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Bioaérosols : sources naturelles ou
industrielles




Les environnements touches
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Problemes de santé et moisissures

= Les infections, ’asthme, la rhinite, la sinusite,
les pneumopathies d’hypersensibilite, les
mycotoxicoses, les problemes gastro-intestinaux

et dermatologiques

http://www.asthmainstitute.pitt.edu




Problématique

Plusieurs pathologies suggerées, mais aucun
lien de cause a effet direct démontré

X Pas de dose-reponse

- X Absence d’agent etiologique clairement identifie

X Présence de moisissures non documentees
Etudes d’exposition = caractéristiques morphologiques

\ La plupart des especes sont difficiles a isoler par
culture



Hypotheses

> Biais des méthodes de culture
> Moisissures non viables/non cultivables

> Milieux de culture favorisant certaines especes

PFPRIM-R4
PFPRIM-F3 ITS1
e . ITS86 <T84
785 rRNA 5.85 rRNA [152 28SrRNA
@ @
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> Limitation de la taille des amplicons par les séquenceurs
= 1TS1 ou ITS2 ?



Objectifs

> Utiliser une approche SNG pour deéecrire les bioaérosols

fongiques

> Comparer ITS1 vs. ITS2 dans les bioaérosols du

compost

> Appliquer la methode aux usines de

biomeéthanisation

= Combiner ’approche par culture et par SNG pour

etudier les fermes laitieres




Méthodologie (Rapport R-1019)

Les environnements a |’étude

Compost Biométhanisation Fermes laitiéres

?rotocole bioinformatiqu

Echantillonnage de I’air (3 m3) MiSeq (lllumina® o
(personnalisé)




Compost




Indices de richesse et de diversité

Chao1

ITST ITS2

Les indices de richesse et de diversité Chao1, Shannon et
Simpson montrent des valeurs plus élevees pour ITS1
comparativement a ITS2



Analyse taxonomique
(classe des moisissures)
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Le profil taxonomique est plus diversifié et mieux reparti avec
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PCoA : analyse en coordonnées principales

Matrice de distance : Bray-Curtis
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Biomeéthanisation
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Classe des moisissures identifiées dans
’air des deux usines de biométhanisation
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% d'abondance relative

Les Eurotiomycetes sont predominants dans [’usine UB2 (durant [’été et [’hiver)
alors que [’'usine UB1 présente un profil fongique plus varié. Les Agaricomycetes
dominent en été et les Eurotiomycetes dominent en hiver.



20 genres de moisissures les plus
abondantes dans UB1
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Hiver

Talaromyces 13,07%
Cortinarius 1,33%
Malassezia 1,14%
Piptoporus 1,14% \

Rhodotorula 1,14% \
Williopsis 0,75% ',
Kazachstania 0,57%
Filobasidium 0,57% |
Gueomyces 0,38% !
Emericella 0,38% /
Pichia 0,38% /
Plicaturopsis 0,38%

8 genres de moisissures parmi 20 sont retrouves dans les deux visites.
Hyphodontia faisant partie de la classe des Agaricomycetes est la plus abondante
en été. Les genres Penicillium et Talaromyces sont les plus abondants en hiver.



20 genres de moisissures les plus
abondantes dans UB2

Fusarium 3,07% \
Botrytis 2,75%

-

Le genre Penicillium est grandement majoritaire en été et en hiver. Les
échantillons d’air récoltes en éte sont plus diversifies que ceux récoltés en
1. °
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Fermes laitieres

Publication STOTEN : Hamza Mbareche, Marc Veillette, Guillaume J. Bilodeau
and Caroline Duchaine. (2018). Fungal Aerosols at Dairy Farms using a
Molecular and Culture Techniques [Submitted for peer-reviewed publication]



Classes des moisissures identifiées dans
I’air des fermes laitieres
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12 classes identifiees : 6 préedominent. Chaque ferme présente un profil

taxonomique differents



Genres de moisissures identifiés par [’approche
SNG et par culture dans ’air des cinq fermes

laitieres
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4 moisissures detectéees par les deux méthodes. Parmi les 16 autres
moisissures figurant dans la liste des moisissures identifiees par culture,
trois n’ont pas éte déetectées par la méthode SNG.




La complémentarité des méthodes de séquencage
et de culture

The multi-omics promise in context: from
sequence to microbial isolate

Johanna Gutleben &, Maryam Chaib De Mares, Jan Dirk van Elsas, Hauke Smidt, J6rg Overmann &

Detmer Sipkema &
Pages 212-229 | Received 20 Jan 2017, Accepted 16 May 2017, Published online: 31 May 2017

") Chick for updates

&6 Download citation https://doi.org/10.1080/1040841X.2017.1332003

Faciliter les conditions de croissance par les informations apportées par
les méthodes de séquencage sur la complexité microbienne de
[’environnement



Méthode de concentration des moisissures

Pratosole de centrifugation 5

[ Culct de centrifugation = Extraction '’ADN
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Echantillons d’air des usines de
biométhanisation

A Centrifugation
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La filtration permet de recuperer 100 a 1000 fois plus de
spores de Penicillium et d’Aspergillus.



Effet sur la diversité
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Centrifugation Filtration

La filtration donne un plus grand nombre d’UTO observees.



Distribution taxonomique des 50 moisissures détectées dans les
échantillons centrifugés. Toutes les moisissures ont été identifiées
par la filtration

C. Sordariomycetes
F. Valsaceae

F. Stereaceae
Dioszegia
Sitotremastrum
Eluteus
Exidiopsis
Gloeoporus
Artomyces
Feniophora
Resinicium
Tubulicrinis
Eutypello
Bjerxandera
Rhodoturula
Sphaerulina
Hydnopolyporus

(17)

O. Russulales

O. Cantharella'es
Bullera
Ganoderma
Antrodia
Phanerochaete
Lentinus
Hyphoderma
Udeniomyces
Itersonilia
Slerotegonospora
Guehomyces
Rhodotorula
Neurospora
Coprinapsis
Lenzites
Psathyrelio
Scopuloides

(18)

1L

Q. Cystofilobasidiales
C. Agaricales

C. Eurotiales

F. Microascacece
Sporobolomyces
lrametes

(6)

F. Pleosporaceae
C. Pleospcrales
Epicocum
Davidiella
Alternaria
Botrytis
Fusarium
Cryptococcus
Capnobotryellc

(9)



Principaux messages a retenir

d

:

> Perte des moisissures par la méthode de
centrifugation

> Impact sur la concentration et la diversite des
échantillons d’air

> 50 taxons particulierement touches par la perte

= Nouveau protocole de filtration pour une
meilleure récupération de cellules fongiques

> Une meilleure évaluation de [’exposition aux

moisissures dans les environnements a risque




Principaux messages a retenir

> Le choix de la region du genome influence la description

du contenu fongique des echantillons
> Le profil de diversité d’ITS1
= Plus riche, meilleure distribution et identification de

plus de moisissures

> |TS2 semble favoriser la famille des Saccharomycetales
] > Abondance difféerentielle entre ITS1 et ITS2

= Biais d’amplification?



Perspectives

= Appliquer ’approche métagénomique sur les mémes
échantillons
> Pas d’étape d’amplification
> Plus colteux, plus de ressources bio-informatiques

= Continuer les efforts dans la conception de nouvelles
amorces specifiques aux moisissures

1 > Les avancements dans les technologies de sequencage
‘ amélioreront la qualité et la longueur des séquences

> Utilisation de la région ITS au complet



Retombées de I’étude

> [’application de la methode d’analyse (filtration
et ITS1) dans tous les environnements de travail
pouvant avoir un probleme de moisissures dans
’air

> Ecoles, hopitaux, édifices gouvernementaux

etc.
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