ 03 nz [ ik
_Zextinthe . and 5. yearoflfe I 4 k] i3 my 8 16]
Fw 17 the 1ast 2 months a4 a3 oz =5 ] =3t}

33) Which characteristics best describe the cattte stable where your child
spent the most time?
Muttiple answors are possible.

. N
Constructien and ventilation w3 332

Duing the pregnancy in the last

of in the first year of lire 12 months
Stantion barn, cubicle . P O m3E3 Gre i
fovse B0 mil L One (3G m3x 3 e fmx

Desp pen fully Httered}
Fult atlomated loose
fousing

Open form bam
{ambient temperature)

Ry w33 UG Do 7 mid

33 w33 18- e [D2 m332 20w

33 m¥d 1 8- %o 33
Giosad barn with
mechanica vendlation

Ciosed barn with natliai Gs
ventiiation @

g m33 s o 04

Woxe B TS

Dot anow 06 mid 1o 06 madd fam fxe

Jewes
Milking m3R_E M3z 4
During the pregnancy inthe last
or i e first year of fife 12 months
Milking ronot [Fg pidd 3 e Onx Q0 S
Hifking stand [ LTI P P S
itk machine B3 mdd 3 ax- M 032
Hand miking [Ty wEEE ke b 013
Don't ko & miz 3 4x- dxx [14
Ty ene
i B1-1§
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study id
mid 14} Dld ihe ﬂchy rash of yaur child ever affect at least one of the following
mi4K
' The elbow of hollow of the knee, the wrists or the ankles, the thighs, the
face, the neck?

Oves  DONo
1 Q

CONTACT WITH A FARM

Iny the following section we would ke to ask you
questions about the farm environment. Please
raad through and answer ihis section of guestions
as best you can even if you dor't live on a farm.

For scientific reasans, it is very important to classify the questions in different age
groups. Even if i can be difficull fo remember older facts, we would like fo ask you to filf
in the boxes fof_sach age sechion that best apply The pregnancy questions concem
what applied o the mother during the pragnancy with this child

15} Did your child ever spand hisiher holiday on a farm?
This question only concerns famities with chifdren who do not ive on a farm.

Often Orice Never

Buring pregnancy oz [ g s fomis ik
in the first year of ife gz B Oa mis 2 miB X
Inthe 2 and 3 s 3, mis X
vear of fife bz B B

inthe 4 and 5 N . MIs_4, s x
yeay of fife g2 B Ho

in the tast 12 months a2z By oo MI5_5, 6115 55

L 515 1
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b
18) Which of the fel!owing family mambers graw up on an opsrating farm?
Yes Ho

o

8.1, m18. 1% Mother
Father

mi8 z,mI8 n
mi8 3, mi 3x Maternal Grandmother

]

o

o
w83 Maternal Grandigiher  [17 ¢

o

o

5 .18 8x patemat Grandmother
1B 6 o8 6% patemal Giandlatier

Contact to animals

The following questions concefn the regutar {meaning at least
ance a month over half a year} contact with animals. By confact
we mean for example pefting, brushing, snugghing, feeding by
hand or similar contacts.

For scientific reasons, it is very important 1o classify the guestions
in different age greups. Even i it can be difficutt ta remember
ofder facts, we would like to ask you to filt in the boxes for each
apge section that best apply.

1o 19} Did yeur child or the mother during the pregnancy with the child have
regular (meaning at jeast once a month over haif a year) contact to
animals?

These guestions concent cats, dogs and farm animals

{ vyes Lo <P 10, please continue with the question 27
H a

20} How offen did your child have contact to cats or kittens?

Aboutonce aday  Aboutonce  About once Neverd
m 2 week a month amost never
15 mn, 15 min
N2 1X-_IKX
Dunng p{egnancy 4 gz Tz [~} =3
w2 2. i
i the first year of ffe 24 03 1z [ oo
I P B B
inthe 2. and 3. year of e g4 03 oz o1 oo
204, mie 4x-
Inthe 4. and 5. year of e 4 B2 oz (Wi oo
Fei BN IS S
I e tast 12 mondhs 4 £z 1z [ jiel
I 811 1
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Tossr 1
s 16) Did your chitd during the first vear of life or the mother during the
pregnancy spend time on a farm?
£ vas Cino < |7 ng, please continue with the question 17
1 53
1 yes. how many animals were held on the farm during the period when
yaur child spent the most time on the farm?
HKiuttiple answers ara possible
W T IS LG Ry None 1-40 11-50 More than 50
Drairy cows, other cattie, calfs [yl 01 03z 03
MG E mie e mit 2
Pigs, piglels Co 0 1 ) O3
LI SO L R
Pouitry. chicks G Oy el O3
o6 4 mis dx, mid S
Sheep, fambs, goats, kids o] juii o Bod 03
A5 8 Bk omié_Ax
Horses, ponies. foals ©o i 42 03
m17 17} Did your child spend time on a farm during the last 12 months?
O ves O ne = it no, please continue with the question 18
t s}
If yes, how many anfmals were held on the farm during the pericd when
yaur child spent the most time on the farm?
Rultiple answers ara poassible
e None 1-10 1-50 More than 50
Dairy cows other catlie, calfs Co o3 o2z a3
mi 3 rat? Zax
Pigs. psgles [m33] O+ Rl O3
7 ety Bxx
F‘Duﬂry chicks Cg 81 =iyl a3
7 A bl A7 o
Sheep, lambs, goats, kids o [nE (=51 O3
Lmi? Sxoml? Bax
Horses ponies, TJoals [uge) O3 T2 Oz
L B1-10 4
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sl jd
21} How often did your chiid have contact to dogs of puppies?

About once aday  Aboulonce  Abeutonce Never/
atmost never

Morethan  Upto @ week = montk
15 min 15 trin.
WAt L K- TR0 During pregnancy 4 oz oz (xR} [=1e)
M21 201 00 Z05 in Ahe st year of fite a4 az o2 =R} Ca
szt neit B Sw IntheZ and 3. yearoffe 1) 4 s oz (% fig
MmZI At 4. 4w inthe 4 and 5 yearofffe I 4 oz W53 [ g
E RN in the tast 12 months a4 oz Iz =l To

22) viow often did your child have contact to dairy cows, calfs or other
caitle?

Aboutonce aday  Aboutonce Aboutonce  Never
Toetan Uplg swek  amond  aimostnever
18 min 16 min.
vy DURRG pregRancy 24 03 0z B1 o
Zx¢ 1n the fiest year of e [ ks 02 i1 (2 3d]
3% Inthe 2.and B.yearot e £ 4 0% o [niy} Oa
4% Inthe 4. and 5 yearoflfe ] 4 03 =53 oy o
St 1 the last 12 months 4 oz oz 0y (A3

23} How often did your chiid have contact to pigs of piggleis?

Abculonce aday  Aboutonce  Aboutence Never/

More than Upto  awesk a month amnost never
15min. 16 min

~.. < During pregnancy o4 o3 oz 0 2o

2% 1n the first year of e 04 o3 [mip3 [sh tig

Btinthe 2 and 3. yearofie £ 4 O2 Oz (=3 Og

0 lnthe 4 and 5.yearof life 9 4 Oz [mi) [mE] = 3]

335, w23 Sx - _Sxx I the ast 12 months =P az o0y =5 Og
L B1-12 i
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stady_id
Bear parents,

Please complete the questionnaire as well and give it fo your child te bring to school on
the day of the blood sampling. Our study physiden will coliect the questionnaire there
The day of the blood samping wif be communicated to you in advance by aur
GABRIEL-Team

A few comments on the answering of the questions:
The guestions with “your chitd” refer to the child for which you are completing the

guestionnairs. #f mors than one of your chidren are participating in tha siudy, please
cofnplete one questionnatte for each child.

Flease use a dark baflpoint per {no feittip pen} fo complets the gquestionnaire: by]
Pleass comect the boxes with an arot by Sling fem out completely. =
Please filt in the numbers clearly in the intended boxes. Kk

Flease always read the infroduciory semtences before the quesfions. They confain
important infarmation that renders the answaering of the questions easier for you

For scientific reasons, it is important to <lassify the guestions in different age groups
Even i it can be difficult fo remember older facts, we would like to ask you to & in the
box for each age section that best appliss.

Please don't get scared by he size of the questionaaire! |t takes about 20 bl maximal
45 minutes {o complete it

e are not inferestad in svaluating the children or their famitios! We therefore ask you
1o answer the guestions honestly and as completely as possitie

Thank you very much for completing the guastionnaire!

GABRIEL Advanced Survays | WR 4.1 | Annotated CRF | Annex 81— Phasa |i

HEALTH INFORMATION

45 Has your child at anv time ever had ing of whi noises in the
chest?

md Oves  [CINo ~» Ifno, please continue with fhe question 12
1 B

m5 5} Did your child have wheezing or whistling noises in the chest whilst
i breathing during the last 12 months?

dves CINo =3 i nt0, piease continue wilh he guestion 19
1 G

mb 8 How many episodes of wheezing or panting did your child have during
mbix the tast 12 months?

Mo episodes [=E4]
1 - 3 episades 2
4 - 17 eptsades (w33
Mors thaa 12 episcdes 03

w? T3 How often did your child have to be brought to the emergency
TR department of a hospital because of these respivatory symptoms dusing
the last 12 months?

Never [2Xs]
Onece 01
2 times 2
More than 2 imes [m1

me& 8y  How often did your child have to spend the night in inpatient treatment of
feeerd & hospital due to these during the fast 12 months?

Never oo
OQnee 1
2fimes [z
#ore than 2 times 23
L BET 1
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i,
FIRST YEARS OF LIFE o ”/w,
I
B R
, i wsich at i VDo)
mi 1) How much did your child waigh at birth? ———etomf’s 2l it
Lessthan 2500 O ¢
2500g1039%3¢ [0 2
Qver 4056g o3
mZ 2) Was your child breastfed?
I ves [INo = If o, please continue with the guestion 3
i o
! 1 yes, how long was yaur child breastfed altogether?
w2 Ix Nt braascfod
Less than € months 09
B- 12 months [
tonger than one year Sz

mi_2 1 yes, how long was your child breastfed without adding other
M2 nutriments (meaning without formuia milk, baby-food, other nutriments
- of juices)?

rrmestiate adding other nutdments
tess than fwa manins g1
2 -4 menths Oz
5 -6 months O3
Longer than 6 manths. T4 4

3} Did your child regutariy attend facilities w1th childran from other families

until schoot enrslment {for example L RUrSery,
another caretaker}?
Yes Mo
m3_ 1 K n the first vear of lifs 2y o
3 2,3 Zx inthe 2 tod. yearorite  IF7 [ @
m3_3,m3 3x inthe 4 to & year of ifs By Oz
L 814 i
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st
m=2 8} Has your child used an asthma spray during the last 12 mionths?
mln

Oves [ine

1 o

m 1t 10) How old was your child when the first sympd of ing or whistli
migx in the chest began?

il 1 iduting the firstyear: Atthe age ot L2
mid ix
i - months fnyvears
11} In your opinion, what were the iriggers of your child’s breathing
problems? Midliple answers are possible
it
Infection (e.¢. common cold. i} 21
Exercise {e g jogging. plaving)  [12

Cold afr, mist B3
Psychological stress a4
Contack with anirmals 533

Loy (Omng
Contact wah Bowers, grass. frees  [1 6

Swiriing dust ey

Inhafed strong smells of sprays s PoBx il Sax
Specifc foods (W) Ox,mtE o
None of the above g mit Thomil Tk

m12 12y Did your child ever have an itchy rash that was stronger or weaker for at
feast 6 months?

O ves I Mo < i no, please continue with the question 15
T

1% 13) Did the itchy rash of your child occur during the last 12 months?
Midx

Oyes CIne
T a
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GABRIEL®

Parental questionnaire
for the second Phase of the Stady

Flease fill i the given name of the child for whom you are compieting the guestionnaire,
FILTALI[R[TIE T

m_in

S,

Study Address:
Chisting Strunz-Lehner

Postal Address:
GABRIEL-Study
GABRIEL Project Postfach

AG Prot. Dr. E. von Mutius
DCr. von Heunersches Kinderspial
Lindwurmstrasse 4
80237 Miinchen
Telephone: {389 5168 7710
E-Mail: gabriel@med uni-muenchen de
internet-Site: hitpigabriet web uni-muenchen de

Fragenkknik der LU Miachen
Maistrasse 11
S0337 Manchen

L 81 N
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Consent form

For the study to be successful, it is important fhat as many families es possible
participate. We therefore ask you to consent 10 the participafion of your child to the
second phase of the study

Please dor't forget to sign the consant form

1 Je exarm
¥We agree with the physical examingtion and the questioning of our chitd

-

m_blocd

We agree with the blood sampling of our child

i genetic

We agree o the analysis of the genetic information conceming asthma and allergies
out of the Blood samples.

m_fc_chust

We agree with the dust anafysis.

{1

{1

-3

i swab
We agree with the sampling of nasal swabs in our chifd.

=3

We nave received the written information on the GABRIEL study. We were informed that the
participation of cur child and our Tamiy in the stugy is voluntary and that we have fne right o
withdraw our consent al any time without giving any reasons. There will e no disadvantages 1o
cur chitd f we withdraw cur consent lo participation. In case of a withdrawat the saved data will
Be rendered ancrymeus of if we wish deleled (as fong as the data is not aleady ancaymous)
The extent and the procedure of the study were explained to us in a comprehensive manner
We were informed which examinations were planned, what kind of data regarding personal and
the liie environment of our child was going to be asked. and which groups woukd be analysing
personal data {Study centres} and pseudonymised data (dala centre, laporalories). We received
the contact address of our study centre.

We have read the parental information and agree with the participation of our child in the Study
as well as e analysis of the personal data and the pseudcnymised data in the described
extent

We had sufficient ime to make & e decision and ware informed adedquately

HTADTSIATEl®ITT T T T T T T T T T T TTTTT]
Given name of your ohild gy i iy

Date m je_date

Signature of the tagitimate parent 1, 32 sign
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shely i

Dear parents,

Please fitf in the consent form on the next page first. Detach it and send i back
to us using the enclosed return envelope. Thank you very much!

Please complete the questionnaire as well and give it to your child to bring to
schaoal an the day of the blood ling. The bicod i i will
e communicated fo you in advance by our GABRIEL-Team.

SABRIEL Advanced Surveys | WP 4 1 | Annolated CRF | Annex B1 - Phase i
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1384351

study_id

EARLY CHHLDHOOD AND FAMILY

The pregnancy questions cencern the biological mother of the child.

106 108} Did the mother take antibiotics during the pregnancy with this child?

O ves LCino
1 &

m1o% 109} Did the mother smoke during the pregnancy with this chiid?

Oves DOho
1 o

118 110 110} How often did you bait or wash the pacifier of your child in the washing

mazchine during the first year of iife?

#y child gid not have a pacifier £ 4

Daily 03
Weeldy (%]
Honthly £
Seldosmily Of never [=N¢]

114} Did your child ever have to be treated by a physician for intestinal

worms?

miti_1 Oves O
H &

112 .n 1. i yes, how often:
PAore than 3 times %]
2- 3 limes 0z
onte Oz
L B-45
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112} How many people {i i i live y in your

5—‘ i Children between 0-18 years

wiiz2 Ll } Adults {16 years and aider)

113} In what year was the mother of the chiid born?

mii 19

114} in what year was the father of the child born?

mitd 10

w115 115) Wao answered the questionnaire?

il

ix  Mother 41

mi15_2X  Father £z

M5 3x  Mother and Father E1 3

mt18 dx Other (2]
apes 1 Qmno

Thank you very miech for your effert and support!

L B8
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ANNEXE 4 : Questionnaire Gabriel Phase 111
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I_ 4774585279 —I 2022585270 ---]
Please do only answer questions 7 - 10, if the cow milk was bought
in @ supermarket or shop! 13. How was the the cow milk heated?
o
5 momiE_ i
7. The cow milk from the supermarket is: e n & pot on the cooker
el el
F E fresh mitk, homogenised 10 in the microwave jle]
Pasteurised fresh mifk, not homogsnised b
Raw milk, homogenised 50 14, How d hitd iy i  this sort of Al
Rew ik, nat homogenised o . How does your child usually ingest this sort of cow milk? .
. omia
UHT-mill 50 As milk (withols any additicons) 10 ot Tk
8. Do you know the fat contant of the milk from where As mifk with addifions (for example cocoa) 30 momlé
yau took the cow milk sample? mom8 - momER
3.5 % oF more io As addition t‘e ceféals, a‘}mfiakeﬁ; etc i ‘ 3¢5 momlaix
25%1t35% 20 omers: | | | FIET T T e momin e
18%025% 3 E i T e
tessthan 15 % 20
Unknown ko) 15. How often does your child currently ingest this sort of cow mitk
{as milk, milk with additions for example cocoa, addition to cereals or cornfiakes)?
9. When did you buy the milk? For about D] Days D] Hours ago M is
moms 1 nomd_2 Less than once a week o
OIS
B ~ ) - Once 16 Six limes a week 0
10. How iong was the milk carton opened before taking the cow milkk sampfe?
Every day 3
momie_t
The carten was opened just before iaking o) Several imes a day EXel
the cow milk sample
The carten was epened for the first Bme D] Days D:I Hours agoe
e momi0 2 16. Doss your child currently drink other sarts of cow milk or goat mitk?

o 123 There piease consider also cocoa and other milk drinks?
11. Was the cow milk being haated or boited before consumption by your child?

mom it

Proes o Raw milk, not homaganisad O o6 Ix

Yes 0 =>please go or: with quastion 121 Raw milk, homogenised 10
Mo oo == please go or wilh guestion 144 Pasteurised fresh mitk (cow milk) 56 morl4 35

. UHT-rrélk {ow mikk} a0

12. in case you heated or bolied the cow mikk: R
momiz D]j Preparation from milk powder {cow milk} S0
10 alca 20 momtl R ~
The milk was being boiled longer Comaomtz, Unpasteurised goat milk e
Thee milk was enly being boiled up shortly 0 atea Djj *C ot 2]

The milk was being heated, without bailing 10 atee D]j o0 oMz The team of GABRIEL says “Thank you very mech for your cooperation”

63 ce4

L - . __I
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Tobe filied in by the CABRIEL-Team:

k Amival ofithe sample at the place.of sratureof sample -
! : i T T TTTTTTTY
Ipcation f Stady cantr T Frdge-No. ./ Diawer . | BagNo, .| ‘ i ‘ | | ‘ | ‘ 1 ‘ ‘ i ‘ I ‘ ‘ i

TUbe 1, 5O mi Study 1D

E).m

Tube 2, Bioml;
Te 3 {utfay
Tubed; 25

o
Ba:
o
@
B

2t

Tube 8; 25 il Genatic 10
BE 5 st o}
I
I Reriwiat
| e
L
[ Storage location  Laboratory: ... g 7 Drawar Yo 1P
-Tube s, B0 ml, Study Ui i
Tabe2 &6 miStudy D - o
Tube:3; .58 s 5

Tilbe 625 mi G i % §
Tube 7, 25 mi, Study | ot .
T 5 i, Genatic R S
Tiib 5 1 R %
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13) How was the pig stable lastly cleaned?

Dry cleasing with Droom
Brry cleaning with ioover S E
wet cleaning ¢i. e. Righ-pressure cleaner} s 13

CANING Using themicals.

e 1 §_ax

14) Where there aiso other animals in the pig stable?
Mitinde arrswers are possible. "

o [0 medest
Sheep, lambs [

Gows, calves

] et
Goats, goatiings |

=i e
Pouttry, chicks
Horses, Toals EES
Blogs, pappies satd &
oats, kitdes
HNo

(R R E

1astly renovated:

16y Which criteria describe the poultry stable the best?
Muitiple ansivers are possible.

Construction  wisis Ventilation woeds it 2
Gage ¢ 3 mxebsstoUl 0% Natral ventiation [ modsste 2 3
Floor range O wodseds 1 gy OO DY OLGNING Windows and

deors and / or by

Free range moeks 151 3% a eaves-ridge-venfilation-roon}

Bailt openty s tn ] i eriation by pored ceil
U entilation by pored ceiliy

Built clase [ S L ¥ P 9

verdiitation using ventiiaiors

ol =)
GABRIEL Advanced Surieys | WR 4.1 | Annotated CRF | Phase Hia - Annex &6 - Milk
2589588273 I
%
CABRIE L§ monl7 T moml72  morl7_i
v 7 oy

Short questionnaire concerning the collection of cow milk

Please refer io the cow mitk sample you fifled in the test tube when answering
the folfowing questions!

1. Whan did you fill the cow milk sampie into the test tube?

D]D:I]] b oty D]D]

DD MM Y HH MM

momt b el 2 momi3 mom? 4

2. Temperature of the cow milk at the tirae of the sample drawing:

D]D

o

3. What sort of cow milk is it?

mem3
Cow milk diraclly coming from 1O e please 9o on with question 41
one’s own of another farm
Cow milk from the supermarket or shap 20w please go on with question 78

Please do only answer questions 4 — §, if the cow milk you filled in the test tube was
coming directly from a farm {your own or another ong}!

4. Where and how jong was the cow mitk being stored ...

.. from the time of the milking untit the tast preparation for the child?

TR sl
wroEnAa waoindal 3 a2

in the fridge 1 st D] e D:I Days D] Hours
fn the paniry 10 st D] e ca D:I Days D] Hotirs
Other depository; 30 momdaZ i momvial 2 momdal ¥

momidaz_23x
LLLITTTTITTTITT wen [T] e on [L] oo L1 s
momdal_i seedad 1 WORIR3, o

roeingad 2%

Cet

-

l 0120071450
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17} Which sort of animal feed did you use for the pouitry in the last 2 weeks?

Auitiple answers are possible.

Rurchased feed in peliet form

Purchased feed in chipped farm:

Cencantrated feed

517 _Ax

Full grain wheat
Full grain barley rodssT7_Sx

Kifchen stops. slss 17, 6%

Grain shred
Corn shred ?
ik / Curdied iow-iat mik [ Curdied whey B

Fresh Grass [

18) What sort of litter did you usa in the poultry stable predominantly in the jast 2 weeks?

Mustiple answers afe possible

Long straw

Chalfed Shied
Saw dust TaYay s Butty
Bark muich

No kfter

19} This dust sample is coming from &

@

Sneep stable
Harse stabie O
L . _|
GABRIEE Advanced Surveys | WP 41 | Annotated CRF | Phase Hiz - Annex OF - Mik
5464585271 m’]

b. ...from the time of the last preparation for the child untif the sample drawing?

“renamdbx riodl]23x
ol et memdh Ll memthi3
in the fridge | | Days| | |Haurs
fn the pantry | | Days| { l Hours
Other depositary: 3 Y] syl i ol &

'z‘ui!tfnﬁ)‘; by

Was the cream skimmed from the cow milk?

momé iy
Yas, the cream was totally skimmed el
Yes, the cream was partly skimmed 20
No, e cream wasn'l skimmed and was e

stirred with the milk before consumption

o, e cream wasn't skimmed and not stived 40
with the milk befors eonsumplion

ahout the

farm:
Milk scope of defivery Wearmeme 3

Agricuturally used ares

; J ha momé_ 2

Number of eattle Units s 3

D:‘] Units enoeis

moraf_ 8

Number of dairy cows

Type 6f milk cooling system

& Bioburden up 1o now KBE/m] momé &

in the past, wers there detected Vf/}g@ ZS
residtes of antiiolics in the mik? ' e
a¢ o
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DUST QUESTIONNAIRE BARN

234

1} tn which year was the bam:

bt up:

vl

2} What is in the barn?
fduftiple answers are possible.
Heating material or wood
waote feeding grain
Grittad feeding grain
Whate grain corn
Gritted feeding com
Hay
Straw
Other animal food

Don't know

iastly renovatad.

et ¥

modbsz

moghsd_{x

3} I case you answered hay: How offen were there probiems with

mould growth in the hay sterage?

Every year

Avout every second vear
Rarety

Never

Don't know

L
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8) Which sort of animal feed did you use for the cattle in the last ? weeks?

Multipie answers are possibie,

Gom silage
Grass siage

Gioncenirated feed in peliet form
Coneentrated feed in chipped form
Grain shred

Grain fiour

Sugar beet in chippsd fomm
Compressed hay

toose hay

Fresh grass cut

skl

ks %

mdasd

ricts$, T

6} What sort of litter did you use in the cattle stable predominantly in the last 2 weeks?

Multiple answers are possibie.
Baixture of lime and sand
Saw dust
Slraw
Triticale
Rutber mat
Ho bitter
7} How was the cattle stable astly cleaned?
Dry cleaning with broom
Dry cleaning with haover
et cleaning {i e high-pressure cleaner)
Cleaning using chemicals
&} Where there also other animals in the cattle stabie?
Fduitipie answers are possible
Pigs, pigiets
Sheep, lambs
Goats, goatiings
Poultry. ehicks
Harses, foals
Dogs. puppies
Cars, kiffies.
No

o
7
EA

ks B

maodud

ek, e Ve

reocssd_dx

ks Bk

33 ranisd

sedes? v

s

Tadss? B

Tdse

stdect Ty

ot
Tt

st .
Ses thticr

58

S

T

-
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DUST QUESTIONNAIRE ANIMAL STABLE

1} What sert of i is y

modast

1[] Conventional ] Bio

being i P i ¥

3 [ Demeter

2} in which stable does your child spend most of its time?

radhisk
Cattie stable g
Pig siatle 20
Foullry stabie 10

SheepsHorse statle 4[]

7> gontinge wih No. §

« continue with No. 9
i continue with No. 15
= pantinie with fo. 19

3} In which year was the caitle stable

it

lastly renovated Dj]j
£ ya

4} Which criteria describe the catfle siable the besi?

Mustiple answers are possibie

Canstruction and ventilation

ot 1

Mitking

riesdad 2

Stantion bam, cubicle house ¢ [ medssd, LT milking robst OO b2 a
Deep pen {fully litered) [ rossrlsed 3 2 Milking stand t [0 rssdsd 2.2%
Full automated loose housing 2 [ medssd 1% Milk machine 2 [0 modsd 3 5
Open form bam (ambient : O 4% Hand mifing 3 O rredbsd 2 3%
temperature}
Ciosed barn with mechanical 3 [ madisd ) 5% =Yt Gabie
veniiaton
Closed barn with natural venfifation 5 [] madisd 1 52
{i. &. by opening windows and doors
and / o by a eaves-idge-ventilation-roof) 1. v s
L J
r-- GABRIEL Advanced Surveys | WP &1 | Annotated CRF | Phase lila - Annex C5 - Scooped dust ,....]
OEBE0T1456

8} ln which year was the pig stable:

bullt up

tastly renovated

18} Which criteria describe the pig stahle the best?

Kufiple answers afe possibie
Construstion
Stantion barn Rilly litiered

Three size bam
Partly statted foor

Satted floos
Built openly

Built close

Ventitation
wodss 161 1% Natural
rocdsait 1 9y (-8 DY Gpening windows
R and doors and J of by
modeslG § oy O BAves-TOge-ventlaton ool
sreocdss s T

. Mecharical B[] reedsein 2 0%
PROaiEe T 53
t¥es Oatio

Ty {mbo

11} Which sort of animal feed did you use for the pigs predominantly in the last 2 weeks?

Kiudtiple answers are possible.

Liquid feed
Humid feed, crumbly
Fodder in pellet farm
Faddsr in chipped form
Fadder in a ficury form
Hayfawers

Sugar beet in chipped form
Grain

Potatoes

Darisel]_ 2y
2O medissilix
300 medsetd
40 medsil
s O madsstl
el 117

madss

12) What sert of litter did you use in the pig sizble predominanily in the jast 2 weeks?

Mustipte answers ate possible

N fitter
Staw
et litter

L

o3 O

rrwcidss

i
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Documentation Sheet
Electrostatic Dustfall Sampler

1D Barcode sty ¥l
B

Spot of the sampling: urseny (E0C 1} [Stable (£5C 2} [ Bemn (EDC3)

Date and time of the
opening and positioning
of the sampler:

Time (24 hetre)

Date and tima of the
closing of the sampler:

ok
Height where the sampler H
was positionad: i

Please indicate where windows, doors, furniture efe. are located and where exactly the sampler
wasiwere pisotioned. In case the spot of the sampling is a stable or 2 bars please indicate, where
doors, boxes, vivarium, storage of {odder, cratch. waste. bales of straw elc. are ocated

Skefch of the room, where the sampler was positioned:

v
Positiening of the sampler. Lengthwise, long side parallel o the watt | |

Crosswise, short side paralel to the wad

oot

Irregularities, for exampte cat sat on the sampler, sampler
fell down, something feit on the sampler, etc.

If yes, please describe:

7
CEt ;
GABRIEL Advanced Survays | WR 4 1 | Asnctated CRF | Phase lila - Annex £3 -EDC --;
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Documentation Sheet
Electrostatic Dustfall Sampler

1D Barcode sivly
3

Spot of the sampling: | Nursery {EBG 1} | Stable D 2y [K] Bawn (EDC 3

o

el 2.2
Date and time of the

opening and positioning
of the sampler:

Date and tima of the i ]
closing of the sampler: i L
modhed | e

Height where the sampler | i
was positioned: L=

Time (24 hovrs}

Please inicale where windows, doors, furniture etc. are Jocated and where exactly the sampler
washwere pisolioned. In case the spet of the sampling is a stable of a barn please indicate, where
doors, boxes, vivarium, slorage of fodder, cratch. waste, bales of straw efc. are focated.

SKeteh Of the FOM, where e sampler was positioned:

Positioning of the sampler.

irregularities, for example cat sat on e sampier, sampler
fell down, something feit on the sampler, eic.

No e
¥ yes, please desaribe:
mcdhin?
i
=

C3t _j

smdsel Spot of the sampling:

GABRIEL Advanced Surveys | WP 41 | Annotated CRF | Phase llfa- Annex C2 - EDC "'"]
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Documentation Sheet
Electrostatic Dustfall Sampler | ‘

1D Barcoge

3
| Nursery (E5C 1} Stasle (EDC 2y ] Bam [EDC 3
Date and iime of the
opening and pesitioning
of the sampies:

e {2¢ hours]

Date and time of the e [24 hours}
closing of the sampiler:
Height where tire sampler
was positioned:

Piease indicate where windows, doofs, furniture ete. are located and where exactly the sampler
wasiwere pisotionad. in case the spof of the sampling is 2 stable or a bam please indicate, where
dnors, boxes, vivarium, siorage of Todder, cratch. waste, bates of siraw efc. are located

Sketeh of the rosm, where the sampler was poailioned

Positioning of the sampier: Lengthwise, fong side parafie! to the wall [

Crosswse. short side paraliet to the wall [[] 2
mtised

ves [ 1
Ne [] ¢

Iregularities, for example cat sat on the sampler, sampler
fett down, something fell on the sampter, stc.

if ves, please describe: sl

<2t _J

GABRIEE Advanced Survays | WR 4 1 | Asnctated CRF | Phase lila - Annex C4 - Maltress dust "-']
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Dosumentation Sheet “Dust Sample”

Number of the sampl i

Please fill in the following formi
in addition we would kke to have additional information concerning the dust
sampie you have coltecled for us:

pastdml

Déte of collection of the
dust sample:

How big is the matlress

of your child?

Plsase meastre by using stached
measuring tape:

Longty

modn
How old is this matiress? 1

] tess than 1 year

3 []Bstween 1 and 5 years.

etween 5 and 10 years

| Moze than 10 years
mndind

Does the maliress have a spedial T Yes 2 [N

covering egainst acarians? -

What sort of floor do your child
have in their bedroom?

Al

Days ago

‘When did you clgan the child's
baxdraot with & vacuum cleaner
for the fast time?

To be fifled in by the study centra:

Date and tiree of the handiing: [
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ANNEXE 5 : Article “Assessment of dust Sampling Methods for the study of Cultivable

Microorganism Exposure in Stable”

APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, Dec, 2008, p 7617-7623 Vol 75, Neo. 24
GOGBY-2240/00/512.00  do EMOM1400
Copyright £ 2008, American Sodiety for Microbiology. All Rights Reverved.

Assessment of Dust Sampling Methods for the Study of
Cultivable-Microorganism Exposure in Stables’

Anne-Céeile Normand,'* Mallory Vacheyrou,! Bertrand Sudre,!
Dick J. J. Heederik,” and Renaud Piarroux”

Franche-Comeé University, UMR-CNRS 6249 Chrono-Environnement, Mycology Depariment, Besanwon,” and
Department of Parsitology and Mycology, Assisinnce Publigue-Hbpitauy de Morseille, Magseilie,” France, and
Instisute for Risk Assessment Sclences, Division of Environmental Epidemiology,

Usrechs Universisy, Uneecht, The Nevherlands™

Recelved 17 Tune 2009/Accepted § Oclober 2009

Studies have shown a link bebtween Hving on a farm, exposure to microbinl components (&.g., endotoxing or
B-p-ghiecans ), and a lower risk for allergic diseases and asthma. Due to the lack of validated sampling methods,
studics of asthma and atopy have not relied on exposure assessment based op cultore technigues, Our objective
was therefore to compare several dust sampling metheds for the detection of cultivable-microorganism
exposure in stables. Sixteen French farms were sampled using four different methods: (3} active air sampling
uskog o pump, (i) passive dust sampling with a plastie box, (8 dust smunpling with an eleetrostatic dust fall
eollector (wipel, and {{v) dust sampling nsing a spatula te collect dust already seltled on 3 windowsill, The
results showed that collection of seftled dust samples with elther plastic baxes or wipes was reproducible
{pairwise varrelations, 0.72 and 0.73, vespectively) and resulied in highly correlated resulis (pairwise corve-
fation between the two methods, 0.82). We alse found that seftled dust samples collected with a plastic bex
corvectly reflected the compesition of the samples collected in the alr of the stable when there was no farmer
activity. A loss of microbial diversity was observed when dust was kept for 3 months at reom temperature. We
therefore conclude that measurement of viable micrsorganisms within a reasonable time frame gives ap

236

accurate representation of the microbial compesition of stable air,

Several studics published in the eardy 20005 have shown that
the risks of becoming atopic and presenting with symptoms of
hay fever and asthma are lower for children who spend their
early infancy on farms (2, 9, 13, 14, 26, 37}, This protective
effect was found o be associated with several factors, including
contact with Tarns animals and high-level exposure to microbial
componens {including endotoxins, extracellular polysaccha-
rides, and ghucans) (333, The ALEX (ALlergy and EndotoXin}
study showed that continual long-term exposure to stables unti
the age of 5 years was assoclated with the lowest frequencies of
asthma, hay fever, and atopic sensitization (25). More recently,
the PARSIFAL (Prevention of Allergv—Risk Factors for Sen-
sitization Related to Farming and Anthroposophic Lifestyle)
study confinmed the inverse association between bacterial en-
dotoxins from mattress dust and atopic wheeze. This associa-
tion was no longer significant, however, after adjustment for
exposure to fungal betad1 3)-glicans and fungal extracellular
polvsaccharides (28), Tu a recent review, von Mutius suggested
that mold or other microbial components might modulate im-
mune responses and thereby protect against allergic diseases
as previeusly suggested for endotoxing (33). Indeed, a study by
Sudre et al. showed that hege amounts of pollen, bacteria, and
fungi are found in the air of cowsheds (31). Last. this brief
overview highlights the facts that {iy only a few antigens and

* Corresponding author. Mailing address: Umversité de Franche-
Comte, UMRCCUNRS 6249 Chropo-Eavironnement, UFR-SME, Dé.
partement de Myeologie, 19 rue Ambroise Paré, 23000 Besancon,
France. Phone: 33 363.08.22.74. Fwc 33 363.08-22.32. Eemail
aseecilenord@@hotmailoom,

¥ published ahead of print an 9 October 2009,
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mticrobial substancey have been studied and identified in the
cowshed envitonment so far and (if) if is bkely, given the
innunofogical mechanisnis, that other microbes or com-
pounds may be involved in the protective “farming effect.”
However, assessment of aerial microbial drersity inoa large
sample of farms and stables §s difficult to perforin. Tdeally, such
assessment would require the measurement of the inbaled
dose of fungal spores and bacteria over a substantial period of
time for each individual included in a cohort. Because such an
approach is not applicable to large cohorts, settled-dust sam-
pling bas been proposed in numerous studies as an unsophis-
ticated and cost-cfioctive way to assess long-ferm xposure (o
aithorse components (10, 11, 15, 17, 29, 30, 34). However,
settled-dust apalysis & only a surrogate measure for aisbome
exposure, and distortions between settled-dust and airborne-
dust microbial flora should be evaluated. We present here a
study afining to assess whether the microbial composition of
dust coltected in cowsheds is representative of airborne micro-
bial flora. In this study, we assess the richness and diversity of
bacteria and fungi from sirborne and settled dust collected by
several methods in the cowsheds of 16 French farms during the

WIntCT SCasOn.

MATERIALS AND METHODS

Stady design. The study was pesformed from February 2006 o April 2007 on
16 French fammy focaled in the Franche-Comié region ares located in the
fast of France betweon 46 Yoo ATV and 52935 10 604YAE. The
of the farms ranged Trom 200 m fo m, Ten of these farmes corre-
spondad 1o children who were previously ticluded in the PASTURE stady (35).
Nine stabies were freestall stables. and the other seven were stanchion stables. In
the freestall stables, the cows wore froc 1o move unill milking time: thon they
entered the mulking room one afier another. Lo the stanchion stables, cattle were




This NORMAND ET AL

hobbled; cows were tiod wp all the tme inode cowsh and the farmer moved
hemwecn them for milking.

Sample deseription and sampling. [0 cuch stable, one @r sample was coll
befure the Teeding sewion was started (hefore workd, and die other was eoll
20 min after the fecding session (afior work), Collection of airhorne dust was
based on actlve impaction of air particles (with a 3-ermin ow) wsinz o cusselte
{dhiameter, 37 mne, Sensidyae, Clearwater, FL) contzining a Teflon filter (pore
udmucr (043 pre;, Millipore Sensidyne, Clearwater, FLY during 2 20-min pump-
a Gil-Alr 3 pump (Sensidyse, Clearwarer, FLY. The device was
fixed on @ tripod af a fixed lm;hl of 73 um and was located at a central place in
ihe cowshed. The filters wore rinsed with 10 mi of 019 Twooen 80-sterile water
{Sigrom- Aldrich, Swinheirn, Germany} and were shal for 10 min in s ston-
acher (AES Laboratoire, Combourg, France) with o defay of fess than 3 b afier
field wor

In addition, tvo seited-dast samp

fed

fos were collected maieg o spatls on either
il or the metaltie stanch bars whees the cows were hampered. In
- i Himit contamdnaton by soil, samples were collected from supports
focated higher than 150 mand were pul in a sterile plastc box.

Two other settled samples were collected vsing plastic boxes (24 om losy,
184 em wido, and 3.5 om high; Mobil Plastic, France). An aluninem grid with a
ed. 8-mum lok was placed oo top of ihe box o prevent large wralgams from
seitling indide. These hoxes weree left for 1 monl in the cattle shed, ot of xmah
Gf thir cows. Ome sel of dust sarnples (one spatula sample and one hox saaple
was analvzed on the day of sampling, and the other set was Kepr al room
wwpariture for 5 months hefore belng amalyzed. Dust was transforred w a
under a

sterile phastic 40-ml wbe by cleaning the box with a deas. thin brusl

ot okt of .3 2 of the dust (hox-senled or spatula dusi) wa o and
washed with 20 ml of Tween 80 at 0.1%. The nuxture was thoroughly voriexed for

I min. The solution obtained was nsed for culture and eold storape.
solulion was vsed a1 different dilutions depending on the culivre meedivm.
Cnlturing. A wtal of 250wl of the washing ation for the Teffon filer and
100 plof difuied dust were spread on petn dishes containing four Jille
media {1 dighloran-glveerol (Oxend Lid, Basingstoke, ity with 0,
cmr»r:unplcma‘ (Simm Alarieh, S‘zcixa}toim Gsrm;m\"x at 30°C for mesophibic

s washing

nomyeetes, and (iv) RE medium px‘cparcc‘ acwrc’ffng wx the method
eolleagues 4t 52°C for the detection of thermophilic act
days of feubation, wionies of molds and actinomycetes were identified using
macroscopic and microscople eritena, Ancther 250 pl ol washing sofulion and
100wl of diluwd dust wore culinced on MuoclleorET MDY agar (Beo
Dickinson), Bacterial colonies were counted after & 43-h incubation and w
reisolated by subcultaring on MH agar according to the colony morphotype and
the Gram staining resall,

¥ extraction and PCR smplification. Bacterial DNA was further extracted
a ribed by Drrancourc et al, {6), and 100 i of the sepernarant was coflecied,
1D and eD31 were used as primers for 165 rRNA gene PCR (36). DNA was
amplified with U5 uM primers {31 and 113, 200 pM deoxyiucleoside triphos-
phatos, 1M Mg REDTayq buffer. 608 U of REDTag, and |yl of the
DN lhz reaction mixture was subjected to the PCR program as
reperid by Pasier et al f“ The amphification products of cach reaction wore
i by clectropho r 603 min at BV in ag {1.5%) gebs. DNA
bands were visualized by teansiffumination, For sequencing, the mixiure
contained DNA polymerase, pyrophosphatase, baffor, deoxynucicoside triphos-
dye terminalors, DNA templa ater, and the inlernal 1 © primer
SGTATTA COG CGG CTG CTG GCA C-37) 1o soquence the 497-bp
grent, The sequencing mixture was subjected to 35 cycles consisting of 20 s of
wiuration st 96°C, 20 5 of primer anngaling a1 30°C, and 2 min of primer
exlemsion ul 60°C. The reading was petformed with s Ceg SUB genetc analysis

e (Bockman Coultery, and rosalts were compared 1o the NOBI GenBank

dutabase (g . et nimsnibgovy using BLAST (hiepwww achiolmoh
govblast). Molecar identification an the genus level was de! by a sequene
similarily higher than Y76 (12, 22) Restlls are expross per cubic
meier or per gram of dust, depensting on the sample analyzed

Secomd winter sanpling, Four sdditonal settled-dusi samples were collected
e 13 of the farms duris seoond winter ysing plastic boxes (wo repeated
samples: WoBox, and W B and wipes (1o repeated samples: W, Wipe, and
WoWipes) in erder 10 a the reproducibility of the resalis, Bowsetted dust
Trom tf ned winter was handled the same way as dust from the first whitor,
Seerile wipes (10 by 12 omdwere phaced down Hat in o plastic Jab Up box and were
fett for § ¥s in the cowshed next to the box-settied dust collector. The wipes
were then put in o sterile bag with 20 mfof T B0 at 1% and were shaken

% sample.

analy:

APPL. ENVIRON. MICROBIOL.

For 19 min in s slomachern, A wotal of 10U wl of the washing solution was added
w peirt dishes with difforent dilutions spanning #ie ranges of wicrooeganisms
{from pure washing solution o the solution diluted 1#P-fold), and the microor-
ganisms were treated as deseribed above, The samphing steategy 5 depicred in
Tiw 1.

Aol of 92 samples worg analvzed for the st winier, and 52 samples wore
analyzed for the seeond winter,

Stutistical anadyses. Comparisons of air meassrements before and afier the
Feeding session and betw

cen storge pu jods (RO slovage versus 3 months of
r signedorank test for
e palrwise correlation coellivients between sumphiag
To account for multiple testing, P values were ad-
i procedur itistical anmlysey were perlormed vsing
wrp LR, Coll y
were constructed using EstimateS software {(ver-
ty of the samples. Mao Tau indicos

techniques wers compited.

justed by the Bonferx

s accurmu laion cury
sion 8.0, B K. Cobwelly ro ostinate the div
oblained with tis software were then ploile

RESULTS

Genus and species identification. Twenty fungal taxs were
identified in the different samples via the colture methods. The
most frequent fungal genera dentified in the dusts were En-
rotium (mainly Furodum anstelodami and Evrotivem wnbrosum
[46.6% of the toral amount of fungi in the alv and 34.8% of the
total in the dust]y, Wallesnia (2517 and 19.8%), Aspergiflus
(10.5% and 10. i and 10.4%). The
other fungi wentified belonged to the genera 4byidia, Mucor,
Rhizopus, Syncephalastrum, Fusarium, Alernaria, Aureobasi-
diunt, Acrernoniumi, Scopudariopsis, Cladosporiaun, Humicola,
and Trichosporon. Some fungi could not be identified at the
genus level They were classified as unidentified moniliaceae
unidentified demativae, red yeasts (mainly Rhodotorufa), and
white yeasts (Candida spp., Cryptococcus spp., and Debaryormy-
ees spp. ). Bacterial colonies collected from MH medivm were
classified according w Gram staining, which allowed us to
identity ’3" 47 of gram-positive cocel i the alr and 8829 &
the dust, 32.2% of gram-positive bacilli in the air and 31.6% in
the dust, and 10.3% of gram-negative bacilli in the awr and
290.4% {n the dust. No gram-negative coced were identified
Three species of actinobacteria cubtured on Difeo actinomy-
cete isolation agar and RE medium were idenfified at the
species level {Succharomaonospora viridis, Savcharopolyspora
rectivirguta. and Thermoactinomyvees vudgeris), whereas the
other actinobacteria were grouped depending on their growth
temperatures (mesophilic detinomycetafes and thermophilic
Actinomycetales). Overall, partial 165 yRNA gene sequencing
of bacterial colonies coliected from MH medium Jed to the
identification of 93 bacterial taxa corresponding to 41 bacrerial
genera. The main bacterial genera identified by blomolecular
methods were Siaphvlococeas {mainly Suphvlococens equorum
and Staphylococcns xvlosus [24.29% of the total amount of cul-
turable bacteria i the air and 39.2% of that i the dust]),
Curobacterivin {2.3% and 3.8%), Buctus (3.4% and 29%),
and Brachybacterivm (0.5% ; ). The detailed results of
this identification will be reported i a further paper concern-
ing an inventory of the microbiad farming environment. To
simiplify the presentation of results, we merged the microor-
ganisms into the following 12 main groups: (1) fungi belonging
to the order Mueowiles (total Mucorales), (i) Cledosporium
species, (iily Wallemniz sebi, {iv} fungl fron the Eurofiven and
Aspergillus genera. (v other fungal spedies, {(vi) yeasts {(white
and red}, (vii) gram-negative baclll (vill) gram-positive bacilli,
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FIG. 1. Study design. Florizontal sampling arcows represent sampling over a long period there, 1S days or 1 maonth). Vertical sampling arrows
eorrespond to a short samphing time (20 min of air sampling or spatula dust sampling). The time wxis is graduated into months for the first (26003

and second (2007 winters. W, Box, and W, Box,, bos

ttled dust samples 1 and 2 from the first winter; W SPA, and W SP:

atula-settied dust

samples 1 and 2 from the first winter: BW, air before cattle feeding, AW air after catile feeding: WoBox; and W, Box., box-sertled dust samples
1 and 2 from the second winter; W, Wipe, and W, Wipe,, wipe-settled dust samples | and 2 from the second winter.

{ix) gram-negative coccl, {X) gram-positive coccd, (i} meso-
philic actinobacteria, and {xii) thermophilic actinobacteria,
Alrborpe and settied-dust nrcrotiora. The microbiologieal
compositions of the airborne fora (before and after cattie
feeding) and of the settled dust eollected during the first winter
are shown in Fig. 2. Before feeding. the abrborne microflors of
the stables was dominated by Aspergdlus/Ewrotivm fungl and
gram-positive coscl; these two groups were surpassed by a
significant smount of mesophilic actinomycetes after haudling
of the hay. The total number of bacteria and fungi after the
feeding session was higher than that before the feeding session.
This increase was significant for Rurofiun: spp. (P = 0.004) and
Cladosporium spp. (P (LO04y (Wilcozon  matched-pair
signed-rank test). Figure 2 shows that the settled dust collected
in plastic boxes indicated a sumilar microbial composition of air
hefore the feeding of the cattle, with a predominance of As-
pergilfus/furodivn and  gram-posifive  Dacteria. Settled dust
coltected using a spatula scemed less representative of the
airborne microflora, due fo the relative overrepresentation of
the gram-positive cocel. Palrwise correlation tests with regard
1o the counting of the 12 main groups showed only a weak
relationship between the sirborne and settled-dust samples
{Fable 1), However, the correlation between the aitborme and
settled-dust microfloras was much better, especially when the
mean values for the 16 farms rather than the individual values

for each tarm were considered {Table 1), The best results were
obtained for comparisons of the air before the feeding session
and settled dust collected in a plastic box (correlation coeffi-
cient, (.82},

The fungal species accunulation curves performed from the
rwo air samples and the two settled-dust samples showed that
16 tarms were sufficient for correct assessment of the fungal
diversity within farms (Fig. 3). These data also showed that a
platean was reached more rapidly when setiled dust (collected
with a plastic box or a spafula) was analyzed than when air-
borne dust was analyzed. In contrast, the stope of the curve did
not reach any plateau for bacterial results. Regardless of the
rype of samples (anrborne or settled dust) analyzed. therefore,
these results show that a set of 16 samples is not sufficient to
assess the bacterial diversity in these stables (Fig. 3).

Overall, o 3-month storage period at room temperature
towered microbial diversity in the dust samples significantly,
as shown for the plastic boxes (Fig. 4y (Wilcoxon rests). In
feve

particular, we noted decreases m the levels of gram-pos
cocet (F = (.005), Cladosporium cledosporioides (P = 0.0
and white yeast groups (P = 0,04} and relative incr
those of Aspergillss versicolor (P = 0.004), mesophilic Aefi-
nomyeeies (Po= 002), Absidha cylindrospore (0033, and
Scopulariopsis brevicaulis (P = (L04}. The same comparison
was performed for spatula-settled dust. This comparison
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F1G. 2. Box plot profiles of the four sampling types for the first winter: air before and after work {(cattle feeding), dust that had settled on a

plastic box over | month, and dusi that bad setiled on a dry surtace

and was harvested with 2 spatula. The bar in the middle of cach box represents

the median, and the lower and upper hinges represent the 25th and 75th percentiles, respectively. The whiskers correspond w0 the adjacent values
of the lower and upper hinges. For the graphical representation, cutside values were not plotied in order 1o produce an easily readable presentation

of the data.

showed decreases in the levels of Cladosporium cladospori-
aides (P = 0.003), white veasts (P = 0.000), red yeasts (P =
0.01), gram-negative bacillt (F = 0.02), Fwotivem spp. (P =
0.04), and thermophilic Acrinomyeeres (P = (.04} and an
merease in the level of Scopuleriopsis brevicawdis (P = 004},

Reproducibility of microbial recovery. The pairwise correla-
ton test performed with the dust samples collected on 13 farms
during the second winter showed that both the plastic box and
wipe sampling methods exhibited good reproducibility (Table
23 This test alse revealed a strong correlation between the
results obtained with the plastic boxes and the wipes (Table 23,

In particular, the results corresponding to the two wipes left for
two consecutive periods of 15 days were strongly correlated
with those of the plastic box left for | month during exactly the
same period. Indeed, a parrwise correlation of 0.82 means that
these two types of sampley shared 67% of their variability,

DISCUSSIC

The composition of alrborne or seftled dust is complex and
is known o be sabject 1o daily and seasonal changes (20}
Some studies highlight the relationships between exposure to
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TABLE 1. Pairwise correlation coctlicients for the different types of
samples from the first winter

Correlation cocfficionss (nd, mean) bemweon samples”

Sample type Alr st
wlore work Alter work WiBox, Wy Spa
Alr
Before work 1
After work  0353%% (.76 1
Thuse
W, Bax, 0.00%% 0.82% (0167, 0.35% 1

W, Spa, QI875 0607 Q87 047 (.03, 507 1

¢ Correlation cec ficients betw for the fisst winter w,
atee acctrding LT the first mothod, cach idividaal value
for every microbial axon was taken into acooust (ind} (x= P < 0.01). In the
second mrethod, the mean valee for every aticrobial xos within the 16 Tatms was
calealated {meany (+ P <

1 afr and dust sampl

microbial components {e.g., endotoxing, ergosterols, or 3-p-
glucans} and several health outcones, including a lower ik
for atopy and asthma among children raised on farms (3,5, 7).
However, it Is not clear whether these molecules are respon-
sible for the protective effect of farn environments against
asthma and atopy. Thevefore, there is a need 1o better inves-
tigate microbial biodiversity in farm environments and, in par-
ticudar, to identify sampling methods that may help to assess
the microbial composition of airborne dust. To the best of our
knowledge, this study s the fivst afining to assess the sanipling
methads with regard to microbial diversity in cowsheds. Even
though other methods to identify microorganisms in the envi-
ronment without culture steps (such as cloning [19] or dena-
wiring gradient gel electrophoresis {16]) have already been
repotted, we chose not to use ther, becavse they are time-

aSG*

fungal diversity

25

0y
a

number of spacies
o

5] ¥ 8 & 10 1t 32 43 44 18 18
number of farms

Species gecumulation curves for airbome dost and settied dust samples during the first winter. {a) Fungal species accumulation curv
rial species accumulation curves, Gray lines represent the air {bw, before cattle feeding [solid line

DUST SAMPLING METHODS FOR STUDY OF MICROBIAL EXPOSURE 7621

conswmning. they are expensive given the number of samples,
and they show only part of the microbial picture. Denaturing
gradient gel electrophoresis or similar methods might eventu-
ally be more powerful analytically, but they have the disadvan-
tage that they do not assess viability. In addition, our main
objective was to assess whether the maicrobial composition of
dust collected in cowsheds was representative of atrborne mi-
crobial flora, not to provide an exhaustive overview of the
mivrobial diversity in the air and settled dust.

Overall, the study showed that settled-dust sample collection
with either plastic boxes or wipes was reproducible and re-
salted o highly correlated results (pairwise corvelation. 082}
The results also showed that setfled-dust samples collected
with a plastic box correctly reflected the composition of the air
samples harvested in the stable before cattle feeding (pairwise
correlation, 0.82 for the mean valves obtained from the 16
farms). This complements the previous work of Noss er al.,
who showed that the use of electrostatic wipes was a valid
method for measuring the average airbore endotoxin expo-
sare jn indoor environments {151 For this exposure assess-
ment, we focused on culturable bacteria and fungl that were
casily obtainable using standard colture media, We acknowl-
edge, however, that these microorganisms represent only a
subfraction of the microorganisms in the air of the cowsheds
{8}, because numerous bacteria and fungi are known to be
unculturable or to require various specific conditions for cul-
ture. We also decided fo focus on the winter, because during
this season the numbers of microorganisms are high in stables
due to the continuous presence of the <attle and to feeding in
a enclosed environment (23, 27}, Despite these limitations, our
results highlight key points that need to be taken into account
in order to ensure better vehiability of settled-dust sanmpling.
First, the choice of an appropriate sampling device is hmpor-

b 52
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aw, alter cattle feeding [dashed loe]).

Black lines represent the setifed dust analyzed on the dav of the sampling (wi_boxi, box-settled dust [solid linek wi_spal, sputula-settied dust

{dashed line]).
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microbial
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tant, as shown by the differences observed between the results
obtained with a plastic box versus a spatula. Second, microbial
analysis can be postponed to a limited extent in large studies
Tor logistical reasons. If these two points are not considered,
the evolution of the microflors in the dust results in the dis-
appearance of some species {with a loss of diversity after a
S-month storage peiod) and the predominance of other spe-
cies {such ay gram-positive bacteria in settded dust collected
with spatulas). The evolution of the microfora w setiled dust
with the passage of time may partially explain the poor rela-
tionships between the aiv and settled-dust results observed in
previous studies. Chew et all studied the results of fungal
cultures derived from floor dust and mdoor air samples in 397
American bomes {4), demonsirating {hat the discrepancy be-
tween settled-dust and airborne-dust analyses may also reflect

TABLE 2. Pairwise correlation coefficients for the samples from the
TABLE 2. P tat i is for i fes if
second winler

Correlation cocfficient”

Bust
collection
methed

Wipe Box

WoWipe, WrWipe, WoWipe Wobux, Wb,

Wipes
W,Wipe,
W, Wipe.,

Boxes
W,Box,
WaBox.

& 647 0728 1

individual value for every microbial taxen was aken into acvount in
ation of the corrglation coefivients between the dust altection meth-
ods of the second winter season, W.Wipe, and W, Wipe, were placed s
sively in the same spot of the barn, as were W, Box, 3 Box,. The W Wi
eoloma corresponds o (he vosnpilation of W Wipe, and W, Wipe, resalis, and it
also corresponds to the same tme perdod a8 WoBox, = P = 001

the cale
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for settled dust samples during the first winter. The effoct of 3 months of storage st reom temperature on
ersity are shown. {u} Fungal species aceumulation curves: {b) bacterial species 2
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the samples analyzed after 5 monthy at room temperature {wi_box2, box-settled dust sample 2; wi_spo

cumuiation curves. Black lines represent the dust
; of the sampling. Gray lines reprosent
2, spatula-settled dust sample 2).

the poor representativeness of air samples collected during a
unique and short period. Our results also corroborated this
conclusion, since we reported a lower correlation between set-
tled dust and indwidual air sampling results than the correla-
tion obtained when mean values were considered, This poor
correlation between alr sampling and settled-dust methods
obtained when cach farm was considered separately may
therefore be indicative of the high varmability of the microbial
composition of airborme samples over time, even during the
sarme day (20, 21). For nstance, hay distnbution resulted in
increases in the levels of Ewotum and Cladosporium, molds
known to use hay as o substrate for growth. Similarly, we found
that mesophilic actinomycetes, which are bactenia usuvally
found in the hay, were dommant in the aitborne dust after hay
handling but not betore. These variations in the aitborne com-
position of the air within stables, in relation to the substrates
distributed, have been observed by several authors (24, 271 To
improve the correlation between air and dust methods, a
longer air sampling period in the stable may be considered, but
active sampling would induce a loss I the microbial diversity
by saturating the filter and desiceating the microorganisms. In
contrast to air sampling, the settled-dust collection methods
allow camuolative sampling over several weeks; this prolonged
period might be an advantage for exposure assessment. It s
noteworthy that microbial diversity was greater in the settled-
dust samples thap in the airborne dust, even for samples col-
lected just after handling of the hay. It is likely that sonie of the
microorganisms found in the settfed dust might arise from
previous manipulation of substrates containing species that
were not present in the substrates manipulated on the day of
the air sampling.

In conclusion, because of their standardization and repro-
ducibility, sertled-dust sampling methods performed using a
box o an electrostatic wipe appear fo be reliable wavs of
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assessing the composition of the airbome dust in cowsbeds and
10 be applicable n large field studies of health effects. Because
these samples can also be deploved in large-scale population
studies, this work opens the fleld for studies investigating the
refationships between alrborne-microorganism diversity in a
stable and protection against allergy and asthima in this specific
environment.
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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?”

Allergy 204 DO MG 080008 2009 01938, 5 & 2000
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Original article

High levels of grass pollen inside European dairy farms: a role for

the allergy-protective effects of environment?

Backgreund: There is evidence of an allergy protective effect in children raised on
farm. It has been assumed that microbial exposure may confer this protection.
However in farm, little attention has been given to the pollen level and to
concomitant microbiological exposure, and mdoor pollen concentrations have
never been precisely quantified.

Methods: The kinetics of pollen in dairy farms have been studied in a pilot study
{n = 9}, and exposure in a sub-sample of the ongoing European birth cohort
PASTURE {1 = 106). Measurements of viahle microorganisms and pollen were
performed in air samples. To identify factors that modulate the pollen con-
centration multivariate regression analyses were run.

Results: Indoor po!len (#5% of Poareae fragments and grains} were significantly
higher in mm::r than in summer {(F = 0. 00[} and ranged between 858 to 11 263
counts/m during feeding m winter, thus exceeding ty pm] outdoor levels during
the pollen season. Geometric mean in French farms was significantly higher than
in German and Swiss farms (7 5334, 992 and 1 079 count/m”, respectively). The
presence of & ventilation system and loose housing systems s;mxhcant v reduced
indoor pollen levels. This pollen concentration rise after feedmg WS aoCoin-
panied by an increase in fungal and actinomyeetal levels, whereas the con-
centration of bacteria was not associated with feeding,

Conelasions: Farmers and their children who attend cowsheds during the feeding
sessions are exposed perennially to high pollen concentrations. It might be
speculated that the combined permanent exposure to microbes from livestock
and grass pollen may initiate tolerance w children living on a farm.
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Charles Harrison Blackley observed that farmers and

other individuals who were chronically exposed to high
levels of pollen appeared to be unaflected by this
exposure’ (Blackley. 1873). From the turn of the 2ist
century, the farmer paradox’ has received new support
from epidemiological studies. which gave evidence for a
protection against allergic diseases by furm environments
{l. 2). These studies have become part of the ‘hygiene
hvpothesis’, assuming that microbial exposure in farm
environments confers this protection (3--5). Whereas the

protective influence of massive inhalation of cat and/or
dog allergens has been shown (6-8). mising the hypoth-
esis of tolerance mduction by antigen exposure in carly
fife (91 pollen exposure on a farm has not received much
attention and has never been precisely quantified.

The interest in measuring pollen exposures within
farms in addition to microbial compounds has been
further stimulated by recent findings of the ongoing birth
cohort PASTURE mdudmg 00 farm children and 500
nonfurm children from rural areas of five European
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countries {10). The study provided evidence of an inverse
relationship between maternal exposure to animal sheds
during pregnancy and infants’ cord blood mmunoglob-
ulin B (IgE) against sonal allergens which was
enhanced by maternal contact to hay during pregnancy
(11

We hypothesized that subjects attending cowsheds
might (13 be exposed not only to high levels of microbes
but also to high levels of grass pollen and (2) that
different farm characteristios might influence the indoor
polien concentrations. To evaluate these hypotheses, we
measured levels of pollen and bacteria in air samples of
stables of a subgroup of PASTURE farms.

v

Materials and methods
Study design

A pitot study was performed in nloe French farms located in the
Franche- H region to sstublish the kinstics of pollen settlement
after hay distribution for canle feeding. Measuremenis were
perforned i winter hefore starting the Feeding session {(T1). 3 min
after starting the feeding session (T2} and 3 min (T3}, 30 min (Td)
anc 35 min after completing the feeding session (T respectively
v has been vampled two times in winter season for

p{z?lun kingtic >0t

Among the PASTURE cohort families (10}, o random sample of
196 farmer's families were selected to participate i the exposure
study, Fanms were visited once in winter (2004/2005) and once o
summer 2005, Pollen measurements were performed 20 min befors
feeding (T1) and § min after the beginning of fodder distribution

Afteriseding session

5 2 & /1_5 & 2 ) 20 &
Time axis {min) s ; S = & sl

. }

Geometric mean of pollen count/m3

16000
1000
100
T T2 T3 T4 T4

Figure 1. ladoor polien counts/m® in winter before, dusing and
after the feeding session in nine French cowsheds (geometric
means and 93% confidence intervals, # 1% per fime poini).
Measuremenis were iaken during 3 min intervals each. (TDH
25 min before the start of the feeding session. (T2) 8 min afte
rt of the feeding session, (T3) 5 min, {T4) 30 min and {9
55 min after the end of the feeding session.

{T2). During summer, T2 samples could only be measured in 63%
of the furms, because cattle was not fed in the cowsheds,

For a sub-sample of 70 farms, additional measurements of
bacteria and fungl in air samiples were available. These samples were
collected at (T1) and immediately following (T3) during 20 min
each. The samples were eollected by feldworkers and analy i
the Parasitelogy and Myeology Laboratory of the Uni v of
Franche-Comte, the Swiss and German samples being sent by
express mail. Information about farm characteristics and agricul
tural practices was obtained by the main PASTURE guestionnaires
{10} and an additional short guestionnaire completed during the
field visit

Pollen measurements

Colle ﬁcn of poUm was based on active impaction of air particles
¢with a 3 L/min flow) on & membrane during a S-minute pumplng
sesslon wsing an GikAlr 3 pump (Sensidyne”™, Clearwater, F
USA)Y, fixed on a tripod at g Gxed height of 73 om. The devive
focated at a contral place of the "m\ siLd Tbi pumps were equipped
with a removable plastic cassette mum: Sensidyne) that contgined
a polypropylene membrane covered with a mixed petrolatun
toluene solution. In the laboratory, the m
and fixed on o glass slide. then coloured with fachsine for counting.
Micrascopic examination was porformed by divect reading. covering
LE adjucent fiokds (OF) of 0,48 mm in diamaeter from centrs (CF 1) 1o
poeriphery (CFI1¢ and CF1L, Counting included pollen grains,
folded pollen and fragments of pellen grains which were summed up
to total pollen counts. To estimate the pollen count {PC) of the
contral part of the membrane { mn), the Following formula
was used:

ubrane was transfer

P L

CFL < 4(CF2+ CF3
BCF4 -+ CF5) + 12{CF6 + CF7)
FIB(CER ¢ TP 5+ 20{CF10 + CFLLY)

bdentification of pollen was performed by palynologists according
to reference manuals {12}, Resubts were expressed in pollen counts
por membrane and further converted to pollen countsim?®.

Bacterial measuremenis

Bacterial samples were collected on the same device using a cassette
(37 mny; Sensidyney containing 2 Teflon®™ filter (pore diamerer oé
945 uny, Millipore @m%idvn Filters were rinsed with 10 mi of
@.1% Tween 80 sterile water (Sig irich, Steinheim, Germany)
and shaken {or [0 min in Stomacher (AES Laboratoire, Comboury.
Franee), Two-hundred and Bty microliters of 10-[old dilutions was
spread on Peurd dishes with Miller-Hinton medium (MH; Becton
Princkinson. Cockeysvifle, MDD, USA) incobated at 30°C for culture
of !hgn rotolerant acrobic bacteria species, with Difco actinomyce-
ation agar {Bocton Dickinson, s Pont de Claix, Francs) at
3G°C for mesophilic actinomycstes and with RR medium according
to Amner and colleagues ab 5270 to recognize thermophilic
actinenyeetes (13) Actinomyeetes colonies were identified on
macrascopic and microscopie criteria and hydrolysis of casein and
temperature test. Results were expressed in Colony Forming Unit
per cubic meter (CFL/m™) after 48 h of incubation for thermo-
tolerant aerobie hacteria species and after 7 days of incubation
perod for actinomyeetes. The five most {requent phenatypes of
thermotolerant aerobic bacteria species were [solated based on
macroscopic  characteristics, stained by Gram procedure and
conserved at —80°C in ghveerol-heart-brain wedium.

Journal compitation © 2009 Blackvell Munksgaard
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Phenotypes  from before work (g = 33) and after work
(rr = 30) sumples were ddentified by sequencing polymerase chain
reaction (PCR} at species fovel. Bacteriadl IDNA of given pheno-
types was extracted as described by Drancourt ef al (14) and
160 pl of the supernatant was collected, D1 and 3] were used
as primers for 165 yDNA PCR (13), DNA amplification wus
performed with 0.3 uM of primers (D and fDE 200 gM of
ANTP, t mM of MeCI2, 1= of redTag bufler, 001 U of redTaq.
and 1 ub of DNA sample. The reaction mixture was subjected to
the PCR program as reported by Paster et al. (16} The amplifi-
cation products of each reaction wers analysed by slectrophoresi
for 60 min at 80V in sgarose (1.3 gels, DNA bands were
visuglized by UV mransiumination. For sequencing. the mix
contained DNA polymerase, pyrophosphatase, butfer, dNTPs, dve
terminators, wmplates, water and internal reverse primer
P-519 (3 A CCG CGG CTA G GCA -3, that
allowed o sequence a 497-bp fragment. The sequenc xture
wus subjecied to 35 ¢ of 20 s dematuration ab 96°(C, 205
primer annealing at 30°C and 2 min priner extension at 80°C.
The reading was performed with CeqR000 {Beckman Coulter
Fullerton, CA. USAY and compared to the NCBL genbank
database using Blst (hetp/Swwwoneblodm nib gov/blast). Muole-
cular identifieation af genus level was defined by sequence simi-
tarity Wigher than 97% {17, 18

£

Funga! measurements

Tweo-hundred and ffty mieroliters rinsing sclution from flter were
spread on two different Pewri dishes: Dichloran-Glyeerol (Oxold
LTI, Busingstoke, England) with .3% of chicramphenicol (Sig-
ma-Aldrich, Stztnheim, Cermany) at 30°C for mesophilic mould
wsolation and 3% malt-agar {5 Bru rance) with 1084 salt and
0.5%  chloramphenicol for ophitic fungal speci gal
colonies were identified on macroscopic and microscopic criteria
and results were expressed in CFUMmY after 7 days of incubation
pericd.

Sratistical analysis

Pollen and microbial counis were log transformed and expressed as
geometric mean counts/m” for different sampling time points. Zgro
values were replaced by half of the detection limit. Comparizon of
viahle species count was performed with Wilcoxon paired test. To
gvaluate the association belween pollen concentrations and farm
charac ¢ teking into account the d Temenis, a
seneralized Hnear latent and mixed model (GLLAMM in STATA)
was ron with farm as random effect. Variables associated with
pollen cennts i univariate analyses (£ < 0.25) were inchuded in
the final multvariate model Results were expressed as {adiusted)
geometric means ratio and 93% counfidence interval (Ch). The
analyses ware restricted to winter pollen measurements, To evalualke
factors associated with an increase of pollen concentration between
T1 and T2 a separate multivariate vegrossion model was run with
the difference between T1 and T2 (fog transformed) as the depen-
dent variable. Statistical analyses were performed using Stata 10.0
{Stata Corporation, College Station, TX, USA)

Results

Microscopic examination of the pollen glass slides indi-

cated that more than 95% of the pollen grains, folded
grains and f{ragments originated f{rom Poacese (grass

€ 2008 The Authors
Journaf compilation © 200% Rlackwell Munksgaard 4forgy 2009

Role for the allergy-protective effects of environment

Fragment of pollen grain

Folied pollen grains

Pallen grains

Fungat sporss

o

gure 2. Microscopie examination of & pollen sampling mem-
hrane. Microscople examination of pollen slide preparation a1
magnification > 40,

family); the remaining 5% included Apiaceae, Pinaceae,
Betulacene and Asteraceae (Fig. 2). The size of the pollen
grains (60% of total counts) ranged between 15 and
25 pmy pellen fragments were <15 pm in diameter and
accounted for 153% of total counts.

Figure 1 illustrates that pollen counts/m” were the
highest during the feeding session (T2}, persisted after the
feeding session at T3 and then dropped rapidly. Country-
specific geometric means of pollen vounts/m” at T1 and
T2 in winter are shown in Fig. 3. During {eeding, mean
pollen counts/m” increased by a factor of 17.2. 10.2, and
3.0 in France, Switzerland and Germany respectively and
ranged between 838 and 11 265 counts/m”. In the nine
French pilot farms. the observed values exceeded 15 000
counts/m’.

Mearn indoor pollen counts in winter were significantly
higher than in summer [pollen countsim® T1 wiater 345
{95% CI 231-516), T2 winter 2 214 (95% CI 1368-3581)
T1 summer 120 (95% C1 78-183), T2 summer 167 (93%
CT 93-300)]. Geometric means of thermotolerant aercbic

3

T0% 000

1000

Geometric mean of pollen count/m?

.
&
00
10
T1 T2 T1 ¥z T1 T2

Germany n =42 France n=30 Switzertand n =17

Figyre J. Cowntry-specific indoor pollen coums/m® in winter
before (T1) and during (T2 feeding session {geometric means
and 83% Cly:» = 89 cowsheds. (115 23 min before the start of
the feeding session and (T2} 5 min after the start of the feeding

aession.
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Table 1. Farm char,

ics, stratifiad by country

Totl, Garmany, france, Switzeriand,
{r=106] (%) (=57} 1% } =17 {%] Pruglue*
Cowshed characteristics
Alkitude « s above sea 686 {667-708] 587 (495-584) 7 {BZ0-633) a.e07
level, arithmetic mean (%% OB
Type of eowshed Tie-stalls B 55 80 RVl
i 25 45 40
Mumber of cows 393 {308-50.10 8.9 48.1-7281 6.9 {185-38.3) ne1e
2 %4 795 5951063} 2084 (15242880} 834 {392-398) 2.602
23 28 1 iz 0304
77 72 81 88
3% 43 13 48 <000
3 6 58 13
34 41 19 38
35 4 T4 87 <0081
Hay and silage 5 andior make) 55 95 pas) 33
Transport of hay te stable Manuaily 18 #a g1 10 0.035
Hole in the ceiling z2 30 18 0
Fogding systom By hand 40 85 43 Hd 018
Kechanical i 15 i 0
Guantity of fodder fkofday)
Quantity of + 195% O 277 {23343 147 (118183} 573 {414-734) 413 (270-634) <00
Qma ity Jf an (35% Ch 810 (5841123 952 (594 1305) 1118 {364-3435; 142 {28703 a.602
39 iz 89 7

se/missing rate was <15% for all charactenisti
rigblest to assess d

bacterin  species  were 282 x 10* CFU/m®  and
3.62 x 16° CFU/m" before {T1} and alter work {T3

respectively, cm‘re%pondmg to a nonsignificant increase
by a factor of L3 (P = 0.28), About 75% of the bacteria
were gram positive and 25% gram negative. The three
genera representing more than 70% of species identitied
by PCR were Staphplococeus spp. (46.3% and 47.8%
before and after work, respectively), Corynebacierium
spp. (16.3% and 5.4%) and Buelllus spp. (15.3% and
18.3%).

Geometric mean of totl of fungi spp. smmhcaml
increased between T1 (7.8 x 107 (FL/m N and T3
{27.4 % 10° CFU/m") by » factor of 351 (P < 00001,
The same trend was found for actimowmyeetes spp.

comparting Tl (1.8 W CFUmY and T3 4.7 x

10¢ CFU/m®) leading to an increase of a factor 2.7
(P < 0.001), The results will be presented in detail in a
separate paper.

Farm characteristics differed 1n many aspects between
the countries {Table 1), The associzlions between these
farm characteristics and winter indoor pollen counts/m’

were evaluated in  multivariate  regression models
(Table 2). In cowsheds with loose housing systems,

indeor pollen counts were significantly lower than
tie-stalls and the use of mechanical ventilation system
significantly lowered indoor pollen levels. In French
farms, significantly higher indoor pollen fevels were

ences between countries

measured than in German and Swiss farms and none of
the tested farm characteristics could explain this differ-
ence.

To evaluate factors associgted with an incresse in
pollen counts/m” between T1 and T2, multivariate models
were run indicating that the increase was somewhat
higher in French farms compared with German farms
fadjusted odd ratio (OR) (85% Cl} 5.66 (0.90-35.5),
P = 0.06)], when only hay was fed comparad to silage
and  hay [:u‘ijusted OR (95% CI) 478 (0.87-26.2),
P o= 0 0”"}] when loose hay was stored compared to
storage in balls {ad)usted OR (95% 1) 3.44 (0.99-11.9),
P o= 0.03)], but lower in loose housing systems compared
with tie-stalls [adjusted OR (35% CI) 6.13 (0.03-0.62),
P = 000 The guantity of fodder <hid not further
explain the increase in pollen counts/m?.

Discussion

This study demonstrates that exposure to grass pollen in
cowsheds is massive and peaks during cattle leeding. Its
level is recorded all year round, exceads outdoor concen-
trations by a large amount {19, 20) and is particularly
high in winter. Farmers and their children who attend
stables during the feeding sessions are thus perennially
exposed 1o high pollen concentrations.

©
Jeurnal compitation © 2009 Blackwell Munksgaer
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Table 2. Crade snd adjusted associztion hetween farm characteristics an

Role for the allergy-protective effects of environment

or petten counts/m® GMR and 9% O, # = 89 cowsheds

Predictor variables

Gaometric mean pofien count/m®

Crude mol

GMA {95% o

GME (95% Ch

Time point™ T 24
2 224

Countsy 849z
7534

1079

Type of cowshed 24859
S 1278

Dowshed volare (%) Ui 1308
& {750-1470) 31

Id tertile (1471-18 300 7650

Ventiiation system Yes 91
ho 7503

Hay siorage sy Loose hay anly 1577
Bailos with/ aut foose hay 2857

Fodder type Hay only 5413
Hay and silage 1063

i

G001 587 (3361026 <0.001

lig 47311831220 0001

<0.00 i
0554 075 {D28-1.99) 0583
0.23 930 {014-0.66) 0.003
0534 0.982
0111 0.483
0079 0.002
0031 118 {0683-2.20 0.60
0.35 [618-0.70) 0.002 0.82 {035-1.93) 0.647

GMRA, geometric means ratios; O, cenfidence interval
{71} 25 mir before the start of the fee ession and (12) & min after the stert

The presence of a venulation system and loose housing
systems significantly reduced indoor pollen fevels. Yet, in
French f{arms. significantly higher pollen levels were
measured compared with German or Swiss farms and this
difference could not be explained by takmng into account
farm characteristics, which significantly differed between
the countries. The increase in pollen concentrations during
a feeding session was most notably related to feeding hay
only and not feeding silage. On some of the French farms
(especially in Franche-Comte), feeding silageis notallowed
because of cheese production regulations and this might
partly esplain the high pollen levels measured in French
farms. notably in those of the pilot study,

Concomitant to the rise in pellen concentrations
associated with feeding the cattle, levels of {otal fung
also increased, whereas the airborne levels of thermotol
erant aerobic bacteria were not significantly related to the
feeding process. This is most likely because hay is not the
predominant source of bacteria in cowsheds. In addition,
only a limited part of the bacterial biodiversity was
measured in the present study. In line with previous
research on the bacterial composition of animal shed
dust, the present study of stable air samples found
Baciltus spp. to be one of the most prevalent bacterial
species. fn vitro, Bacillus ficheniformiy spores have been
found to activate a Thl-cytokine expression profife (21).
Other bacterial species, abundant i cowshed microffors,
namely Lactococcus lactis (gram-positive) and Acineio-
bacter hvoffii (gram-negative), have recently been shown
to protect mice against the development of an allergic
airway inflammation that might be because of the Thi
promoting effect of these bacteria (22).

The present study showed that in addition 1o microbial
exposure in stable air high levels of grass pollen could he

€ 2008 The Autho
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of the feeding session

measured, One might therefore speculate that differential
pollen exposure patterns contribute to the “protective
furming effect” because of tolerance induction in subjects
exposed to repeated and massive inhalation of pollen.
Although specific immunotherapy leading to tolerance
uses ‘fow doses’ of allergens, “high dose’ induction of
tolerance against allergic sensitization is suggested by the
epidemiological studies, which show a negative relation-
ship between cat allergen exposure in infancy and risk of
sensitization to cat and more generally atopic sensitiza-
tion (7, 23). Animal models suggest that continuous
exposure is likely to be crucial. In mice models of
allergenic sensitization, acute or discontinuous inhalation
of the allergen induced IgE sensitization, bronchial
hyperresponsiveness and inflammation, but chronic expo-
sure to the same allergen led to tolerance. Interestingly.
inhalational tolerance induced by continuous ovalbumin
exposure demonstrated bystander suppression of cock-
roach allergen-mediated airway eosinophilia (24). Such a
‘bystander effect” could explain why children living on a
farm are not only protected against allergy to seasonal
allergens but also, more globally. to other environmental
allergens. However, farming exposure could lead to
tolerance in a more complex way (25) and 2 possible role
for an ‘allergen-induced tolerance’. mainly driven by
continuous exposure to pollen, does not preclude the
additional and decisive influence of microbial compo-
nents of the farm environment. The most recent results of
the PASTURE study suggest that combined permanent
exposure fo livestock and grass pollen through their
mothers may mitiate tolerance in children living on a
farm in their foetal life (11). But more research is needed
to determine how these exposures interact with the
developing immune system. Yet, high levels of allergen
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exposure together with high levels of microbial (bacterial
and fungal} exposure may result in the allergy protective
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Résumé

A la fin des années 1980 a émergé I'’hypothese hygiéniste selon laquelle le contact précoce
des enfants avec les allergenes de I'environnement leur confére une protection contre
'asthme et les maladies allergiques. Les nombreuses études menées depuis ont montré une
tendance a développer moins de symptomes allergiques ou asthmatiques chez les enfants
vivant en contact avec les étables et les animaux de la ferme et buvant du lait cru.

Les endotoxines, composants de la paroi des bactéries dites « a Gram négatif », jouent un
role primordial dans cette protection contre I'asthme. Afin d’accroitre nos connaissances sur
lasthme et les autres maladies allergiques ainsi que de mettre en place les outils
méthodologiques nécessaires a la surveillance de I'environnement de ces enfants, il a été
établi une sorte de carte d’identité des étables, qui va étre exposée ici.

L’exposition des enfants a I'environnement de la ferme prend plusieurs voies : respiratoire
via l'air et la poussiere, et digestive via le lait. Des prélevements d’origine diverse provenant
des fermes ont donc été analysés dans le cadre de deux études distinctes, une régionale
(AgriSanté) et une européenne (GABRIEL).

Ces deux études démontrent que I'environnement dans les fermes est complexe et tres
varié, et ce dans I'’ensemble des compartiments analysés. Le prélevement de poussiere
sédimentée sur une lingette électrostatique est apparu comme étant le plus reproductible et
le plus représentatif d’'une exposition durable de I'enfant. En effet, il apparait que cette
technique permet de s’affranchir des variations journalieres de I'environnement fermier en
mettant en évidence I'ensemble des especes retrouvées par les autres méthodes (foin, paille,
air, nourriture et autres). De plus, le prélevement par lingette électrostatique s’avere le plus
facile a mettre en place, en termes de colt et de logistique.

Grace a I'étude AgriSanté, il a été montré que la flore présente dans le lait provient de la
surface des trayons des vaches, en contact avec le matériel de traite. Ce résultat a été
obtenu un associant un inventaire des espéces bactériennes et fongiques cultivables et une
analyse métagnéomique des bactéries présentes dans les échantillons de poussiére de trois
fermes.

L’analyse en paralléle de I'état de santé des habitants tel qu’il apparait dans les questionnaires
de l'étude GABRIEL et des micro-organismes détectés dans leur environnement par la
technique des lingettes électrostatiques a montré que la présence de certains taxa fongiques
et/ou bactériens est associée a un moindre risque d'asthme, et/ou a un moindre risque
d’atopie.

En conclusion, ces deux études ont mis en évidence certaines voies de contaminations de
lair des étables et des chambres des fermes, ainsi que certaines voies de contamination du
lait en fin de traite, tel qu’il est consommé par certains enfants d’agriculteurs.

La mise en place d’études faisant appel a des techniques de PCR en temps réel ciblant
spécifiquement certaines espéces est maintenant envisageable. |l sera ainsi possible de
rechercher sélectivement la présence de microorganismes d’intérét. Des protocoles de
clonage sur des échantillons de poussiére peuvent également étre envisagés afin de parfaire
I'exploration de la diversité bactérienne et fongique de nos prélévements.

Ce travail, fort des résultats qu’il apporte, est un premier pas dans une nouvelle approche de
la lutte contre les maladies respiratoires. Ses résultats pourront servir de base a d’autres
travaux dans les domaines de lallergie et de I'asthme, tandis que les nouvelles techniques
présentées ici pourraient s’appliquer dans de nombreux autres domaines.



