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» Détection et identification des

* Peu colteuse.
* Pas de détection des

 Temps d’incubation long.

Methodes d'analyse des bioaérosols

microorganismes vivants.

microorganismes non
cultivables.

.
S

spoye, ete.).

* Pas-d’identification
précise des
microorganismes.

L | « Observatioxtaplde de la
% morphoildgier(cellule,
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Comment détecter, quantifier et
identifier les microorganismes
présents dans les bioaérosols ?

Détection rapide ?
Identification d’espéces ?
Quantification directe ?

PCR gquantitative

PCR en temps réel

Composés primaires et

secondaires

Beétection rapide.
Evaluation possible de la

Mesure indirecte.

Détection uniguement des
bactéries a Gram négatif.

Endotoxines

charge bactérienne globale.

 Indicateurs de I'activité
microbienne (production de
toxines, CQV, etc.)

« Pas d’identification précise
des microorganismes.

« Couteux et nécessite des
équipements particuliers.
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Définition et application de la PCR
guantitative (QPCR)

PCR temps reel / guantitative (PCR) :
= Peuvent étre spécifiques Méthode permettant de mesurer la quantité

de différents organismes = d’ADN initiale dans un échantillon en ciblant une
séquence spécifique d’ADN.

Séquences d’ADN :

Bases nucléiques :
Adénine
Thymine
Cytosine
Guanine

Diagnostic d’infections virales (ex. VIH, SARS-CoV-2, hépatite) et
bactériennes (ex. Mycobacterium tuberculosis).

Beétection de la contamination microbienne dans I'eau potable et les
eaux useées (ex. E. coli., etc.)

Etc.

Utilisation pour I'étude des bioaérosols et les risques sanitaires associés

Comment est-ce que cela fonctionne ?



Principe de la PCR guantitative (QPCR)

Coriolis H

SKC Biosampler_

Prélevement des
échantillons d’air

(filtration, impaction, etc.)
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Tampon de lyse

Sonication

&

(4, Purification
& de I'ADN

Chauffage
Bioaérosols prélevés

Broyage par billes
Adapté@e Lee & Yi00/(2022) et de Luhung et al. (2021) @

Extraction d’ADN des

echantillons collectés
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ADN
2T ' pon €
olymerase
/:_\([ . poly
Tampon +
Amorces spécifiques dNTPs
ae séquences d' ADN (Eléments constitutifs de
(Courtes séquences la synthése de 'ADN)

d’ADN complémentaires
d’une région ciblée)

Adapté de www.thermofischer.com

Amplification et quantification via g°PCR
avec des amorces spécifiques des cibles
(bactéries, champignons, pathogenes
précis, etc.)




Principe de la PCR guantitative (QPCR)

Doublement du nombre de copie Mesure par fluorescence Gamme étalon avec differentes

d’ADN ciblé par cycle de la quantité d’ADN a la concentraiions d’ADN : corrélation entre
d’amplification fin de chaque cycle cycie seuil et quantité initiale dADN
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wlnw.bierender.com Cao et al. (2020) ~——qADN 1 ~——qADN 2 ——qADN3 e Seuil de détection Nombre de cycles

www.biomnigene.fr

Mesure de la concentration de la quantité d’ADN initialement présente dans I’échantillon et

spécifigue des amorces utilisees




Utilisation de la qPCR pour I'analyse
des bioaérosols

INTERETS ; LIMITES :

« Sensibilité : limite de quantification tres . Pas de distinction entre les cellules

bas,se-.. o o _ mortes et vivantes. (possibilité d’ajouter une
« Spécificite : possibilité de cibler etape pour n‘amplifier que '’ADN des cellules
specifiquement certaines catégories de vivantes).

microorganismes. Codts du consommable et des appareils

Détection possible de microorganismes non / éleveés.

difficilement cultivables (ex. Pré : - : -

- : réparation rigoureuse des échantillons
M}/cob.acterlurn, Legionella, etc:) . . necessaires (contamination avec de 'ADN
Détection rapide : pas-de temps d’incubation extéerieur, dégradation de I'ADN par des
nécessaire, possibiiite d'effectuer 'ensemble enzymes, etc.)

(rjneosinrgadlgpzﬂﬂtlons pour avoir des resultats en . Personnel spécialisé nécessaire.
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Utilisation de la gPCR pour I'analyse
des bioaérosols

 Outil de diagnostic intéressant pour les bicaérosols liés aux
risques professionnels.

* Pas nécessairement un remplacement des méthodes
actuellement utilisees mais une approche complémentaire.

 Possibilité de cibler préciseément certains organismes

= .intérét pour detecter rapidement des pathogenes en
fonction des contextes professionnels.
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Exemple d'utilisation de la gPCR sur
les bioaérosols :

Projet REMIFLU
Etude du microbiote associé aux broutilards de fluide de
coupe

A. Simons, C. Therial, R.Levilly, P. Duguenne, B. Facon, A. Pedros, V. Renevot, |. Colina Moreno et F.S. Lucas
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Fluides de coupe et enjeux sanitaires

Fluides de coupes (FDC) :

=>» Huiles minérales et/ou Présence potentielle
synthétiques : fonction de Aérosolisation de pathogénes
lubrification. ps s i S Gouttelettes en suspensicii 4 opportunistes

=>» Fluides aqueux : fonction de el (Wallace et al. 2002, Gilbert et
refroidissement. X F . al 2010)

Ex:

=» Utilisation dans le domaine v L
* Mycobactéries

industriel (métallurgie,

) € B i . . . Moisi
g{léngblle, aeronautique, o - Brouillard de fluides de coupe (Aeperilus, e1c)

By 4 E x « Toxines
(Saha et Donofrio 2012) - : ’

O Impacts sanitaires

[ Affections cutanées : irritations cutanées, dermites allergiques, ... ]
Affections respiratoires : pneumopathies d'’irritation, pneumopathies allergiques, pathologies
" respiratoires causées par des microorganismes (pathogénes, endotoxines)

Quelle est la composition microbienne des bains et brouillards de FDC ?
Quelles sont les sources de contamination responsables de la présence de microorganismes au

T @ C. Pasquini /INRS

sein des brouillards de fluides de coupe ?
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Approche experimentale
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Campagne de prélevement : 2019 — 2023 /2 a 3 jours par site
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Concentration des communauteés
microbiennes par gPCR

Ateliers vs références internes et externes

o ST FDC plus concentrés gn\Bactéries que I’eau de réseau
=» Pas de différences significatives
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=» Culture : environ 1 1og10 de moins mais mémes proportions entre Site / échantillons

= Quantités similaires a celles détectées dans d’autres usines (Saha et Donofrio, 2012 ; Gilbert et al., 2010)

= Pas d’impact significatif de I'usage des FDC sur la quantité de bactéries dans les bioaérosols de ces sites ?




Détection de mycobactéries par gPCR
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=» Pas de détection de-mycobactéries dans les sites Ul & U2 => Détection de mycobactéries dans I’eau du réseau mais pas
= Lorsque les mycobactéries sont détectées : pas d’effets nécessairement dans les FDC et I’air
visible de la granulométrie

= Intérét de la qPCR dans I’étude : quantification des microorganismes totaux (bactéries, champignons) ou pathogene ciblé (mycobactéries)
= Comparaison avec d’autres techniques : meilleure vision des concentrations et des sources de microorganismes dans les FDC
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