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Résumé

Le but de ce travail est de proposer une nouvelle approche méthodologique pour estimer 1’exposition des individus aux aérosols de moisis-
sures. Nous avons développé une méthodologie permettant de mesurer trois mycotoxines majeures des environnements intérieurs (la stérigma-
tocystine, la déoxynivalénol et I’ochratoxine A) dans ’air. La méthode de dosage développée permet d’identifier et de quantifier les trois myco-
toxines a des concentrations respectives de 30 pg/L (n =30, o/m =3,9 %), 20 ug/L (n =10, o/m=15,5 %) et 20 pg/L (n =10, o/m="7,6 %). En
utilisant cette technique d’analyse et un appareil de collecte a coupelle rotative validés par ailleurs, la mesure des concentrations des trois myco-
toxines aéroportées est rendue possible avec une limite de quantification théorique de 60 pg/m* d’air.

L’¢étude du transfert des mycotoxines du substrat vers 1’air a montré que la quantité aérosolisée n’était pas proportionnelle a celle présente sur
les matériaux moisis. Aussi, la mesure dans I’air des mycotoxines nous semble un moyen plus pertinent pour approcher I’exposition des popu-
lations.
© 2006 Elsevier SAS. Tous droits réservés.

Abstract

The aim of this study was to apply a new methodological approach to estimate the exposure of individuals to airborne moulds. We have
developed a method that allows us to measure three mycotoxins (sterigmatocystin, deoxynivalenol and ochratoxin A) present in the indoor
environment. The method we developed allows us to identify and to quantify these toxins at concentrations of 30 pug/L (N = 30, o/m = 3,9%),
20 pg/L (N=10, o/m=5,5%) et 20 pg/L (N=10, a/m =7,6%, respectively. Using this analytical method and a rotating foam air sampler,
previously validated, it was possible to measure the concentrations of the three airborne mycotoxins with a detection limit of 60 pg/m>. The
results of this study of the transfer of mycotoxins from their substrate into the air showed that the quantity that was aerosolized was not propor-
tional to that present on contaminated materials. In addition, measurement of airborne mycotoxins appears be a more relevant means to evaluate
the level of exposure in populations.
© 2006 Elsevier SAS. Tous droits réservés.
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1. Introduction ces souches n’est pas systématique. La littérature fait en effet
référence a de nombreux facteurs qui pourraient influencer leur

Dans le cadre de I’évaluation de 1’exposition des personnes production : la température, ’activité de 1’eau, le pH, la
aux mycotoxines dans les environnements intérieurs, la meé- concentration d’oxygene et la présence d’autres microorganis-
thode adoptée classiquement consiste a rechercher et a identi- mes [1,2]. A notre connaissance, aucune méthode permettant
fier les souches toxinogénes. Or, la production de toxines par  d’accéder aux mycotoxines potentiellement inhalées n’a encore
été proposée. Or, la mesure des aérosols de mycotoxines nous

* Auteur correspondant. apparait le moyen le plus direct pour évaluer le danger lié¢ a
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cette étude une méthodologie pour accéder a la mesure de trois
mycotoxines aéroportées.

Pratiquement, nous avons mis au point une technique de
dosage des mycotoxines en chromatographie liquide (HPLC).
Nous avons choisi de doser conjointement ces toxines et 1’er-
gostérol a partir d’un échantillon unique. Trois mycotoxines
sont étudiées :

e la stérigmatocystine : précurseur de ’aflatoxine B1 recon-
nue cancérigéne par ingestion pour I’homme et responsable
de cancers des voies respiratoires, la stérigmatocystine est
également cytotoxique par inhalation [3,4]. Cette mycoto-
xine est produite en grandes quantités par Aspergillus versi-
color (jusqu’a 1 % de la biomasse), moisissure fréquem-
ment isolée dans 1’habitat ;

e la déoxynivalénol (DON) appartient a la famille des tricho-
thécenes reconnue comme étant la famille présentant les ef-
fets toxiques les plus aigus [5] ;

e [’ochratoxine A est a I’origine d’effets immunotoxiques par
inhalation démontrés chez le rat [6]. Elle est classée cancé-
rigéne 2B (cancérigéne possible pour I’homme) par I’agence
internationale pour la recherche sur le cancer (JARC).

La technique de dosage a d’abord été élaborée a partir d’un
standard de stérigmatocystine, puis appliquée aux deux autres
mycotoxines.

Afin de caractériser la production des mycotoxines, nous
avons étudié également 1’impact du support de croissance. Pour
cela, nous avons choisi des matériaux de construction vulnéra-
bles : fibre de verre, papier peint traditionnel et papier peint
vinyle.

Nous avons ensuite étudié le transfert des mycotoxines entre
ces matériaux et 1’air. Pour ce faire, nous avons produit des
aérosols fongiques directement a partir de matériaux contami-
nés et caractérisé ces aérosols en termes de taille et de concen-
tration en mycotoxine.

2. Matériels et méthodes
2.1. Matériel biologique

Une moisissure (IHEM : Aspergillus versicolor 18 884)
cultivée a 25 °C sur S10 (Bouillon de Sabouraud glucosé a
2 % dilué, Merck) et PDA (agar glucosé a la pomme de terre,
Merck) a été utilisée.

La production de mycotoxine a été obtenue a partir de trois
supports de croissance : fibre de verre compressée (filtre en
fibre de verre GF/B, Whatman), et deux types de papier peint
du commerce : papier peint traditionnel et papier peint vinyle
(Leroy Merlin).

2.2. Méthode d’analyse des mycotoxines

Trois standards : stérigmatocystine pur a 99,0 % (S3255,
Sigma), déoxynivalénol pur a 99,0 % (D0156, Sigma) et ochra-
toxine A pur a 99,5 % (01877, Sigma) ont été utilisés.

Les mycotoxines sont analysées par chromatographie en
phase liquide. La chaine analytique employée est une HPLC
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Fig. 1. Schéma du montage d’aérosolisation.

Waters munie d’une colonne Lichrospher RP18 de 100 A
(Merck). La détection est assurée par un détecteur UV (Waters
996 Photodiode Array Detector).

La phase mobile est composée d’un mélange méthanol : eau
(85 : 15, v/v) (méthanol rectapur, Fisher) en mode isocratique.

2.3. Production d’aérosols de mycotoxines

En relation avec de précédents travaux sur les aérosols fon-
giques [7], un montage d’aérosolisation a été utilisé, dans le
but de générer expérimentalement un aérosol de mycotoxines
a partir de matériaux contaminés. Ce dispositif est composé
d’une chaine de production de 1’aérosol comportant un généra-
teur d’aérosols fongiques et un dispositif de mesure de 1’aéro-
sol disposé en aval de la chaine de production (Fig. 1). Ce banc
fonctionne en dynamique avec des débits équilibrés. Il est
placé sous un poste de sécurité microbiologique.

3. Résultats
3.1. Limites analytiques

Nous avons vérifié¢ la linéarité de la réponse de I’'HPLC
pour différentes concentrations de stérigmatocystine (ST) (0—
500 pg/L ; 7 =0,99). Par ailleurs, nous avons évalué la limite
de détection a 8,5 pg/L et la limite de quantification (LQ) est
de 30 £ 3 ng/L (n =30, coefficient de variation de 4 %).

Cette méme méthode a ét¢ appliquée a des standards de
déoxynivalénol (DON) et d’ochratoxine A (OA). Ce dosage
s’est avéré applicable pour ces deux autres toxines. La sensibi-
lité de la technique reste du méme ordre de grandeur avec une
limite de quantification de 20 pg/L et les coefficients de varia-
tion correspondant sont respectivement de 5,5 et 7,6 %.

3.2. Impact des matériaux sur la production des mycotoxines

De maniére a caractériser la production de stérigmatocys-
tine, nous avons suivi sa formation sur trois produits de cons-
truction vulnérables aux moisissures : fibre de verre, papier
peint traditionnel et papier peint vinyl. Nous avons utilisé
comme souche toxinogeéne 1’A. versicolor. La production de
cette toxine est mesurée apres dix jours d’incubation (une fois
la phase stationnaire de croissance atteinte) et exprimée en na-
nogramme de ST/cm?® de matériau. Les essais sont réalisés en
triplicata et présentés sur la Fig. 2.



S. Moularat, E. Robine / Revue frangaise d’allergologie et d’immunologie clinique mm (2006) mmm 3

2
©
i

0,8

o
[e-]
)

H

o
~
s

0,6

o
[+2]
|
o

b
o
L

0,4

&2 o 9
MW R
L L L

—

Concentration de ST produite (ng/cm?)
o

0 T T

Fibre de verre Papier peint traditionnel Papier peint vinyl

Fig. 2. Concentration de stérigmatocystine mesurée sur des matériaux
contaminés en fonction du support de croissance (culture d’Aspergillus
versicolor ; mesures réalisées aprés dix jours d’incubation ; n = 3).

Dans nos conditions expérimentales, le papier peint vinyle
est le plus propice a la production de ST par A. versicolor avec
0,8 ng/cm?.

3.3. Approche du transfert des mycotoxines substrat—air

Nous avons par ailleurs estimé 1’influence du support de
croissance sur la production d’aérosols de mycotoxines
(Fig. 3).

La concentration maximale de ST aéroportée a été observée
sur le papier peint traditionnel (215 ng/m?). Les deux autres
matériaux produisent respectivement 51,7 et 73,3 ng/m’. Ainsi,
si on compare les quantités de ST sur le substrat a celles aéro-
solisées, le papier peint traditionnel aérosolise pres de 4 % de
la ST produite tandis que les deux autres matériaux de cons-
truction se limitent a 1’aérosolisation de 1 %.

Par ailleurs, nous avons caractérisé physiquement ces toxi-
nes en mesurant la taille des aérosols produits (Fig. 4).

Quel que soit le profil granulométrique considéré, nous ob-
servons un principal mode a 2,5 pm. La granulométrie obtenue
avec le papier peint traditionnel se distingue par un profil bi-
modal avec un deuxiéme mode a 0,9 um.
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Fig. 3. Concentration de stérigmatocystine mesurée dans les aérosols fongiques
en fonction du support de croissance (culture d’Aspergillus versicolor ; mesures
réalisées aprés dix jours d’incubation ; n = 3).
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Fig. 4. Profils granulométriques des aérosols produit a partir de différents
support (fibre de verre, papier peint vinyle et papier peint) et contaminés par
Aspergillus versicolor (dix jours d’incubation a 25 °C).

La taille de I’aérosol observé a 2,5 um correspond trés cer-
tainement aux spores d’A. versicolor, ce résultat est cohérent
avec les travaux de Gorny [8] ou le diametre aérodynamique de
spores aéroportées d’A. versicolor avait été mesuré entre 2,4 et
2,7 um.

Concernant le profil de I’émission du papier peint tradition-
nel (dope compris entre 0,3 et 1 pm) il s’agit vraisemblablement
de fragments de matériaux issus de la dégradation fongique.

En outre, les concentrations de particules plus importantes
pour le papier peint traditionnel, puis le papier peint vinyle et
la fibre de verre, sont en adéquation avec les mesures de toxi-
nes aéroportées.

4. Discussion

11 existe peu d’études ayant développé des méthodes de do-
sage et d’analyse des mycotoxines a partir de prélévements at-
mosphériques dans I’habitat [2,9]. Depuis que ’association en-
tre la croissance de Stachybotrys chartarum dans les batiments
et I’apparition de cas d’hémosidérose pulmonaire primitive
idiopathique (IPH) chez des nourrissons a été publiée [10,11],
ces recherches se focalisent sur la famille de mycotoxines ma-
joritaires de cette moisissure, les trichothécénes.

Par conséquent, les techniques développées dans la littéra-
ture restent spécifiques a cette famille et ne permettent pas la
détection d’autres familles de mycotoxines [2,12].

S’il est vrai que les trichothécénes sont particulierement in-
téressants dans le cas d’une contamination par Stachybotrys ou
éventuellement Memnoniella, la présence de ces espéces dans
de tels environnements étant peu fréquente, comme le souli-
gnent Samson et Hoekstra [13], nous avons développé une mé-
thode permettant de doser d’autres mycotoxines et notamment
la stérigmatocystine et I’ochratoxine A, qui ont pour point
commun d’étre des molécules polaires. Cette technique permet
également le dosage de la déoxynivalénol appartenant a la fa-
mille des trichothécénes.

En fait, notre dosage fondé sur une rétention préalable des
mycotoxines sur une colonne SPE en phase inverse doit per-
mettre la mesure d’un grand nombre de ces molécules a condi-
tion qu’elles soient polaires.
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Le montage d’aérosolisation utilisé [7] nous a permis de
générer des aérosols de stérigmatocystine a partir de la crois-
sance d’une espéce de moisissure sur trois matériaux (fibre de
verre, papier peint traditionnel et papier peint vinyle). Nous
avons utilisé pour cela une souche d’A4. versicolor, cette espéce
fréquemment isolée dans les habitats pouvant étre toxinogene
en produisant notamment une mycotoxine cytotoxique : la sté-
rigmatocystine.

5. Conclusion

Le dosage de la ST a partir des aérosols fongiques générés
avec le banc d’essai nous a permis de mettre en évidence que le
transfert entre le support contaminé et 1’air dépendait du maté-
riau toutes conditions égales par ailleurs (entre 1 et 4 % selon
le support étudié). Aussi, la relation entre les quantités de my-
cotoxines contenues sur les supports et les concentrations inha-
lables par les personnes n’est pas évidente.

A ce jour, la majorité des études référengant les mycotoxi-
nes dans I’habitat évaluent la concentration de ces toxines sur
des matériaux contaminés ou dans des poussieres collectées
dans des moquettes ou des gaines de ventilation [1,13—17].
Or, dans le cas de maladies respiratoires induites par ce type
d’agents, le mode d’exposition des personnes est 1’inhalation
de particules [18,19]. Par conséquent, seul le dosage des my-
cotoxines directement dans l’air semble permettre d’évaluer
I’exposition des personnes dans des environnements réels ou
la nature des produits de construction n’est généralement pas
définie.
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