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SOMMAIRE

La santé des travailleurs a été abondamment étudiée et il est connu que les travailleurs des
porcheries plus particulierement peuvent développer des inflammations chroniques des voies
respiratoires suite a I’inhalation de contaminants organiques, de gaz comme I’ammoniac
provenant du lisier (NH3) ou le gaz carbonique (CO,) produit par I’activité des porcs. Pour
documenter les causes de ces problémes et y remédier, de nombreuses études ont été effectuées.
Malheureusement il a toujours été difficile de faire le lien entre les causes et les effets.

En effet, par le passé, pour étudier la biodiversité dans I’environnement, beaucoup d’analyses
étaient basées uniquement sur la culture des microorganismes. Or, les réactions d’inflammation
étant causées par les protéines de surface, il n’est pas nécessaire que le microorganisme soit
vivant pour provoquer une inflammation celle-ci pouvant méme é&tre initiée par des débris
cellulaires

Il est donc nécessaire d’appliquer des méthodes autres que la culture car celle-ci limite la
biodiversité microbienne par le choix des milieux de culture et sous-estime également la charge
microbiologique, les organismes n’étant pas toujours « récupérables » sur les différents milieux.

Des approches alternatives sont maintenant disponibles. Il s’agit de méthodes basées sur la
biologie moléculaire qui se servent de I’étude des séquences des génes conservés de I’ADN
bactérien 16S ou de I’ADN eucaryote 18S, ce qui permet de décrire la biodiversité d’un milieu
sans avoir recours a la culture. Ces méthodes ont été largement utilisées dans I’étude de la
microbiologie des sols, mais n’ont pas encore été appliquées a I’étude des bioaérosols (particules
biologiques en suspension dans I’air).

Nos objectifs dans ce projet étaient donc, en appliquant les méthodes de biologie moléculaire
comparées a la méthode classique de la culture, d’étudier I’influence des saisons et I’influence du
mode de gestion du lisier sur la charge et la nature des bioaérosols.

Vingt-six entreprises de production porcine ont été recrutées dans les environs de Québec
(150km) et la plupart (18) ont été visitées a trois reprises, deux fois en hiver et une fois en été.
Vingt-deux (22) porcheries faisaient de I’engraissement sur lattes, les quatre autres pratiquant
I’engraissement sur litiere (profonde ou non). L’étude de la biodiversité, de certains pathogenes
ainsi que I’étude de la charge microbiologique totale ont été effectuées a I’aide des méthodes de
biologie moléculaire et des méthodes classiques de culture sur les échantillons d’air recueillis a
I’aide de divers échantillonneurs.

Il en ressort que, méme si la température diminue dans les engraissements sur litiére par rapport
aux engraissements sur lattes, la concentration totale des bactéries cultivables dans I’air est plus
élevée dans les engraissements sur litiere que dans les engraissements sur lattes. Par contre cette
différence n’apparait pas quand on fait I’analyse par biologie moléculaire, cette méthode donnant
cependant des concentrations 1000 fois plus élevées que les comptes cultivables.

Certains pathogenes sont retrouvés dans I’air et, dépendant de la nature du microorganisme,
certains sont observés uniquement par culture alors que pour d’autres I’analyse par biologie
moléculaire donne de meilleurs résultats.
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L’ analyse par biologie moléculaire a permis d’établir que la charge microbiologique totale ainsi
que les concentrations de certains pathogénes (Enterococcus sp. et E. coli) étaient plus élevées en
hiver qu’en été. D’autre part, il a été démontré que la biodiversité ne varie pas selon les saisons
indépendamment des variations de ventilation et de température et qu’elle est constituée a 94%
de bactéries a gram-positif appartenant principalement au groupe des bactéries fermentaires
provenant de I’intestin du porc.

Les outils de biologie moléculaire ont également permis de mettre en évidence la présence
d’archaebactéries, les concentrations étant du méme ordre que celles des bactéries totales et
diminuant de 3,5 fois durant I’été.

Notre étude a donc permis de démontrer la faisabilité et I’utilité des outils de biologie
moléculaire pour la caractérisation des bioaérosols en milieu agricole. Cependant, les analyses
utilisant ces nouvelles technologies ont elles aussi leurs limites techniques pouvant influencer
I’étendue de la biodiversité observée, notamment a cause des limites de détection relativement
élevées de celles-ci. Les méthodes de culture demeurent encore un complément essentiel aux
études moléculaires.
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1. INTRODUCTION

Au Canada, depuis les 50 dernieres années, les éleveurs de porcs ont intensifié leur production
avec pour conséquence un accroissement de la densité animale et des changements majeurs dans
I’organisation du travail, la topographie de béatiments et la gestion du lisier. En 1950, la
production était d’environ 13,5porcs/ferme tandis qu’elle atteignait 1162 porcs/ferme en 2006
(statistiques Canada http ://www.statcan.ca).

La production étant devenue extensive, les producteurs passent donc beaucoup plus de temps
dans les différents batiments de leur exploitation et sont donc plus exposés a leur environnement.
La pietre qualité de I’air n’affecte pas seulement la santé du producteur de porc, elle peut
également affecter la croissance du porc.

La santé des travailleurs a été abondamment étudiée et il est connu que les travailleurs des
porcheries peuvent développer des inflammations chroniques des voies respiratoires suite a
I’inhalation de contaminants organiques, mais également par contact avec des gaz comme
I’ammoniac (NHs) ou I’hydrogene sulfureux (H,S) qui peuvent provenir du lisier ou de la litiére
et le gaz carbonique (COy qui vient de I’activité des porcs.

Par le passé, beaucoup d’analyses de I’environnement reposaient sur la culture des
microorganismes, ce qui excluait les microorganismes non vivants et les débris de
microorganismes qui peuvent avoir un potentiel allergénique important et étre également
dommageables pour la santé.

Il est donc important de caractériser le mieux possible I’environnement des travailleurs des
porcheries par de nouvelles méthodes de fagon a ce que les analyses représentent le plus possible
la réalité.
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2. PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS

Comme il a été souligné précédemment, les travailleurs de milieux industriels telles les scieries,
les tourbiéres et les entreprises d’usinage de métaux peuvent étre exposés a de grandes
concentrations de bioaérosols. Le milieu agricole peut étre également une grande source de
bioaérosols et de tels environnements peuvent conduire a I’apparition de pathologies
respiratoires, notamment I’asthme professionnel, I’alvéolite allergique, le syndrome toxique des
poussieres organiques ou la mycotoxicose.

Les études visant a comprendre les problémes de santé en fonction de I’environnement de travail
sont rarement concluantes.

Certaines études attribuent ce manque de données probantes a des lacunes de la culture
microbienne dans I’évaluation des bioaérosols. En effet, la sous-estimation dramatique de la
culture microbienne a déja été mise en lumiere (Amman et al., 1995). La comparaison des
comptes microbiens de différents environnements obtenus par culture et les comptes
microscopiques directs permet d’affirmer que la culture sous-estime de 100 & 10 000 fois les
comptes réels. Il faut se rappeler qu’il n’est pas nécessaire que les microorganismes soient
vivants pour causer des dommages sur la santé (Mesbostad et al., 2001).

Si la culture sous-estime la concentration des microorganismes dans I’air, elle a également un
impact sur I’évaluation de la biodiversité microbienne. Le choix du milieu de culture, les stress
subis par les microorganismes lors de leur aérosolisation ainsi que ceux qui leur sont imposés
lors de I’échantillonnage diminuent de fagon substantielle le taux de recouvrement des
microorganismes par culture (Heidelberg et al., 1997).

Pour pallier aux lacunes de la culture microbienne, des approches alternatives et
complémentaires sont maintenant disponibles : il s’agit de méthodes basées sur la biologie
moléculaire. Elles ont été intensivement appliquées a I’étude de la microbiologie du sol, mais
n’ont jamais été utilisées pour I’étude des microorganismes dans I’air.

Ces méthodes basées sur I’analyse de la biodiversité génétique, permettent de décrire les
consortiums microbiens présents dans des environnements complexes. L’analyse de la diversité
des sequences des génes conservés tels d’ADNr 16S bactérien et I’ADNr eucaryote 18S permet
I’étude de la biodiversité sans avoir recours a la culture. Elle permet une description exhaustive
et la quantification de la biomasse (16S et 18S) dans divers environnements ce qui pourrait
conduire a la description de bactéries aérosolisées jamais décrites par les méthodes de culture.

Il est connu que le milieu agricole génere de grandes concentrations d’aérosols (Duchaine et
al.,1999) et plus particulierement I’environnement des travailleurs des porcheries (Donham K et
al., 1989, Cormier et al., 1990). C’est la raison pour laquelle ce milieu a été choisi comme
modele pour tester la faisabilité d’études d’écologie microbienne moléculaire pour analyser les
bioaérosols microbiens.

L’objectif de ce projet était d’étudier les bioaérosols dans les porcheries du Québec de la fagon la
plus exhaustive possible a I’aide d’outils de biologie moléculaire comparés aux méthodes
classiques de culture.
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De facon plus spécifique, ces méthodes ont été utilisées et comparées pour étudier I’influence
des saisons et I’influence du mode de gestion du lisier sur la charge microbiologique et la nature
des bioaérosols dans les porcheries (bactéries, pathogenes humains et archaebactéries).
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3. MATERIEL ET METHODE

3.1 Recrutement des porcheries

Vingt-six entreprises ont été recrutées dans un rayon de cent a cent-cinquante kilometres de la
ville de Québec. La plupart ont été visitées a trois reprises durant I’étude: une fois en hiver pour
avoir un niveau de base de I’exposition aux bioaérosols, une autre fois en été ou, en principe, le
niveau d’exposition devrait étre moindre, la ventilation étant a son maximum, la troisieme visite
étant réalisée pour le bénéfice d’un autre projet. Ces entreprises, de tailles variées devaient avoir
un systéme de ventilation mécanique et la plupart étaient en engraissement sur lattes, des études
précédentes ayant démontré que ceux-ci avaient un niveau de poussiéres organiques plus élevé
que les maternités (Cormier et al., 1990). Parmi les porcheries précédentes, deux utilisaient un
systeme de séparation a la source. Quatre porcheries faisaient de I’engraissement sur litieres et le
tableau 1 dresse un portrait de I’étalement des visites dans les entreprises. Le choix du parc dans
I’entreprise était déterminé par 1’age des porcs. En principe le parc ou les porcs étaient en fin
d’engraissement était choisi, ce qui devait donner un maximum de contamination dans I’air. En
général, les trois visites se faisaient dans le méme type de parc (% de lattes similaire), mais des
circonstances indépendantes de notre volonté (ex : age des porcs) nous ont forcés a changer de
type de parc comme dans les porcheries 5, 13 et 14.

Tableau 1- Calendrier des visites dans les porcheries et type d’entreprise

# ID porcherie Date de visite | Date de visite (P) | Date de visite | Situation géographique | Type d’entreprise
(B) (E)

1 1-B Engraissement
08/02/05 66% lattes

2 2-B 2-P 2-E St-Bernard Engraissement
05/04/05 22/02/05 17/06/05 100% lattes

3M 3M-B 3M-P 3M-E St-Lambert Maternité
03/03/06 20/01/06 20/06/06 100% lattes

4 4-B 4-pP 4-E St-Bernard Engraissement
26/04/05 15/03/05 09/08/05 66% lattes

5 5-B 5-pP 5-E St-Bernard Gestation
06/01/06 22/03/05 16/06/05 66% lattes (B et E)

50% (P)
6 6-P 6-E St-Bernard Engraissement
29/03/05 14/06/05 33% lattes

7 7-B 7-P 7-E Honfleur Engraissement
29/11/05 12/04/05 05/07/05 100% lattes

8 8-B 8-P 8-E St-Gabriel Engraissement
14/03/06 19/04/05 31/05/05 100% lattes

9 9-B 9-P 9-E Beaumont Engraissement
24/01/06 18/10/05 28/06/05 66% lattes

10 10-B 10-P 10-E Deschambault Engraissement
09/01/06 6/12/05 13/07/05 100% lattes

11 11-B 11-P 11-E St-Bernard Engraissement
7/02/06 08/11/05 19/07/05 66% lattes
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Tableau 1- Calendrier des visites et types d’entreprise (suite)
12 12-B 12-P 12-E St Elzéar Engraissement
13/12/05 17/11/05 21/07/05 33% lattes
13 13-B 13-P 13-E Frampton Engraissement
03/02/06 11/11/05 02/08/05 66% latté (E et B)
1% (P)
14 14-B 14-P 14-E St-Bernard Engraissement
21/02/06 9/12/05 16/08/05 33% lattes (P et E)
50% (B)
15 15-B, Engraissement/latte
Séparation a la source
15 15-B 15-P 15-E St-Isidore Engraissement
07/04/06 28/03/06 14/09/05 100% lattes
16 16-B 16-P 16-E St-Bernard Engraissement
21/03/06 25/10/05 30/08/05 33% lattes
17 17-B St-Louis de Blandford Engraissement/lattes
1/11/05 Séparation a la source
18 18-B Engraissement
15/11/05 33% lattes
19 19-B 19-P 19-E Ste Brigitte des saults Engraissement
28/02/06 25/11/05 30/05/06 33% lattes
20 20-B 20-P Ste-Croix Engraissement
07/03/06 17/01/06 33% lattes
21 21-B 21-P 21-E Deschambault Engraissement
17/03/06 30/01/06 02/06/06 33% lattes(B et E)
50% (P)
22 22-B 22-pP 22-E Ste-Catherine Engraissement
31/03/06 14/02/06 14/07/06 33% lattes
3 3-L St Lambert Engraissement
10/03/05 Sur litiére profonde
23 23-L St Bernard Engraissement
07/03/06 Sur litiére
24 24-L St Narcisse de Engraissement
17/03/06 Beau rivage Sur litiére
25 25-L Ste Hénédine Engraissement
31/03/06 Sur litiére

Les parties ombrées représentent les entreprises ou la biodiversité (bactéries et archaebactéries) a été étudiée

B = niveau de base hiver (en gras = visite avec échantillonnage protocole 1 (cf tableau 2))
P = 2éme visite d’hiver

E = visite été

L= visite hiver dans engraissement sur litiére

3.2 Protocoles de prélevement

Pour la plupart des visites, I’échantillonnage s’est toujours déroulé en poste fixe sur des tables a
une hauteur de 1m par rapport au niveau du sol et de la méme facon, selon 2 protocoles

possibles dont les conditions sont décrites dans le tableau 2.
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Tableau 2- Types et conditions d’échantillonnages

Echantillonneurs

Nature de I’échantillonnage

Postes fixes (Temps d’échantillonnage)

Protocole 2 Protocole 1

Cassettes 37mm Poussiéres totales 2h 4h

Filtre PVC

IOM 25mm Poussiéres inhalables 4h

Filtre PVC

IOM 25mm Biodiversité (QPCR) 2h 4h

Filtre géelatine Pathogénes par biologie
moléculaire

Cassettes 37mm Endotoxines 4h

Filtre Fibre de verre

AGI-30 Culture 3x3 barboteurs x 16min
Quantification pathogénes
humains par PCR quantitatif
Andersen Culture 2x10 milieux de culture
Identification par biologie milieux et temps variant
moléculaire des colonies de selon le microorganisme
pathogenes isolées recherché
Toxi-Ultra NH3 2h en continu En continu/ journée
Q-Track plus CO, 2h en continu En continu/ journée
Q-Track plus Température 2h en continu En continu/ journée
Q-Track plus Humidité 2h en continu En continu/ journée

Les parties ombrées représentent les échantillons qui ont servi pour la comparaison culture/biologie moléculaire

3.2.1 Protocole 1 ou caractérisation exhaustive

Il s’agit du protocole ou I’environnement a été décrit de la fagon la plus exhaustive possible
grace a différents échantillonneurs qui permettent soit la culture soit I’analyse par biologie
moléculaire.

Echantillonnage avec AGI-30

A trois reprises au cours de la journée (10h, 13h et 15h) I’échantillonnage a été effectué a I’aide
de 3 AGI-30 (Ace Glass Inc, Vineland, NJ, USA)) en paralléle contenant 20ml d’H,O
physiologique (0,9% NacCl) stérile et filtrée. Les AGI-30 étaient reliés a une pompe Gast (Gast
manufacturing, Benton Harbor’ MI, USA) fonctionnant & un débit de 12.5L/min pendant 16
minutes. Le liquide de tous les barboteurs de la journée (9) a été regroupé et complété a un
volume final de 200ml, les barboteurs ayant été rincés avec une solution d’H,O physiologique
stérile et filtrée contenant 0,1% de Tween 20 ce qui résulte en une concentration finale de
Tween 20 entre 0,02 et 0,025%. Ce dernier sert a humidifier les spores de moisissures et a
disperser les agrégats. Deux barboteurs non échantillonnés traités de la méme fagon ont servi de
témoins ou de blancs selon les analyses effectuées ultérieurement. Ces solutions ont servi a faire
de la culture directe de bactéries et moisissures par dilutions sériées sur des milieux de culture
appropriés répertoriés dans le tableau 3. Ce liquide a également servi a I’analyse par biologie
moléculaire des différents pathogenes ainsi qu’a la quantification des bactéries totales.
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Echantillonnage avec impacteurs Andersen

Des impacteurs Andersen 6-étages reliés a une pompe Gast tirant a un débit de 28,3L/min, ont
été montés en parallele avec différents milieux de culture a différents temps d*échantillonnage
pour dénombrer par culture selon les milieux et les températures appropriés, les microorganismes
répertoriés au tableau 3. Les temps d’échantillonnage ont varié selon le microorganisme
recherché. Les échantillonnages ont été faits a deux reprises dans la journée, soit une fois en
matinée et une fois en aprés-midi. Apres incubation, les comptes totaux des différents
microorganismes ont été determinés par la méthode des trous positifs (Andersen, 1958). Les
moisissures ont été comptées, mais leur présence étant négligeable par rapport aux bactéries, il
n’en a pas été tenu compte dans les résultats. Les pathogénes ciblés ont été isolés, purifiés et
contrdlés a I’aide de tests biochimiques comme Gram, catalase, oxydase, Campylobacter test kit-
Oxoid, Salmonella latex kit-Oxoid, lactose broth, tryptone broth, enterococcosel broth, brain
heart infusion broth + 6.5%NaCl. Pour confirmer I’identification de C. perfringens, MUP-ONPG
a eté utilisé. Celui-ci consiste en 4-Methylumbelliferyl phosphate Disodium salt et 2-Nitrophenyl
beta-D-galactopyranoside dont I’hydrolyse indique respectivement la présence d'une phosphatase
acide et d'une beta-galactosidase (enzymes produites par C. perfringens). Tous les pathogénes
suspectés ont également été conservés par congélation a -80°C pour identification ultérieure par
biologie moléculaire.

Tableau 3- Milieux et conditions de culture des microorganismes

Nature du Temps Milieu de culture Température | Temps d’incubation
microorganisme d’échantillonnage d’incubation
recherché /Andersen °C
Bactéries Brain Heart Infusion Agar 25 48 h
mésophiles +Amphotéricine B (BHIA)
Moisissures 5 Rose Bengal Agar + 25 7 jours
mésophiles Chroramphenicol (RBA)
Escherichia coli 20 mFC-5-bromo-4-Chloro-3- 42 O/N*
Indoxyl-b-d-Glucuronic acid
Agar (mFC-BCIGA)
Clostridium 20 modified Clostridium 445 O/N
perfringens Perfringens Agar (mCPA) Anaérobie
Campylobacter sp. 20 modified Cefoperazone 42 48 h
Charcoal Desoxycholate Agar Microaéro.
(mCCDA)
Enterococcus sp. 5 mEntero. agar 37 48 h
Yersinia 20 Cefsulodin Irgasana 25 48 h
enterocolitica Novobiocin Agar (CINA)
Salmonella sp. 20 Brilliant Green Sulpha Agar 42 O/N
(BGSA)
Salmonella sp. 20 modified Lysine Iron Agar 42 O/N
(mLIA)

* O/N: incubation toute la nuit
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Echantillonnage pour I’étude de la biodiversité par biologie moléculaire

Trois filtres en gélatine (SKC Inc., Eighty Four, PA, USA) de 25mm de diametre ont été montés
sur des cassettes IOM reliées a des pompes Gilair 5 tirant a un débit de 2L/min. Un filtre monté
de la méme facon a servi de témoin. Les filtres échantillonnés ont été gardés sur glace jusqu’a
leur traitement au laboratoire. Des retour au laboratoire, les trois filtres ont été regroupés et
solubilisés dans 15ml d’H20 physiologique stérile et filtrée, le filtre témoin étant solubilisé dans
5 ml. Les solutions ont été agitées au vortex durant 30 minutes a température piéce pour étre
ensuite aliquotées en 1,5ml (ce volume correspond a un volume précis d’air échantillonné),
centrifugées a 21 000g pendant 10 minutes. Le culot a été congelé a -20°C jusqu’a analyse
ultérieure.

Mesure de la température et I’humidité

L’enregistrement de la température et de I’humidité a été réalisé en méme temps que la mesure
du CO; a I’aide du méme appareil (QTrack plus)

Les mesures de poussiéres totales, inhalables, endotoxines et de gaz ont également été
effectuées.

3.2.2 Protocole 2 ou caractérisation partielle

Dans ce protocole les filtres en gélatine, montés sur des cassettes IOM ont servi a I’étude de la
biodiversité. Aucune culture n’a été réalisée et certains autres parametres comme la poussiere
totale, les gaz et les endotoxines ont été analysés.

3.3 Analyse des échantillons par biologie moléculaire

3.3.1 Extraction de I’ADN total

L’extraction d’ADN total a été effectuée a I'aide de la trousse de Qiagen ™ (Qiagen,
Mississauga, ON, Canada) QIAamp® DNA Mini kit selon les recommandations du fabriquant,
modifiées par notre laboratoire. Il s’agit d’une premiere digestion au lysozyme, suivie d’une
seconde a la protéinase K et finalement d’une précipitation de I’ADN. Cet ADN a ensuite été
purifié a I’aide des différents tampons fournis dans la trousse de Qiagen.

3.3.2 Quantification des bactéries totales et des différents pathogenes

Les bacteéries totales et les différents pathogénes ont été quantifiés par PCR sur un appareil DNA
Engine Opticon de MJ Research (Bio-rad life science, Mississauga, Ont, Canada) a partir des
extractions d’ADN total des échantillons prélevés a I’aide des AGI-30 et des filtres en gélatine
sur IOM qui ont été centrifugés a 21 000g et dont le culot a été conservé a -20°C.

A partir de cet ADN, la quantification des bactéries totales a été effectuée par 5’-nuclease PCR
en utilisant une sonde marquée avec un fluorochrome (Bach et al., 2002) tandis que les
pathogénes humains ont été quantifiés a I’aide de la trousse de Qiagen SYBR Green |
fluorochrome (Mississauga, ON, Canada) et des amorces spécifiques aux différentes bactéries
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recherchées : Campylobacter sp. (Rinttila et al., 2004), Clostridium perfringens (Wise et
Siragusa, 2005), Enterococcus sp. (Rinttila et al., 2004), Escherichia coli (Daum et al., 2002),
Salmonella sp. (Chiu et al., 2005), Yersinia enterocolitica (Neubauer et al., 2000). Des controles
négatifs ont toujours été ajoutés pour permettre d’évaluer les contaminations éventuelles des
produits PCR.

3.3.3 Identification des bactéries pathogénes

L’identification des pathogenes humains par amplification de I’ADN ribosomal 16S par PCR
terminal a été effectuée sur les bactéries isolées sur les différents milieux de culture spécifiques a
ces bactéries avec les amorces spécifiques énumérées précédemment.

3.3.4 Analyse de la biodiversité des bactéries totales

La biodiversité a été étudiée de facon exhaustive (Nehmé et al., 2008) sur 8 porcheries (2 visites
en hiver + 1 visite en été) parmi les 26 porcheries visitées. Cette évaluation a été effectuée a
partir de filtres en gélatine (tableau 2) par I’application de différents outils de biologie
moléculaire soit, la technique du DGGE (Denaturing gradient gel electrophoresis) et la création
d’une banque d’ADNTr16S par clonage vectoriel chez E.coli.

La technique du DGGE consistait en I’amplification par PCR de I’ADN total extrait des
membranes en gélatine en utilisant une paire d’amorces dont I’une d’elles avait une pince G-C en
5°. Les amorces utilisées ciblaient la région V3 de I’ADNr16S (Muyzer et al., 1993). Par la suite,
les amplicons obtenus ont été quantifiés et migrés sur un gel de 8% polyacrylamide comportant
un gradient d’agents dénaturants (urée, formamide désionisée). La migration a été réalisee a
I’aide d’un appareil DCode™ (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada) a 60V pendant 16 heures a
60°C. La migration terminée, le gel de polyacrylamide a été coloré par le fluorochrome SYBR
Gold (Molecular Probes, Eugene, OR) et I’image des gels a été observée a I’aide du systéeme
d’imagerie ChemiGenius 2 (PerkinElmer, Woodbridge, ON, Canada) et du logiciel d’imagerie
GeneSnap (SynGen, Cambridge, England). Les bandes d’ADN composant les différents patrons
de migration ont été excisées puis de nouveau amplifiées par PCR a I’aide des mémes amorces
utilisées précédemment mais ne comportant pas de pinces G-C. Finalement, les amplicons ont
été clonés a I’aide du TOPO-TA Cloning kit® for sequencing (Invitrogen, Carlsbad, CA) dans
E.coli puis, la séquence d’ADN cloné a été déterminée a l'aide de la plateforme ABI 3730xI
(Applied Biosystems, CA) par le service de séquengage du centre de recherche du CHUL
(CHUL, Québec, QC, Canada).

Pour créer la banque d’ADNTr16S, I’ADN total extrait des membranes en gélatine a été amplifié a
I’aide d’amorces 16S universelles précédemment publiées (Marchesi et al., 1998), puis le produit
PCR a été cloné chez E.coli a I’aide du TOPO-TA Cloning kit® for sequencing (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Les doubles brins des inserts ont été séquencés dans les deux directions (CHUL,
Québec, QC, Canada) et comparés aux séquences des différentes banques de données a I’aide de
I’application BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov /BLAST/) (Altschul et al., 1990). Les
séguences ont été criblées a I’aide du logiciel CHIMERA CHECK (RDP-II) (Cole et al., 2003),
afin de vérifier la présence de séquences chimériques.Toutes les séquences ont été alignées a
I’aide du logiciel ClustalW (Thompson et al.,1994) et les alignements ont ensuite été corrigés
manuellement avec Seaview (Galtier et al.,1996). Les arbres phylogénétiques ont été construits a
I’aide de PHYLO WIN (Galtier et al.,1996).
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3.3.5 Analyse des archaebactéries

Pour I’étude des archaebactéries, le méme protocole que pour les bactéries a été utilisé. La seule
différence réside dans le choix des amorces et la nécessité d’effectuer une PCR imbriquée.

La liste des amorces est représentée dans le tableau 4.

Tableau 4 : Résumé des séquences des amorces et sondes utilisées

Nom Fonction Séquence Nucleotide ® Reférences

PCR Quantitative

ARC787f F amorce 5-ATT AGA TAC CCS BGT AGT CC-3’ Yu 2005

ARC9I15f Sonde 5’-(FAM)-AGG AAT TGG CGG GGG AGC AC- Yu 2005
TagMan (TAMRA)-3’

ARC1059r R amorce 5’-GCC ATG CACCWCCTCT-3 Yu 2005

PCR Imbriquée (DGGE et clonage)

Ar3f F amorce 5’-TTC CGG TTG ATC CTG CCG GA-3’ Jurgens 1997
Ardr R amorce 5’-CCC GCC AATTCCTTT AAGTTT C-3 Jurgens 1997
1492r R amorce 5-GGT TACCTT GTT ACG ACT T-3’ Lane 1991

Parch340f-GC DGGEF  5-CCC TAC GGG G(C/T)G CA(G/C) CAG-3"  @vreés 1997
amorce
519r DGGER  5-TTACCG CGG CKG CTG-3’ @vreds 1997

amorce

& EAM, 6-carboxyfluorescein; TAMRA, 6-carboxy-tetramethylrhodamine
® Pour le DGGE, cette amorce a la pince G-C suivante en 5’
CGCCCGCCGCGCGCGGLCGGGLCGGGGCGGGGGCACGGGGGE (Muyzer et al., 1993)

La figure 1 permet de mieux comprendre les méthodes utilisées pour évaluer la quantification par
gPCR ainsi que la biodiversité.
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Figure 1 : Représentation schématique des méthodes utilisées pour quantifier les
archaebactéries et analyser la biodiversité (de Nehmé et al. en préparation)

3.4 Tests statistiques

Pour les parameétres environnementaux, des mesures ont été prises aux périodes suivantes : Visite
de base (B); Visite hiver 2 (P); Visite durant la période estivale (E). Il s’agit d’une analyse a
mesures répétées a deux facteurs. Le premier facteur est défini comme étant I’effet « Ferme » et
il est aléatoire pour le modeéle statistique. Ce facteur a €té traité comme une variable de blocage.
Le second facteur « Visite » est la comparaison entre certaines saisons. Ce facteur a été analysé
en utilisant un modeéle statistique mixte avec mesures répétées en définissant une structure de
dépendance de la forme CS. Le coefficient de corrélation de Pearson a été utilisé pour mesurer le
degré d’association entre les parametres (p. ex. température vs bactéries; bactéries totales vs
bactéries totales). La plupart des paramétres ont subi une transformation logarithmique pour
respecter les critéres d’homogénéité des variances et de normalité.

Pour s’assurer de la validité des résultats obtenus des différents modeles statistiques, des tests de
normalité multivariée et d’homogénéité des variances ont été faits pour chaque parameétre a
I’étude. Les seuils d’observation <0.05 ont été considéres significatifs.

Les données ont été analysées avec le progiciel SAS v9.2.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC).
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4. RESULTATS

4.1 Impact du type du type de gestion du lisier sur la température et
les concentrations en bactéries dans I'air

4.1.1 Comparaison de la température et de I'lhumidité dans les 2 types
de porcheries

Dans les dix-huit porcheries étudiées de facon exhaustive (voir tableau 1), on observe une
différence de température (p<0,0001) entre les engraissements sur lattes et les engraissements sur
litiere, la température de ces derniers étant plus froide (14,05 + 1,05°C contre 19,5 + 1,5°C I’été).
Il n’existe par contre aucune différence significative pour I’humidité (figure 2).

Figure 2 — Température et humidité relative & I’intérieur des 18 porcheries étudiées

4.1.2 Détermination de la concentration par culture (bactéries
cultivables) et par biologie moléculaire (bactéries totales) des
bactéries aérosolisées dans les deux types de porcheries

La culture (a partir des impacteurs Andersen ou impingers AGI-30) révele que les aérosols des
porcheries en engraissement sur litiere sont plus chargés (p=0,01) en bactéries mésophiles (1,5 x
10° contre 1,7 x 10° UFC/m®). Par contre, comme le montre la figure 3, il n’y aucune différence
entre les deux types de porcheries lorsque les concentrations de bactéries totales sont
déterminées par biologie moléculaire (a partir des échantillons des impingers AGI-30).
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Lorsqu’on utilise la biologie moléculaire pour déterminer les concentrations de bactéries totales
dans les porcheries lattées, les concentrations sont approximativement 1000X plus élevées que
lorsqu’on utilise la culture. Par contre, elles ne sont que 10 fois plus élevées dans les élevages sur
litiere.

Figure 3 — Comparaison des concentrations des bactéries par culture et PCR dans les deux
types de porcheries

4.1.3 Détermination de la concentration des pathogénes humains
dans l'air

La concentration des pathogénes humains (E. coli, Salmonella sp., Campylobacter sp., C.
perfringens, Enterococcus sp. et Y. enterocolitica) dans I’air a été déterminée par culture
(impacteurs Andersen ou impingers AGI-30) et gPCR (impingers AGI-30) dans les 18 porcheries
étudiées.

Aucune Salmonella sp. ni Y. enterocolitica n’ont été détectées par culture dans I’air. L’analyse
par gPCR de cette derniére n’a pas confirmé sa présence dans I’air.

Par contre, si Campylobacter sp. n’a pas été détectée par culture, la concentration totale par
gPCR peut atteindre jusqu’a 10° ADNr16S/m? comme le montre la figure 4. Le type de porcherie
n’influence pas les concentrations de bactéries totales. Dans une porcherie ou le systeme de
séparation a la source du lisier est utilisé, la concentration totale était en dessous du seuil de
détection de la méthode d’analyse qui était de 10° ADNr16S/m°. Les porcheries équipées d’un
tel systéme ont tendance a voir leur niveau de contamination dans I’air plus bas que les
engraissements traditionnels sur lattes, cependant le trop petit nombre de résultats ne permet pas
de confirmer cette tendance.
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Figure 4- Concentrations de Campylobacter sp. dans les porcheries visitées

C. perfringens a par contre été quantifiée par culture dans 16 des 18 porcheries étudiees (figure
5) et les concentrations totales (QPCR) étaient souvent en dessous du seuil de détection de la
méthode (2469 ADNr16S /m®).

Figure 5- Concentrations de C. perfringens dans les porcheries étudiées
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Les concentrations par culture d’Enterococcus sp. (figure 6) corrélent avec les bactéries
mésophiles cultivables (r2 = 0,7, p < 0,01). Quant aux concentrations totales déterminées par
gPCR, elles sont moins élevées dans les élevages sur litiére (p < 0,05).

Figure 6- Concentrations d’Enterococcus sp. dans les porcheries étudiées

Finalement, les concentrations d’E. coli (figure 7) cultivables ont tendance (p = 0,07) a étre plus
élevées dans les porcheries avec litiere comme [I’étaient les concentrations de bactéries
mésophiles cultivables (p< 0,01). Les concentrations totales (QPCR) de E. coli corrélent avec les
concentrations totales de bactéries (qQPCR) (p< 0,0001).

Figure 7- Concentrations d’E. coli dans les porcheries étudiées
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4.2 Influence des saisons sur les concentrations de bactéries
totales, la biodiversité et les archaebactéries

4.2.1 Concentrations de bactéries totales

Cette analyse a été effectuée a partir des échantillons prélevés sur filtre de gélatine (voir tableau
2), sur toutes les entreprises ayant été visitées en hiver et en été pour permettre la comparaison.
Le tableau 5 démontre que les concentrations de bactéries totales (QPCR) sont moins élevées en
été qu’en hiver (p=0,004). Cette affirmation se confirme pour Enterococcus sp. (p=0,0002) et E.
coli (p=0,03) deux espéces dont les concentrations corrélent avec les bactéries totales.

Tableau 5- Comparaison des concentrations de bactéries totales et des différents
pathogénes selon les saisons

Bactéries totales | Clostridium sp. | Enterococcus sp. E. coli Yersinia
enterocolitica

x 10'/m® x 10*/m® x 10*/m® x 10*/m? x 10*/m®
B E B E B E B E B E

Moyenne | 118 | 6,35 | 153 | 125 | 22,3 6,1 16,0 115 0,52 0,43
+écart- | £10,2 | £5/4 | 16,5 | #0,9 | £349 | ¥9,1 | £20,2 | 19,6 | 0,17 | %0,12

type
n 30 36 18 14 31 36 30 34 10 6
p 0,0040 0,3580 0,0002 0,0318 0,3178

p= probabilité que la différence soit significative dans 95% des cas entre hiver et été
n= nombre de réplicats

4.2.2 Biodiversité des bactéries

Pour I’analyse de la biodiversité, I’étude a porté sur huit porcheries visitées a trois reprises
comme indiqué dans le tableau 1 (zones ombrées)

Le détail des résultats est rapporté dans la publication « « Culture-independent approch of the
bacterial bioaerosol diversity in the standard swine confinement buildings, and assessment of
seasonal effect » (Nehmé et al., 2008). La biodiversité a I’intérieur des 8 batiments visités a été
étudiée par DGGE (Denaturing gradient gel electrophoresis). La figure 8 suggére que certaines
bandes sont présentes dans toutes les porcheries étudiées autant en hiver qu’en été. Méme si tous
les échantillons ont le méme profil, quelques différences peuvent cependant étre observées. Les
profils A,B,C.D,G et H montrent les bandes principales (1,2,3,6), la bande 3 étant présente mais
d’intensité plus faible pour les porcheries E et F.

Si les profils des porcheries sont comparés selon les saisons, les deux hivers ne montrent pas de
différence pour chacune des porcheries. Par contre, on observe un profil légérement différent en
été pour la porcherie E ou les bandes 13 et 17 ont une intensité plus forte qu’en hiver.
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Figure 8- Profils DGGE de I’ADNr16S bactérien extrait des bioaérosols de 8 porcheries
(A,B,C,D,E,F,G,H) durant deux hivers et un été. M= contréle de migration de standard
d’ADN (reproduit de Nehmé et al., 2008)

Apreés excision des différentes bandes (1a18) des gels DGGE, I’analyse par séquencage a mené
aux identifications les plus probables représentées dans le tableau 6.

Il s’agit principalement de bactéries a gram-positif de I’ordre des Lactobacillales regroupées
avec celles de I’ordre des Bacillales. Ce groupe est composé d’Aerococcus sp., de Lactobacillus
sp. et de deux séquences de Streptococcus sp. (bandes 6 et 11). Ces 2 séquences ne différent que
par un seul site ou une thymidine (bande 6) remplace une cystéine (bande 11). D’autre part, pour
les bactéries de I’ordre des Bacillales, deux séquences ont été retrouvées : une pour Bacilus sp.
(bande 8) et une autre pour une espéce non caractérisée. Finalement, trois séquences de
Lactobacillales non cultivées ont été retrouvées (bandes 2, 7 et 16).

Un autre groupe de bactéries a gram-positif a été retrouvé, il s’agit des Clostridia. Ce groupe est
principalement composé d’Anaerococcus sp., Oribacterium sinus et Clostridium sp. (bandes 5,
10, 12 et 17). Deux séquences de Clostridia non cultive ont également été obtenues (bandes 4 et
14).

Les deux derniéres bandes correspondent a une bactérie de la classe des Bacteroidetes (bande 9)
et a une actinobactérie dont la séquence a 96% de similarité avec celle de Corynebacterium
kroppenstedtii.
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Tableau 6- Identification la plus probable obtenue suite a I’excision, ré-amplification et
séquencage des bandes des gels DGGE (ADNr16S bactériens)

Bardd Cloasat match n GenBark [Accession No) > Similarity

AQIOCOCCUS 8D, S8GUeNCes INChuding 100%. 194/194

]
ALrococcus vindans (AY
8

ARIoCoccy

A OGN
100 unoutured Bactarum SAGLEN0ES 100°%:. 184/184
Lactobacs 8p. sequences inchdng 100%. 194/194

Lactobaeg aadooywis (AY763430)

Lactobaolvs suntarywws (AY
LactobaoWg crigpatus (AY330181)
LactobaoWs halveticus (AY369116
4 Uncuured bactarium clone X AYAB0530) 100°%. 169V169
100°%. 16&/168

B Angerococcus aradius (AFS g
ANGBrOCOSCUS preveli (AFIT1617)
6 (T/C) Stréplococcus ap. sequences including Q0% 194145
plocoscus bows (AY3Z24610
OCOSCUS AgLUVILS [AF
OCOSCUS MACadionveus
Streptococcus galayious

Femicutes sp. oral dore B A%, 188190
BacAlus sp. 34ha | ) 100%. 194/194
9 Uncumured bac f 816-a5 371917 A5%. 181189

10 QF%. 167169
11 (CIC) 100°%. 1957185
12 Clastngum bvermentans 100%., 1ESV169
17 uncultured bactenum seque 99%. 183194
Uncutured bacternum clo 35)
Unoutured bacterum clone CI17 3
Unculured bactenum clone AKIWTS54 (DQ129406
4 Unoutured bacternum clone Thompsons81 (AYS54359) 99%. 1T
Unculured rumen bactenum (AS185557)
Uncutured bactenum (Clostnanm sp. Cluster 1) 100%., 1ESV159
16 Uncutured bacternum clone ph06 (DO203252) g%, 152194
Clastndum sp. sequences Including: 99%. 168169
Clastnghum guvwy (X76745)
Clastngum asponcam (Y1817
Clastnohum aurantbutyncam (XS8183)
Clastnghum cadaverss |MS908E)
18 Corynabacteriwm kroppansfodd solate BKEEES-2003 (AYLE24775) 95%. 17278

Tableau extrait de Nehmé et al., 2008

Les profils en DGGE étant similaires (figure 8), deux échantillons environnementaux prélevés en
hiver ont été choisis au hasard pour effectuer I’analyse phylogénétique.

Deux-cent quarante cing clones ont été séquencés et sont repartis en trois principales classes de
microorganismes : la classe des Bacteroidetes (4,6%), divisée en deux sous-groupes (la famille
des Porphyromonacae et celle des Prevotellaceae), la classe des Lactobacillales (1,5%) elle-
méme divisée en 2 sous groupes (la famille des Lactobacillaceae et celle des Streptococcacaea).
La derniére classe, de loin la plus nombreuse (93,8%), appartient a la classe des Clostridia.

Cette classe a été analysée par regroupement (Figure 9) dont la description exhaustive est
consignée dans la publication « Culture-independent approach of the bacterial bioaerosol
diversity in the standard swine confinement buildings, and assessment of seasonal effect »
(Nehmé et al., 2008).
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Figure 9 : Arbre phylogénétique dérive de 2 échantillons de bioaérosols prélevés durant I’hiver (extrait de Nehmé et al., 2008)
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Le regroupement | est de loin le plus important et représente 56,3% des séquences d’ADNr 16S.
On y retrouve Clostridium disporicum, C. celanum, C. quinii, C. barati, C. chartabidum et C.
saccharoperbutylacetinicum. Dans le regroupement XI (14,9% des séquences) on retrouve
Clostridium glycolicum et Megasphera elsdenii, Phascolarbacterium feacium appartenant au
regroupenment 1X (1% des séquences). Les derniers regroupements sont représentés par les
regroupements IV (12,4% des séquences), XIVa et X (Clostridium aminobutyrium) ou se
retrouvent respectivement Ruminicoccus bromii, Ruminicoccus flavefaciens, Eubacterium
desmolans, Eubacterium plaudii, Sporobacter termidis et Eubacterium halii, Clostridium
hylemonae, Clostridium nexile.

4.2.3 Archaebactéries

Différentes études antérieures (Whitehead et al., 1999; Snell-Castro et al., 2005) ayant révélé la
présence d’archaebactéries dans le lisier de porc, il a paru intéressant de voir si ces bactéries
pouvaient étre aérosolisées et se retrouver dans I’air de la porcherie et ainsi étre détectée grace a
I’analyse par biologie moléculaire.

L’analyse de la biodiversité des archaebactéries a été faite a partir des mémes échantillons que
pour les bactéries c’est-a-dire les filtres en gélatine (voir tableau 2 zones ombrées).

Les mémes sondes et amorces ont été utilisées.

Les concentrations d’archaebactéries dans I’air, analysées par PCR, peuvent atteindre
jusqu’al0® copies de géne d’ADNr 16S/m*® d’air, et peuvent diminuer de 3,5 fois durant la
période d’été (p = 0,01).

Il existe une forte corrélation entre les concentrations de bactéries totales dans I’air et les
concentrations d’archaebactéries retrouvéees dans ce méme environnement (figure 10)

Figure 10 : corrélation entre les concentrations de bactéries totales dans I’air et les
concentrations d’archaebactéries
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Comme pour les bactéries, des gels DGGE visant a I’analyse de la biodiversité en
archaebactéries (figure 11) ont été réalisés sur les eéchantillons des huit porcheries étudiées
(porcherie A a H).

A BCDETFGH A BCDETFGH A BCDETFGH

YVIHIN D k=N I WYY I k=IN & IVIIVE k= I

Figure 11 : Profils DGGE de I’ADN extrait des bioaérosols de 8 porcheries
(A,B,C,D,E,F,G,H) durant deux hivers et un été

Ces gels montrent que certaines bandes (1 et 2) sont présentes dans tous les échantillons, que ce
soit en hiver ou en été avec, peut-étre, une intensité moins forte en été. Ceci démontre une
certaine similitude dans tous les échantillons indépendamment de la saison. Par contre, certaines
bandes semblent plus spécifiques a certains échantillons (bandes 3 & 6). Toutes ces bandes ont
été excisees et séquencees et demontrent une grande similarité avec les Methanobacteriaceae, le
plus proche appariement pouvant étre fait avec Methanosphera stadtmanae.

Pour construire I’arbre phylogénétique, trois échantillons prélevés durant I’hiver (les gels DGGE
démontrant une grande similarité entre les 2 hivers et I’été) ont été choisis de fagon aléatoire.
L’arbre est représenté par la figure 12 ou 350 clones ont été analysés par séquencage et les
séguences comparées aux bases de données pour identification.
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Figure 12 : Arbre phylogénétique des archaebactéries établi a partir de trois échantillons
de bioaérosols prélevés durant I’hiver. L échelle représente le nombre de substitutions de
nucléotide par position (de Nehmé et al. en préparation)

Cet arbre a été construit avec les séquences partielles a I’aide des logiciels PHYLO_WIN
(Galtier et al. 1996) selon la méthode « neighbour-joining » avec retrait des « pair-wise gap » en
utilisant les corrections de Kimura-2.

La recherche ayant été effectuée a partir des banques de données publiées, de nombreuses
séquences ont été reliées a des séquences d’archaebactéries non cultivées. Comme il a été décrit
dans I’analyse des gels DGGE, toutes les séquences clonées appartenaient aux bactéries
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méthanogenes. En outre, 94,7% des séquences récupérées a partir des clones étaient affiliées
avec Methanosphaera stadtmanae (> 96% de similarité).
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5. DISCUSSION

5.1 Influence du type de gestion du lisier sur les concentrations de
bioaérosols dans 'air

Comme il a été démontré, la concentration des bactéries mésophiles déterminée par culture est
plus élevée dans les porcheries pratiquant I’élevage sur litiére que dans les entreprises d’élevage
sur latte. Cette différence n’apparait cependant pas lorsqu’on fait I’analyse par biologie
moléculaire. Ceci s’explique par le fait que les litieres sont composées de matieres organiques
qui fournissent des nutriments pour maintenir le métabolisme des bactéries et permettre leur
culture par la suite. D’autre part, la température plus froide pourrait expliquer cet accroissement
des bactéries cultivables. En effet, il existe une corrélation négative entre les concentrations
bactériennes et la température (p=0,01); les porcs ayant tendance a dormir davantage lorsque la
température est plus élevée, cela pourrait engendrer une réduction de leur activité et ainsi
diminuer I’aérosolisation des bactéries mésophiles.

En général, les concentrations de bactéries totales sont de 10 a 1000 fois plus élevées que les
concentrations de bactéries cultivables. En effet, dans I’analyse par PCR quantitative les
concentrations sont exprimées en copies d’ADN16S/m*; les bactéries non-cultivables, les
bactéries mortes et méme les débris composés de matériel génétique bactérien entrent donc dans
le calcul de cette concentration, alors que pour la culture, seules les bactéries cultivables sur un
milieu donné sont comptabilisées.

L’analyse par culture de certains pathogénes dans I’air ne démontre pas de différence entre les
deux types d’élevage. Parfois aucune bactérie, comme Campylobacter sp. par exemple, n’a pu
étre détectée par culture alors que la PCR quantitative montrait sa présence dans presque toutes
les porcheries visitées. Campylobacter sp. étant un genre microaérophile, il est fort probable que
les bactéries ne puissent survivre dans I’air et &tre cultivées par la suite.

Par contre, par I’analyse en biologie moléculaire, si les concentrations sont en dessous du seuil
de détection de la méthode (2469 ADN16S/m*) comme pour C. perfringens, ce microorganisme
n’a pas détecté par biologie moléculaire alors que la culture a démontré sa présence dans toutes
les porcheries. Les spores de Clostridium favorisent certainement leur survie a I’aérosolisation et
I’échantillonnage et nuisent probablement & I’extraction de son matériel génétique.

Pour d’autres pathogénes, comme pour Enterococcus sp., les concentrations totales déterminées
par g°PCR démontrent que, dans les engraissements sur litieres, on retrouve moins de ces
bactéries dans I’air que dans les engraissements réguliers. Ici, un changement de microflore
causé par la présence d’un écosysteme différent (litiere) pourrait expliquer ces résultats.

5.2 Influence de la saison sur les concentrations de bactéries
totales, la biodiversité des bactéries et des archaebactéries

Il a été démontré que les concentrations de bactéries totales dans les batiments sont plus
importantes en hiver qu’en été. Plusieurs facteurs peuvent expliquer cette différence; il pourrait
s’agir de la quantité de poussiéres totales dans I’air qui est moins importante I’été que I’hiver
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(Létourneau et al. en préparation), les bactéries étant collées aux particules de poussieres, il est
logique qu’il y ait moins de bactéries dans I’air, le second facteur étant la température. En effet,
la température a I’intérieur des batiments est plus élevée durant I’été, ce qui inciterait les porcs a
étre moins actifs et donc a moins relacher de poussieres dans I’air. D’autre part, la ventilation
joue probablement un réle important dans la concentration de poussiere dans I’air. En été, la
ventilation est a son maximum pour maintenir une température la plus confortable possible pour
les porcs a I’intérieur des batiments. ldéalement, la température visée est de 19°C comme il a été
constaté en hiver (19,1 + 1,9°C) dans les porcheries qui ont été visitées, mais elle monte a 24,7 +
2,7°C en été (Létourneau et al. en préparation).

L’analyse de la biodiversité bactérienne par gel DGGE démontre que les patrons de bande ne
sont pas différents pour les 8 porcheries visitées. Méme s’il y avait une différence de température
et de ventilation a I’intérieur des batiments entre I’hiver et I’été,les patrons de bandes restent
semblables ce qui suggére que la nature des bioaérosols reste constante. La séquence de bande
DGGE réveéle la présence de Lactobacillales et de Clostridia, cependant I’identification des
bactéries par biologie moléculaire reste complexe. En effet, d’une part, les profils DGGE
contiennent beaucoup de bandes d’ADN qui sont difficiles & purifier et d’autre part,
I’identification de microorganismes avec une courte séquence doit étre réalisée avec prudence.
L’ approche par clonage/séquencage permet une identification plus rigoureuse des espéces en
présence. En effet, la longueur de la séquence accessible pour I’identification (254 pb pour le
DGGE vs 1324 pb pour le clonage) a un effet treés important sur le succés de I’identification par
comparaison aux bases de données. Les profils DGGE,bien que moins intéressants d’un point de
vue identification, sont un outil précieux de comparaison rapide de biodiversité globale, tandis
que le clonage est plus fastidieux mais permet des identifications plus précises. Cette étude
démontre que ces 2 outils sont complémentaires, qu’ils permettent de dire que la biodiversité des
porcheries est relativement constante qualitativement et que ce sont les concentrations de
bactéries qui fluctuent entre les saisons et les batiments.

Jusqu’a présent, les études sur la biodiversité des bactéries dans les porcheries étaient
essentiellement basées sur la culture et démontraient la prévalence des bactéries & gram-positif
comme Aerococcus sp. Bacillus sp. Micrococcus sp. Streptococcus sp. et Staphylococcus sp.
(Cormier et al, 1990), les bactéries a gram-négatif étant essentiellement représentées par
Enterococcus sp., Moraxella sp. et Pseudomonas sp. Les outils de biologie moléculaire montrent
que la population de bactéries qui a été identifiée appartient a 94% aux bactéries a gram-positif
avec une majorité de Clostridium sp. L’analyse phylogénétique de la biodiversité des
échantillons d’air appuie les résultats obtenus lors d’études de la microbiologie du tractus
gastrointestinal du porc (Leser et al., 2002) et du lisier (Snell-Castro et al., 2005). En effet,
méme si les proportions sont différentes, les phylotypes trouvés dans la présente étude
appartiennent principalement au groupe des bactéries fermentaires provenant de I’intestin du
porc.

Les mémes outils appliqués a I’étude des archaebactéries ont permis de mettre en évidence des
concentrations allant jusqu’a 10° copies de géne d’ARNr 16S/m® d’air, ces concentrations
pouvant diminuer de 3,5 fois durant I’été. Cette diminution durant I’été suit les conclusions de
I’étude par biologie moléculaire des bactéries totales (Nehmé et al.,, 2008). Quant aux
concentrations d’archaebactéries, elles sont du méme ordre que les concentrations de bactéries.
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En outre, comme il a été démontré que les concentrations d’archaebactéries sont directement
proportionnelles aux concentrations de bactéries totales, ni I’une ni I’autre ne serait aérosolisée
préférentiellement. C’est la premiére fois qu’une étude révele I’exposition humaine aux
archaebactéries aérosolisées. L’ impact de ces microbes sur la santé respiratoire et leur rdle dans
le processus inflammatoire reste a étudier.
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6. CONCLUSION

Cette étude a permis de révéler, pour la premiere fois, la biodiversité des bioaérosols des
porcheries et d’étudier I’impact des saisons et du type d’engraissement sur la nature des
contaminants de I’air. En effet, la mesure de bactéries totales, de bactéries cultivables, de
pathogénes totaux, de pathogenes cultivables, d’archaebactéries totales a été effectuée et 2
approches permettant d’étudier la biodiversité ont été utilisées. 1l a été démontré que :

- La concentration de bactéries totales est, en général, 1000 fois plus élevée que les comptes
cultivables; par contre la culture réussit a mettre en évidence que les bactéries présentes dans
I’air des engraissements sur litiere sont plus facilement cultivables que dans les engraissements
sur lattes.

- Certains pathogénes humains sont présents dans I’air des porcheries et les approches
moléculaires en complément a la culture permettent leur détection et quantification, certains
pathogénes étant présents en moindre concentration dans I’air I’été que I’hiver.

- Les archaebactéries sont présentes en grandes concentrations dans les porcheries, ces
concentrations diminuant durant I’été. Leur impact sur la santé des travailleurs reste a étudier.

- Il existe une corrélation entre les concentrations de bactéries totales et d’archaebactéries totales
suggérant une aérosolisation non spécifique, c’est-a-dire indifférente de la nature des
organismes.

- 1l existe une corrélation entre les concentrations des entérocoques, E. coli et les bactéries
totales, suggérant que les niveaux d’exposition a ces pathogenes pourraient étre contrélés par une
baisse du niveau d’exposition total.

A titre de conclusions techniques, cette étude a permis de démontrer la faisabilité de I’approche
moléculaire pour la caractérisation des bioaérosols en milieu agricole et a permis de mettre au
point des protocoles robustes et transférables a d’autres projets. Cependant, les analyses par
biologie moléculaire se heurtent a certaines limites techniques qui peuvent jouer sur I’étendue de
la biodiversité observée, et jouer également sur la détection de bactéries présentes en trop petite
quantité dans I’air pour atteindre la limite de détection de la méthode. Les méthodes de culture
demeurent, a notre avis, un complément essentiel aux études moléculaires.
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