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Introduction

L’évaluation de I'exposition des salariés en Médeailu Travail comprend la réalisation de
prélevements atmosphériques réglementés par desryaimites a ne pas dépasser afin
d’éviter la survenue de pathologies. Les concentratobtenues lors de ces prélevements ne
représentent que I'exposition potentielle dansdassou elle ne prend pas en compte la
réponse meétabolique individuelle des salariés. Poendre en compte cette susceptibilité, des
indicateurs biologiques d’exposition (IBE) sontligés lors la surveillance médicale des
salariés. Ces IBE, fréiquemment dosés dans le safigrme, ne représentent que le résultat
d’épurations successives de différents organeg,(f@in, tractus digestif...). Méme si les
expositions professionnelles sont multiples etéesj la voie d’absorption principale est le
poumon. |l apparait pertinent d’évaluer la doserimt pulmonaire des toxiques d’origine
professionnelle afin de détecter précocement lapact potentiel. Ces biomarqueurs de dose
interne, appelée dose biologique effective [1jrient compte des différences individuelles
dans l'absorption ou la bioaccumulation du contamtiren question et indiquent son niveau
réel dans I'organe et dans les tissus ou compartsrepécifiques [2]. En effet, connaitre la
dose interne pulmonaire permet de savoir quellecemtnation de contaminant peut
potentiellement interagir avec I'épithélium respiiee et ainsi savoir si les capacités
d’épuration de I'épithélium seront dépasskgufe 1). Cette interaction dépend de la dose
totale de contaminant présent dans l'organe cihle cdntaminant mais aussi de ses

caractéristiques physico-chimiques (taille, pragséesurfaciques, charge).

Source

Risk Personal Care
Management Food Water Air Dust Soil Sediment Producls

B Risk

z . Inhalation | Assessment

Absorption foliowing:  Ingestion
Dermal Contact

Elimination
Epldemiological (ORI, Target Organ
studies Dose

Pharmacodynamic
Processes

Effect J

Figure 1 : Le continuum exposition-effet pour les produits chimiques
de I'environnement. Tiré de [3]




Cette dose interne ne pouvait étre connue qu'ag@adsation d’examens invasifs comme le
lavage broncho-alvéolaire. Une autre approche pit envisagée avec |'étude des

composants de l'air exhalé.

Le condensat dair exhalé (EBC) est le liquide nbtede facon non invasive apres
refroidissement de lair expiré d'un sujet au repd3e liquide serait constitué de
I'aérosolisation du liquide recouvrant I'épithéliumespiratoire du compartiment alvéolaire et
aussi du compartiment trachéobronchiqgue ou bronehidBeaucoup d’études se sont
intéressées aux marqueurs de l'inflammation datie cgatrice mais trés peu aux marqueurs
de I'exposition. Notre équipe de recherche a daf tout d’abord travaillé sur la
standardisation du recueil de P'EBC ainsi que sar dosage de biomarqueurs de
I'inflammation dans I'EBC sur des populations hordogs de patients depuis 2008 [4-7]. Les
modéles d’épuration pulmonaire actuels montrentlguEnétique d’épuration des particules
déposées dans le parenchyme pulmonaire est varisblen la région considérée
(trachéobronchique, bronchiolaire ou alvéolaired@tine proportion non négligeable de ces
particules a une épuration lente. Par conséquérdares la continuité des travaux sur les
marqueurs de l'inflammation, nous émettons I'hygsthque 'EBC pourrait étre une matrice

reflétant I'exposition pulmonaire en particulesaldées lors d’'une exposition professionnelle.

Cette hypothése repose sur des éléments bibliogegspermettant de suspecter la présence
de particules minérales ou métalligues dans leidejuecouvrant I'épithélium respiratoire
relevant d’'une part des lois physiques régissantldpbt des particules sur I'épithélium
respiratoire et d'autre part sur les différentesesod’élimination de ces particules. Ces
éléments seront résumés dans {4 partie de ce document en rappelant les différentes
structures anatomiques et histologiques de l'ajijp@spiratoire et en y ajoutant des données
cinétiques.

Pour étayer cette hypothése, nos travaux avaieat pbjectif premier la détection de
particules minérales ou métalliques dans 'EBCalargs exposés et pour objectif second de
corréler la concentration de ces particules dd&BCT avec les concentrations atmosphériques

de ces particules obtenues pendant leur postewkaltr

Trois études complémentaires ont été menées ppondée a ces objectifs, la premiere basée
sur une étude clinique, les 2 autres menées erurliofessionnel et de type exposés/non-
exXposeés :

- la premiere étude concernait un salarié d’unééuhé broyage de muscovite atteint
d’'une pneumopathie de surcharge,
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- la deuxieme étude concernait un groupe de sosdgilisant la technique « metal
inert gaz » (MIG) pour assembler des structuresitigiies en acier au cours de la production

de transports ferroviaires,

- la troisieme concernait des salariés exposéssacomposés solubles de béryllium

dans le secteur de I'aluminerie.

Nos 3 études seront présentées dans la deuxienie garce document les unes aprées les
autres en suivant le méme plan (méthodologie, tagsut discussion) puis discutées de fagon

plus générale en fin de manuscrit.
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Premiere partie

Dépot des particules inhalées et mécanismes

d’'épuration pulmonaire

1 Dépbt des particules inhalées dans I'appareil resgitoire

Le poumon est un organe essentiel ou ont lieu ¢barges gazeux. L'inspiration permet
'apport d’'un air riche en dioxygene jusqu’aux ailes et I'expiration I'élimination du

dioxyde de carbone. A raison d’'un volume couran® @elitre et d’une fréquence respiratoire
de 12 cycles/minute chez un sujet au repos, 8 3 Id’air sont donc quotidiennement
mobilisés pour répondre aux besoins en oxygéneir lirapiré contient de nombreuses
particules dont la taille et les propriétés physibamiques sont différentes selon leur origine.
Ces particules sont responsables de pathologipsatsres comme I'asthme, la BPCO ou les
pneumoconioses. Pour lutter contre ces agents gratles, 'appareil respiratoire est doté de

plusieurs mécanismes de défense permettant |'é&@iioim de ces agents.

Selon le Task Group on Lung Dynamic, I'appareibpiestoire est divisé en 3 compartiments
[8] (figure 2):

1) la région extra-thoracique comprenant les cavités nasales et le naso-pharynx

jusqu’au larynx ou débute la trachée,
2) larégion trachéo-bronchique de la trachée aux bronchioles terminales,

3) larégion alvéolo-interstitielle ou pulmonaire, lieu de I'hématose.

12
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Figure 2 : Illustration des principales régions anatomiques du tractus
respiratoire humain (ICRP, 1994). Abréviations: ET1: voies nasales
antérieures; ET2: voies nasales postérieures, naso et oropharynx et
du larynx; BB: région bronchique, y compris la trachée et les
bronches; bb: bronchioles; AI: région alvéolo-interstitielle, composé
des bronchioles respiratoires, les conduits et les sacs entourés par les
alvéoles. Tiré de la publication 66 de I'International Commission of

Radiological Protection [9].

En 1963, Weibel a proposé pour la région trachéodirique et alvéolo-interstitielle, un
modéle géométrique d’ « arbre » bronchique commtenme succession de divisions
symétriques en « Y » [10]. Dans ce modele, unergépé correspond a la division d’'un axe

bronchique « mére » en 2 axes « filldigyre 3).
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Figure 3 : Modele des ramifications des voies aériennes du poumon et

Acinar airways
|
5,0

©| @
@ [Njoja|alw[n]=] o |N

le numéro de génération correspondant. Tiré de Weibel ER.[11]
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A partir du niveau des bronchioles terminales (ggti@n 14), des alvéoles viennent

interrompre la paroi des bronchioles permettansides échanges gazeux d'ou le nom de
bronchioles respiratoires. Lorsque toute la paesi ldronchioles est constituée d’alvéoles, on
parle de conduits alvéolaires qui se poursuivent |pa sacs alvéolaires et enfin les
alvéoles. On appelle lobule secondaire de Millere uentité anatomique polygonale

comprenant 3 a 5 unités respiratoires terminalasaoni), chaque acinus dépendant d’'une
bronchiole terminale. Ces structures sont délimsitgéar un tissu conjonctif de soutien, les
septa interlobulaires, permettant le support demege pulmonaires et des vaisseaux

lymphatiquesfigure 4).

apex OLFACTORY AREA: "\ _NASOPHARYNX

1
CONCHAE | _~ORAL PHARYNX

pulmonary

bronchiole pulmonary
A
vein {

VESTIBU “ /_—~EPIGLOTT!!
artery BULE ? EPIGLOTTIS

interlobular ;
septum

LUNG

TRACHEO - BRONCHIAL
LYMPH NODES
05 7T0 1.5 cm.

BRONCHUS 8mm-

BRONCHIAL
ARTERY

CONDUCTING
BRONCHIOLE, 0.6mm.

PULMONARY.
ARTERY

TERMINAL
BRONCHIOLE, 0.6 mm.

RESPIRATORY
BRONCHIOLE, 0.5mm.

LYMPHATICS

PULMONARY.
VEIN

ALVEOLAR
DUCT, 0.2mm.

ALVEOLAR
LYMPHATICS SAC, 0.3 mm.

=
alveolar
alveoli duct

bronchiole pleure ALVEOLUS

LUNG LOBULE

Figure 4 : Schémas représentant le lobule secondaire de Miller. Tiré de [12]
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Le modéle de Weibel a ensuite été précisé par Yebhem en 1980 [13]. Le tableau ci-
dessous issu de cette publication fournit les tératiques géométriques des voies aériennes

selon ce modelddbleau 1).

Tableau 1 : Paramétres des voies respiratoires selon le modéle proposé par Yeh et

Schum

n N D (cm) L (cm) 0 (deg.) @ (deg.) S (ecm?) V (cm?) SV (cm?)

1 1 2.01 10.0 0 0 3.17 31.73 31.73

2 2 1.56 4.36 33 20 3.82 16.67 48.40

3 4 1.13 1.78 34 31 4.01 7.14 55.54

4 8 0.827 0.965 22 43 430 4.15 59.69

5 16 0.651 0.995 20 39 5.33 5.30 64.98

6 32 0.574 1.01 18 39 8.28 8.36 73.35

7 64 0.435 0.890 19 40 9.51 8.47 81.81

8 128 0.373 0.962 22 36 13.99 13.46 95.27

9 256 0.322 0.867 28 39 20.85 18.07 113.34

10 512 0.257 0.667 22 45 26.56 17.72 131.06

11 1024 0.198 0.556 33 43 31.53 17.53 148.59

12 2048 0.156 0.446 34 45 39.14 17.46 166.05

13 4096 0.118 0.359 37 45 44.79 16.08 182.13

14 8192 0.092 0.275 39 60 54.46 14.98 197.10

15 16,384 0.073 0.212 39 60 68.57 14.54 211.64

16? 32,768 0.060 0.168 51 60 92.65 15.57 227.21

17 65,536 0.054 0.134 45 60 150.09 20.11 247.32

18 131,072 0.050 0.120 45 60 257.36 30.88 278.20

19 262,144 0.047 0.092 45 60 454.81 41.84 320.04

20 524,288 0.045 0.080 45 60 833.84 66.71 386.75

21 104,8576 0.044 0.070 45 60 1594.39 111.61 498.36

22 209,7152 0.044 0.063 45 60 3188.78 200.89 699.25

23 419,4304 0.043 0.057 45 60 6090.97 347.19 1046.44

24 838,8608 0.043 0.053 45 60 12,181.95 645.64 1692.08

25° 3x 108 0.030 0.025 45 60 - 3871.80 5563.88

n : numéro de la génération; N : nombre de voiesea@ies; D : diamétre de la section de la voie egne; L :
longueur de la voie aérienné@,;: angle de la bifurcationy/: angle de gravité a 90° correspondant a un tube

horizontal; S : surface de section; V : volume; ¥olume cumulé ; a : Bronchioles terminales ; duédles.

Ainsi, I'appareil respiratoire contient environ 3@0llions d’alvéoles dont le diamétre est de

300 um ce qui représente une surface d’échande tieal40 environ.

1.1. La région extra-thoracique

Les cavités nasales et le naso-pharynx sont redasustein épithélium cylindrique pseudo
stratifié cilié riche en cellules caliciformes. Lesllules de cet épithélium sont unies les une
aux autres par des jonctions serrées constituasi ane barriere physique vis-a-vis de
I'environnement extérieur. Cette région particip€haimidification de I'air inspiré grace a
I'eau contenue dans le mucus. Elle participe égalgrau réchauffement de I'air inspiré grace
aux shunts artério-veineux du chorion profond gauasnt. Elle est riche en tissu lymphoide

nécessaire a la production d'immunoglobulines A&éaes (IgA).
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Lors d’'une inspiration, la présence des cornetamasend I'écoulement de l'air turbulent. Le
dépdt des particules inhalées sur I'épithélium hasafait principalement pampaction
inertielle et concerne les particules entre 2 et 20 um. tem, éinertie d’'une grande particule
aéroportée tend a maintenir sa trajectoire initialssque le flux d'air porteur est dévié
brusquement par les fosses nasales. Ainsi, la pildbade dépét par impaction inertielle
augmente lorsque le diameétre de la particule autgmd?2]. Le phénomeéne de filtration de
cette région est plus efficace lors de [linspimatioasale que lors d'une inspiration
exclusivement buccale [14]. Par conséquent, le merdb particules inhalées dans I'appareil
respiratoire endothoracique sera plus grand lots d&xercice intense nécessitant une
respiration par voie buccale. Les particules déposkans le mucus sont ensuite transportées

par le tapis muco-ciliaire ou interagissent avépithélium sous-jacent.

1.2. La région trachéobronchique

Les voies aériennes “conductrices” sont comprisgeeda trachée (génération « 0 ») et la
15°™ génération (bronchioles terminales et de tramsjitioll existe des différences
histologiques entre la région bronchique de la g#itd « 0 » a Iaég‘egénération et la région
bronchiolaire de 1a%"a la 15™ génération. L'épithélium de ces 2 régions est tigsde
cellules ciliées, de cellules basales et de calldaliciformes. Cet épithélium est rendu
imperméable grace a 3 complexes jonctionnels ieliefaires : les jonctions serrées apicales
ainsi que les jonctions intermédiaires et les desrmes latéraux. Il est recouvert d’un liquide

contenant le mucus.

L’épithélium de la région bronchigue comporte urtizye de support ainsi que des glandes
sécrétrices de mucus. A partir de la région brarahie, les cellules basales se raréfient, il
n'existe plus de cartilage ni de glandes sécré&rateon observe la présence de cellules non-
ciliées sécrétantes appelées cellules de Clarkes=alont de multiples fonctions :

- régénération de I'épithélium bronchique en péshht apres différenciation en
cellule ciliée,

- détoxification des xénobiotiques et des gaz omiglagrace a la production de
cytochromes P450,

- protection de [I'épithélium respiratoire par lacistion du glycoaminoglycane
(complexe protéinique entrant dans la compositien 'lypophase), des mucines, des
apoprotéines du surfactant (A, B, C et D), desawss, des peptides antimicrobiens, des

cytokines et des chimiokines [15].
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Dans la région trachéobronchique, les particuldmlées se déposent principalement par
sédimentationc'est-a-dire sous la force de la gravité. Ce pim&me survient lorsque la force

gravitationnelle dépasse la résistance de l'aiuitedpar une particule en déplacement dans
I'air et concerne les particules de plus de 0,5 panms ce contexte, la probabilité de dépbt par
sédimentation augmente avec la taille de la pdetietilorsque le débit de I'air dans la voie

aérienne diminue. Le dép6t des particules inhaédait également dans une moindre mesure
par impaction inertielle. La probabilité de dépar pmpaction augmente avec la taille de la

particule mais aussi avec le débit aérien.

1.3. La région alvéolo-interstitielle

Les bronchioles respiratoires apparaissent a ?Eelﬁénération de l'arbre bronchique. La
grande majorité de la surface alvéolaire (98%)tagissée par les pneumocytes de type |

(EP1), la surface restante est occupée par lesypies de type Il (EP2).

Les EP1 sont de grandes cellules dont la faiblesggar cytoplasmique (50 a 100 nm) facilite
les échanges gazeux avec les capillaires alvésldtiies joueraient également un réle dans le

transport des ions et dans la réparation des gioimonaires.

Les EP2 sont de plus petites cellules cubiques orytoplasme est riche et contient un
réticulum endoplasmique, un appareil de Golgi, giesules et des corps lamellaires. Ces
structures servent a sécréter les différents itoasts complexes du surfactant : le film de
phospholipide ainsi que les protéines du surfactaes EP2 participent également au
transport des ions, a la réponse immunitaire, rttfonnent comme des cellules progénitrices

en réponse a des Iésions pulmonaires [fl@lie 5 etfigure 6).

Figure 5 : Surface de la paroi alvéolaire dans le poumon humain vu
par microscopie électronique a balayage révélant ['épithélium
alvéolaire en mosaique constitué d’EP1 et d’EP2. Les fleches indiquent
la limite du feuillet cytoplasmique de la cellule EP1, qui s'étend sur de
nombreux capillaires. On observe également 2 pores de Kohn (PK). N
= noyau de la cellule EP1. Tirées de [11]
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Figure 6 : Photographie au microscope électronique a balayage de la
paroi alvéolaire montrant les capillaires pulmonaires avec leurs
érythrocytes, séparés de l'air par une barriere de tissu trés mince
(EP1). Tiré de [11]

Le principal mécanisme de dépdét des particulesl@aisadans le compartiment alvéolaire est
la diffusion. Ce phénomeéne est provoqué par les mouvemenigiems et concerne surtout
les petites particules (<0,5 pum) en raison dedellision avec les molécules de l'air. Le dépot
par diffusion augmente avec la diminution de ldlgaies particules et la diminution de la
vitesse d'écoulement de l'air dans les voies aéegnle dépbt par diffusion se produit
principalement dans la région alvéolaire en raider'allongement du temps de séjour de la
particule et de la faible longueur des voies a@esnLes particules peuvent aussi se déposer

par sédimentation en raison de la diminution dutdi#bl’air dans ces voies aériennes.

Les principaux mécanismes de dépbt des particelegent étre réesumeés de la fagon suivante

(tableau 2etfigure 7) :

Tableau 2 : Résumé des principaux mécanismes responsables du dépo6t des particules

dans le tractus respiratoire.

Mécanisme Région concernée Taille des particules
Impaction inertielle extra-thoracique et bronchiguie 2a20pm
Sédimentation bronchiolaire et alvéolaire >0,5pum
Diffusion alvéolaire <0,5um

D’autres mécanismes de dép6t plus mineurs sonibpessll s'agit du dépbt électrostatique
(ancrage des particules sur une surface par abmaélectrostatique) ou de la collision
(concerne surtout les particules fibreuses dorfoteme est la cause de l'ancrage avec la

surface de destination).
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Figure 7 : Schéma représentant les dépbts de particules dans les

poumons selon différents mécanismes liés a la taille des particules:

impaction inertielle, la sédimentation et la diffusion. Tiré de [17].
Plusieurs équipes de recherche tentent de mod#&iseaction des particules inhalées qui se
déposent dans les différentes régions de I'appagsjiratoire en fonction de la taille des
particules, de leur densité ou de leur forme eh d@léduire le dépdt total dans les poumons.
En voici 'un d’entre eux réalisé par la Commissioternationale de Radioprotection pour

des sujets respirant par le nez lors d’'un exetéiger figure 8).
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Figure 8 : DépoOt pulmonaire total et régional selon le diamétre des particules
inhalées (densité de 1g/cm?®) basé sur le modéle de la Commission Internationale
de Radioprotection pour des sujets respirant par le nez lors d’'un exercice léger.
Head Airway : région extra-thoracique ; Alv: région alvéolaire; TB: région

trachéobronchique. Tiré de [18].
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La fraction totale de dépdét des particules estlls pmportante pour les particules dont la
taille est comprise entre 1 et 100 nm et 1 et 180 lpes particules de I'ordre du nanomeétre
sont préférentiellement déposées dans les voigsnaés supérieures en raison de la vitesse
du flux d’air favorisant I'impaction inertielle maileur dépot s’effectue également dans la
région alvéolaire. La fraction de dépbt dans laiagalvéolaire montre une distribution
bimodale avec un pic de fraction de dépoét de 50%s fas particules de 20 nm et un pic de
15% pour les particules de 2 um. La fraction debt&fans la région trachéo-bronchique
montre également une distribution bimodale avepiare fraction de dépot de 35% pour les
particules de 3 nm et un pic de 5% pour les pdescde 3 pm. Dans ce modéle, les particules
comprises entre 0,2 et 0,5 um ont une faible waatie dépét car leur taille rend peu probable
le déepot par sédimentation ou par diffusion. Pesrgarticules dont la taille est supérieure a
1um le dépbt s’effectue majoritairement dans laorégxtrathoracique mais également dans
la région alvéolaire et trachéobronchique (syntliksgonible sur ldigure 9).
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Figure 9 : Fraction de dépot prédite de particules inhalées dans la
région extrathoracique, trachéobronchique et alvéolaire lors d’une
respiration par le nez (issues des données de I'ICRP (1994). Tiré de
[19]
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2 Epuration des particules déposées dans le tractusspiratoire

Une fois déposeées, les particules seront éliminiesactus respiratoire grace a différents
systemes d’excrétion et de métabolisation selonltmalisation. La toux, I'éternuement et la
déglutition sont des mécanismes réflexes permett@iimination des particules vers
I'extérieur du corps ou vers le tractus gastrostital. Pour les particules qui se sont
déposées sur le tapis muco-ciliaire, les battenmisres de I'épithélium de la région extra-
thoracique et trachéobronchique permettent I'élation de ces particules vers le tractus
digestif, c’est la clairance muco-cilliaire. Dana tégion alvéolaire, les particules sont
principalement phagocytées par les macrophagesnigrent ensuite vers le tapis muco-
ciliaire ou vers l'interstitium. Les particules pemt également atteindre I'hypophase par
dissolution puis le compartiment intracytoplasmiagies cellules épithéliales par endocytose
pour les particules les plus solubldgyfre 10). Selon sa composition, la particule sera
métabolisée en trois étapes par les cellules déjaithe (activation, transformation,
élimination). Certaines particules sont capables tidaerser I'épithélium par l'espace
intercellulaire. Les compartiments finaux de ceffguration sont linterstitium (sous la

membrane basale), la circulation sanguine et leatés/mphatique.
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Figure 10 : Scenarii possible pour les particules atteignant le mucus.
Les particules déposées sur la couche superficielle du mucus sont
rapidement éliminées par le tapis mucociliaire, tandis que les
particules capturées dans la phase sol périciliaire sont soumis a
d’autres mécanismes de clairance plus lents (par exemple la
phagocytose par les macrophages, I'endocytose dans I'épithélium des
voies respiratoires). GIT = tractus gastro-intestinal, LN = ganglions

lymphatiques, IS = espace intercellulaire. Tiré de [20]
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2.1. Clairance muco-ciliaire
2.1.1. Mucus

Ce film constitue la premiére défense de I'épithmélivis-a-vis des agents biologiques ou
particules inhalées. Il est constitué d’'une hypsghagueuse péri ciliaire (phase sol) dont la
hauteur doit étre maintenue a 7 um pour conseiefiicience des battements ciliaires, et
d’'une phase gel superficielle (épaisseur de 0,5uan) ayant une composition protéique et
chimique précise [21]. Il existe un continuum eng&diquide recouvrant I'épithélium de la

région trachéobronchique et celui du compartimeitéddaire. Le mucus disparait

progressivement jusqu’au compartiment alvéolaireseul le surfactant persiste. Dans une
zone de transition dont les limites sont mal dékes, la phase gel du mucus serait

discontinue laissant la phase sol a nu [22, &&li(e 11).
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Figure 11 : Coupe schématique histologique de I'épithélium respiratoire dans
les compartiments trachéobronchique, bronchiolaire et alvéolaire. Le mucus
(phase gel) disparait progressivement lorsque I'on se rapproche du
compartiment alvéolaire laissant a nu la phase sol et le surfactant. Tiré de
[24].

Les 2 phases ont probablement la méme compositas dans des proportions différentes.
Elles sont composées de 95 a 97% d’eau, de mu@heoprotéines), de phospholipides et
d’ions. La composition en ions (chlorure de sodiwhgn eau est régulée par les transports
ioniques transeépithéliaux (canaux ioniques transbhmanaires). Cette régulation est

importante pour maintenir des caractéristiquesldgiques idéales pour le battement ciliaire.
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En effet, la viscosité de la phase sol est moiegédl pour permettre les mouvements des cils
par diminution des forces de frottement. Les mucsmnt de longues chaines glycoprotéiques
de haut poids moléculaire dont I'hétérogénéite aednes de glycanes constitue un éventail
de récepteurs pour les bactéries extérieures, gg®ehant ainsi d’atteindre I'épithélium
respiratoire. D’autres protéines anti-bactériensest présentes dans le mucus: IgA,
lysozyme, peroxydase, lactoferrine, transferriméij@ucoprotéase. Le mucus a également une
activité anti-oxydante grace aux enzymes qu’il monit: glutathion, catalase, superoxyde

dismutase et béta-défensines.

2.1.2. Les cils [25]

Un cil est constitué d’une tige, d’'une zone degiton, d’'un corpuscule basal et d’'une racine.
La longueur du cil est de 5 & 7 pm dans la traelh@ea 3 um a [a®7° génération. La tige est
constituée en périphérie de 9 paires de microtshiflect B) reliées entre elles par des ponts
de nexine. Ces microtubules interagissent ave® lagcrotubules centraux grace a des ponts
radiaires. Les fibres A sont dotées de bras deidgnéxterne et interne responsables de
I'activité ATPasique figure 12). La tige est entourée d’'une membrane plasmigeetigue a
celle de la cellule. La tige interagit avec le cgoelette sous-jacent grace a la zone de

transition, au corpuscule basal et a la racine.

Figure 12 : Coupe transversale d‘un cil au niveau de la tige. Les
fleches désignent les bras de dynéine interne et externe. Tiré de
[26].
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L’apex du cil est muni de « griffes » qui s’accrenha la phase gel du mucus.

Les battements ciliaires (12 a 15 battements peonske) ont lieu dans I'hypophase et se

déroulent en 4 phases [27]:
» phase active : déploiement du cil pour s’ancrer phlase gel,
» phase de récupération, le cil se replie sur lui-mém
e phase de repos,

e phase active de propulsion du mucus.

Les battements ciliaires se font dans le sens @pposelui de 'onde métachrone de

déplacement du mucus, il s’agit donc de mouvemagtachrones antiplectiquegyre 13).

direction one metachronal wavelength
of wave
propagation

ML effective effective
stroke stroke
TL[ -—b- —’TE
: : recovery stroke : ]
PCL QN TEU [ -

Figure 13 : Mouvements métachrones anti-plectiques du mucus sous
I’action des battements ciliaires. Tiré de [28]

Dans la région extrathoracique (fosses nasaleshdt#tements actifs des cils déplacent le film
muqueux vers le carrefour aérodigestif a une \@es®yenne tres variable de 0,5 a 24
mm/minute [29]. Dans la région trachéobronchiquettecvitesse est comprise entre 1 et 15
mm/minute [30]. Plus on se rapproche des régiostalds des voies aériennes, plus la

fréequence de battement diminue et plus la longdesrcils diminue [31].

2.1.3. Le surfactant

Dans la région trachéobronchique, le surfactansitte entre I'hypophase et le mucus. Le
mucus et I'hypophase disparaissant progressivedsaaTd les régions distales, il persiste alors

une monocouche de surfactant au niveau de la sutiatépithélium alvéolaire.
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Le surfactant pulmonaire est biochimiguement comwlell est constitué d’environ 90% de
lipides et de 10% de protéines. Il est produit lparpneumocytes de type 2, les cellules de
Clara mais également certaines cellules des glatrdebséo-bronchiques. Le composant
lipidique tensio-actif majeur, la di-palmitoyl-phgsatidyl-choline (DPPC) est associé aux
protéines du surfactant (SP) comprenant la SP-394h,la SP-B (0,7%), la SP-C (0,4%) et la
SP-D (0,6%).

La DPPC est le principal composant lipidique petamdtla diminution des tensions de
surface a l'interface air-alvéole créées du fait'idégalité de taille des alvéoles, évitant ainsi

le collapsus des alvéoles en fin d’expiration.

Les protéines du surfactant pulmonaire sont imgkgu dans deux grands groupes de
fonctions : les fonctions tensio-actives et lexfams de défense (immunité innée). Alors que
la SP-B et la SP-C sont principalement impliquésassda diminution de la tension de surface
alvéolaire, la SP-A et la SP-D sont des protéinggdphiles principalement responsable des

fonctions de défense.

Lorsque des particules atteignent la surface ddastant, elles sont déplacées vers
I'hypophase du fait des forces de mouillage. Edlest alors principalement phagocytées par
les macrophages alvéolaires et peuvent interagic d& SP-A. En diminuant la tension
superficielle des alvéoles en fin d’expirationslefactant facilite I'élimination des particules
et des débris cellulaires vers les voies aériepheslarges. L'interaction des particules avec
la SP-A n’est pas encore bien comprise mais il $emib que la SP-A et la SP-D puissent
interagir avec les macrophages et les leucocytes pwduler la réaction inflammatoire
induite [32].
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2.2. Phagocytose par le macrophage

Le macrophage (MP) joue un role essentiel dansmiéation des particules inhalées
insolubles. Son but principal est de purifier 'esp alvéolaire en phagocytant les particules
toxiques pour atteindre ensuite le tapis muco4iodiau I'interstitium puis les lymphatiques. Il
peut également jouer le role de cellule présentattiantigéne ; il a donc un réle pivot entre
'immunité innée et 'immunité adaptative.

Le MP est issu de la differenciation des monocytesulants et réside a la surface de
I'épithélium respiratoire, dans [linterstitium etams les régions périvasculaires,

péribronchiolaires et de la plévre viscérale.

La reconnaissance des particules par le MP commeetldenents étrangers au poumon est
mieux comprise depuis la découverte des réceptleursconnaissance de motifs moléculaires
(pathogen-associated molecular patterns PAMP) réespteurs de type Toll (TLR) sont des
récepteurs transmembranaires présents a la suttaddP et font partie de la famille des
PAMPs. Les TLR 2 et 4 semblent étre les deux TLRcggaux permettant la reconnaissance
des particules. Cette reconnaissance entraineatinateon en chaine de voies intracellulaires
permettant la production de médiateurs de linflation par I'activation de facteurs de

transcription comme le facteur nucléai (NF«B) ou de I'activateur de protéines 1 (AP-1).

D’autres récepteurs, présents a la surface du Mifgitent la reconnaissance des particules
opsonisées et non-opsonisées. L'opsonisation egracessus qui permet le marquage des
particules a l'aide de protéines (opsonines) quoiigeront la reconnaissance des particules
par le MP. Les particules biologiques sont classigent opsonisées alors que les particules
non-biologiques ne le sont pas. Toutefois, ces i€le® peuvent étre reconnues par les
récepteurs d’épuration (scavenger-receptors SR) @uiinverse des TLR, limitent les

réactions inflammatoires en inhibant le facteurss8ogié au récepteur du TNF (TRAF6)

nécessaire a l'activation des facteurs de trarsanpNF«B et AP-1 figure 14) [33].
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Figure 14 : Interactions entre immunité innée et immunité adaptative en réponse aux particules inhalées.

Les micro-organismes fixés aux particules sont opsonisés par des opsonines spécifiques et sont ensuite
endocytés par le MP via la phagocytose « opsonine dépendante » comprenant le récepteur Fc et le récepteur
CR3. Les particules non biologiques et les produits intermédiaires peuvent étre phagocytés par une
reconnaissance « opsonine indépendante » par les récepteurs « scavenger ». Aprés internalisation, les
particules sont traitées et présentées avec le complexe CMH II pour interagir avec les lymphocytes T CD4 +
naifs. La voie Myd88 conduisant a la maturation des MP est activée d’une part par la reconnaissance du TLR4
avec les PAMP/DAMP et d’autre part par une activation supplémentaire par le stress oxydatif. Les voies médiées
par les récepteurs « scavenger » régulent négativement la voie de Myd88, responsable de la maturation "non
classique", en bloquant la dimérisation et l'ubiquitination de TRAF6.

Les fleches rouges indiquent une activation, les fleches bleues I'inhibition et les fleches bleues en pointillés
I'absence d’effet ou effet indéterminé. Abréviations: PAMP : pathogen-associated molecular patterns ; TIRAP :
domaine TIR contenant une protéine adaptatrice, IRAK : kinases associées au récepteur de l'interleukine-1;
TAK1 : kinase activée par le TGFB. Tiré de [33].

La reconnaissance de particules par les TLR ouSRsactive le MP qui initie alors leur
phagocytose : la membrane cellulaire du MP se défoen pseudopodes qui entourent
progressivement les particules pour former les pbages intracellulaires. Ces derniers
s’'unissent aux lysosomes pour former les phagotyses. Les lysosomes contiennent des
enzymes protéolytiques et des acides (acide hypait) responsables de la digestion des
particules. La digestion terminée, les substratg sasuite éliminés vers I'extérieur du MP
pour atteindre la circulation systémique si leulubiiité le permet, sinon ils subissent a

nouveau une phagocytose.

L’activation du MP entraine une activation du coémpént permettant le recrutement d’autres
MP a partir du secteur vasculaire ou interstittdlaetivation des MP déja présents. D’autres

phagocytes sont également recrutés comme les mddaires neutrophiles.

La demi-vie de rétention des particules dans lepastiment alvéolaire peut étre élevée pour

une particule insoluble. La clairance des partEnt@diée par les MP a été évaluée chez le rat
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comme étant une décroissance mono-exponentielle @wveaux de clairance d'1% par jour
correspondant a une demi-vie de rétention alvéolkdér 70 jours [34]. Chez I'homme, cette
demi-vie de rétention alveolaire a été évaluéevaram 300 jours [35]. Lorsque le phénomene
de déposition intra-pulmonaire des particules egtivé@lent ou inférieur au processus de
clairance alvéolaire, on peut prédire que la chgrsgbnonaire en particules atteint un
équilibre dans la région alvéolaire au bout de Bidaes [34]. Lorsque le phénomene de
déposition intra-pulmonaire des particules est sapé au taux de clairance soit par
augmentation de I'exposition ou par diminution @éficience des processus de clairance se
produit alors le phénoméne de surcharge : lescpdat s’accumulent progressivement dans le
compartiment alvéolaire provoquant ainsi une audatem de leur translocation vers
l'interstitium, le sang et les lymphatiques. Le Xade clairance peut étre insuffisant par
rapport au phénomene de dépdbt des particulesienidre des MP n’est pas assez éleve, ou Si
leur mobilité est ralentie par le poids des pakisugu’ils portent ou lorsque leur réponse
chimiotactique diminue ou en raison de la toxicitéecte de certaines particules [36]. Grace
aux expeérimentations chez le rat, Morrow estime HeHicience de clairance des MP
alvéolaires diminue lorsque le volume de particydeagocytées est supérieur ou €gal a 6%
du volume des MP alvéolaires et que les fonctioascldirance des MP sont totalement
dépassées lorsque cette proportion atteint 60% EB6]se basant sur la mesure du volume
individuel moyen d’'un MP alvéolaire effectuée pastiloff et Lehnert en 1988 [37] estimé a
2500 pni et sur le nombre de MP alvéolaires estimé & 7iard$, Oberdorster estime que le
volume seuil de particules phagocytées a partirudugn observe un phénoméne de
surcharge est égal a 1,11 pL/g de poumon. Ce vokomespond a une concentration de
particules inhalées de 0,8 md/mn considérant une durée d’exposition professitemiz
8h/jour et 240 jours de travail par an, avec urunv@ courant de 1,25L, une fréquence

respiratoire de 16 cycles/min et un poids pulmandé 950 grammes.

Dans un contexte de surcharge ou lorsque les Mt pas encore eu le temps de migrer dans
la région ou les particules se sont déposéesaldieydes peuvent interagir avec le mucus ou

le surfactant mais aussi avec I'épithélium respiraten fonction de leur solubilité.

2.3. Mécanismes d’épuration cellulaire

D’autres mécanismes d’épuration existent au niveglulaire afin d’éviter I'accumulation
intracellulaire de xénobiotiques. lls ont été démots sur des cellules tumorales résistantes

aux chimiothérapies d'ou leur nom de « Multi Drugsitance » (MDR) ou « Multi Drug

28



Resistance-associated protein » (MRP). Cette épuarateffectue par des pompes d’efflux
transmembranaires de nature protéique appartendatsaiperfamille des « ATP-binding
cassette transporters » (ABC transporters). Dasegefont le point sur la localisation de leur
expression dans le poumon [38] et sur leurs fonsti@9]. Actuellement une dizaine ont été
découvertes et quelques unes d’entre elles partiti@g I'épuration extracellulaire de
composeés inorganiques. La P-glycoprotéine (MDRLMRP2 et la protéine de résistance du
cancer du sein (BCRP) sont situées au pole apieal akllules épithéliales. MRP1 a
préférentiellement une localisation basolatéréifgu(e 15). La P-glycoprotéine et la MRP1

sont également localisés dans la membrane cedudais macrophages alvéolaires.
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Figure 15 : Expression des transporteurs ABC dans plusieurs cellules

du poumon humain. ABC, ATP-binding cassette; BM, membrane

basale; BCRP, protéine de résistance du cancer du sein; CFTR,

régulateur de la conductance transmembranaire de la mucoviscidose;

MRP, multi-drug résistance protein; la P-gp, la P-glycoprotéine. * :

Des résultats contradictoires existent dans la littérature. Tiré de

[40].
Ces protéines sont capables d’excréter des substran-conjugués ou conjugués au
glutathion. Ces mécanismes évitent ainsi I'accutiaraintracellulaire de xénobiotiques ou
leur transformation enzymatique en produit plusgog. L'antimoine et I'arsenic ont été les 2
métalloides les plus étudiés comme substrat dedid@protéine, et des MRP1 et MRP2.
Méme si des xénobiotiques d’origine professionneltmt pas encore été déterminés comme
étant des substrats de ces transporteurs, il etialple que ces mécanismes d’épuration

enrichissent I'hypophase ou le surfactant en nodtibs.
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2.4. Particularités des nanoparticules

Comme décrit plus haut, une partie des nanopagBcaiteignent le compartiment alvéolaire.
Les nanoparticules (NP) ont une taille comprisereerit et 100 nm. Elles peuvent étre
d’origine environnementale ou industrielle (fabtica intentionnelle). Comme pour les plus
grandes particules, les NP peuvent interagir athgpdphase, les protéines du surfactant (SP-
A) [41] et la membrane des cellules. L’interactmvec les cellules dépend de leur taille, de
leur composition chimique et surtout de leurs daréstiques de surface (y compris leur
charge). Le rapport [surface/nombre d’atomes ouémués totales] augmente de fagon
exponentielle avec la diminution de la taille destipules. Ainsi, la réactivité de surface est
plus importante pour une NP par rapport a une qaetide plus grande taille, et ce pour une
méme masse et méme composition chimique [19]. Riffies voies de passage intracellulaire
sont possibles : la phagocytose (via les SR [4&]jnacropinocytose, I'endocytose médiée
par les clathrines, I'endocytose non médiée paclethrines ou les cavéoles, et 'endocytose
meédiée par les cavéoles. Un transport passif tramdgmanaire a également été propose

permettant aux NP d’atteindre plus facilement l@®chondries et le noyau [43].

Les études chez le rat et chez ’lhomme montrentlep®P sont moins phagocytées par les
MP [44] que les grandes particules . Difféerentegdilyeses sont proposées pour expliquer ce
phénomeéne : les NP inhiberaient les capacités miytigaes des MP [45] et/ou atteindraient
plus rapidement le compartiment interstitiel [4@f pranslocation ou transport paracellulaire
[47]. Pour une tres faible proportion, il est pbsid’observer une translocation directe des

NP vers la circulation systémique [48].

L’interaction des NP avec les structures cellupeoduit des especes réactives de I'oxygene
(ERO) ou nitrosantes par réactions de type Fentigoao réactions d’oxydoréduction [49]. En
intracellulaire, les NP sont capables d’activerfeeteurs de transcription NiB et AP-1 par
I'intermédiaire de la voie des mitogen-activatedtein kinase (MAPK) suite a l'activation du
récepteur tyrosine-kinase de 'EGFR [50].

Lors d’'une exposition complexe comprenant a la ft@s particules de I'ordre du micron et
des particules de l'ordre du nanometre, il est g de prendre en considération ces

données pour analyser la cinétique de leur épuratio
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2.5. Passage vers les lymphatiques et la circulation $gmique

La translocation est le phénomene qui permet lesteat des particules déposées dans le
poumon vers d’'autres tissus du corps. Elle s’dafiecprincipalement par le drainage
lymphatique mais aussi directement par absorptiors da circulation systémique.

Les MP ayant phagocyté des particules peuventndieile compartiment interstitiel et
ensuite la circulation lymphatique. Le parenchynmémmnaire et la plévre viscérale sont
drainés par le plexus lymphatique superficiel sitséus la plévre viscérale. Les
compartiments trachéobronchique et bronchique ausile tissu conjonctif péribronchique
sont drainés par le plexus lymphatique profond. jplexus lymphatiques se rejoignent dans
leurs collecteurs lymphatiques efférents pour caneda lymphe vers les nceuds lymphatiques
pulmonaires et bronchopulmonaires situés danddephiimonaire. De |3, la lymphe atteint les

troncs lymphatiques broncho-médiastinaux pour abdans le confluent jugulo-subclavier.

L’absorption de particules dans la circulation égstjue concerne surtout les NP [51] et
dépend essentiellement de leur taux de dissolu(smiubilité) [52]. Un passage du
compartiment interstitiel vers le compartiment aleére serait possible pour les micro et

nanoparticules mais son mécanisme n’est pas enoora [53].

2.6. Cinétique de la clairance pulmonaire

La clairance pulmonaire est I'élimination de substs inhalées de I'appareil respiratoire par
le transport des particules et par I'absorptionsds liquides biologiques. Elle peut étre

chimique ou mécanique.

La clairance chimique, essentiellement effectuédg®P, peut avoir lieu dans le mucus ou

le liquide interstitiel. Elle représente I'ensemldes processus chimiques ou enzymatiques
permettant de rendre un composé plus soluble pvariter son passage dans la circulation
systémigue. Son efficacité varie selon la taille, densité, la surface et la composition

chimique du composé a dissoudre. Plus le compdspeds et soluble, plus rapide sera sa

dissolution [54].

La clairance mécanique correspond au transpompaltisules grace au tapis muco-ciliaire. La
structure, le nombre, le mouvement et la coordmatiles cils présents dans les voies
respiratoires ainsi que la quantité, la composigbles propriétés rhéologiques de la couche
périciliaire du mucus sont des déterminants de l#rance muco-ciliaire. Les facteurs

physiologiques tels que l'age, le sexe, la postigresommeil et I'exercice influencent la

31



clairance du fait d'une modification des cils, duces ou de la couche périciliaire, ou une
combinaison de ceux-ci. Certains polluants sontnaenpour avoir un effet néfaste sur la
clairance (fumée de tabac, dioxyde de soufre, asidiirique, dioxyde d'azote, ozone).
Certaines maladies affectent la clairance comnsthhae, la dilatation des bronches, la
bronchite chronique, la mucoviscidose et certainésctions aigués des voies respiratoires
[25].

Il est possible d’étudier la cinétique de la clag@a pulmonaire totale (chimique et mécanique)
a I'aide de particules ou de protéines radio-maggquiont on maitrise la taille, la forme et la
charge. Pour minimiser les erreurs d’interprétatibrest nécessaire que le radionucléide
utilisé soit fermement ancré sur la particule dae souhaite tracer. De plus, la particule doit
étre insoluble pour limiter son passage vers le paotiment intracytoplasmique de
I'épithélium respiratoire.

La Commission Internationale de RadioprotectionRE} a réuni en 1994 les données
expérimentales de I'étude de la clairance de I'egipeespiratoire réalisées chez I'animal et
chez 'homme dans un modele nommé « Human Respirdfcact Model », que I'on
désignera HRTM dans le reste du manuscrit. Ce raodelise le tractus respiratoire en
différents compartiments ayant un temps propre éention des particules au sein d’'une

région anatomiqudi@ure 16).

Anterior

|
| .
nasal | Extrathoracic ET1 J:—’ Environment
Naso- | 0.001 . 100
oropharynx/ 1 LN ETI< ETseq ET o > Gl tract
larynx e  —3 _ _____ ,,,,{,,,J L
o T 0.03/ " "7170 ~ "]
|
Bronchi ! 2.0 BBseq BB2 BB1 |
| y |
| 0.03 PR
. ! 0.01 |
Bronchioles 1 |LN bb bb bb !
se 2 1 |
: ™ ] A A A :
ool | 0.0001 | 0.001[0.02 |
Alveolar | 0.00002 !
interstitial ! Al |AL |AL|
I i1 "2 3 :
|
L Thoracic _____________________ |

Figure 16 : Modéle du tractus respiratoire humain selon I'ICRP (1994). Tiré de [9]
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Les caractéristiques cinétiques des différents eotimpents sont décrites ci-dessous :
Gl tract : tractus gastro-intestinal
ET; : région extra-thoracique (nasale antérieure)
ET,: ET'2 + ETseq

ET’,: région comportant les fosses nasales postésielgdarynx, le pharynx et la
cavité buccale. Les particules qui se déposent ceiihs région ont une faible durée de séjour

avec une demi-vidj(,) de 10 minutes.

ETseq: cOmpartiment ou une faible proportion des paltis déposées dans la région
ET, (0.0005) a une longue durée de séjour aved;yrae 700 jours.

LNgT : vaisseaux et ganglions lymphatiques drainaréd#on extra-thoracique.

BB, : compartiment ou les particules déposées darglan comprise entre la trachée
et la 8™ génération (région bronchique « BB ») ont une odurée de séjoutif de 100

minutes).

BB, : compartiment ou les particules déposées dangdin bronchique ont une

durée intermédiaire de séjoty;{de 23 jours).

BBseq: cOmpartiment ou les particules déposées damédian bronchique ont une
longue durée de séjoutyf de 70 jours). Ceci concerne une faible fractios garticules

déposées dans la région bronchique (0.007).

bb, : compartiment o les particules déposées daréglan comprise entre £ et
la 15™ génération (région bronchiolaire « bb ») ont unerte durée de séjour grace & une

rapide clairance muco-ciliairé; £ de 8 heures).

bb, : compartiment ou les particules déposées damédi@n bronchiolaire ont une

durée intermédiaire de séjot/{de 23 jours).

bbseq: compartiment ou les particules déposées danggian bronchiolaire ont une
longue durée de séjoutyf de 70 jours). Ceci concerne une faible fractios garticules

déposées dans la région bronchique (0.007).

Al : la région alvéolo-interstitielle (Al) comprentisutes les voies aériennes a partir
de la 16eéme génération (bronchioles respiratob@sgluits alvéolaires, sacs alvéolaires) ainsi
gue le tissu conjonctif de linterstitium. Le connfiaent Al; qui concerne 30% de I'ensemble
des particules déposées dans la région Al possezleelative courte durée de rétention avec

unety;, de 35 jours.
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Al : Le compartiment Al qui concerne 60% de I'ensemble des particules g0

dans la région Al posséde une longue durée detigeavec uné;,, de 700 jours.

Al3: Le compartiment Alqui concerne 10% de I'ensemble des particules sg®0

dans la région Al posséde une trés longue durééteition avec unig,, de 7000 jours.

LNy : vaisseaux et ganglions lymphatiques drainarédéon thoracique.

Les taux d’épuration eftjainsi que les demi-vies d’épuration correspondafigeirent dans

le tableau ci-dessoutableau 3.

Tableau 3 : Taux d’épuration et demi-vie d’épuration des différents compartiments du
modéle cinétique du tractus respiratoire selon I'ICRP (/a demi-vie du taux de transport de
Al3 vers LNy n’est pas disponible car ce taux a été choisi comme référence).

Depuis | Vers Taux, j-1| t1/2
Al, bb, 0,02 35]j
Al, bb, 0,001 700 |
Al, bb, 0,0001 7000 j
Al, LNy 0,00002 | -

bbby BB, 2 8h

bb, BB, 0,03 23
bbyeq LNy 0,01 70j
BB, ET, 10 100 min
BB, ET’, 0,03 23]
BBseq | LNTH 0,01 70
ET, Glyact 100 10 min
ETeeq | LNer 0,001 700 |
ET, Environnement 1 17 h

34



Ce modele est assez complexe mais il fournit Zmné&dions importantes :

1) les particules qui se déposent ont un temps ldeaicce différent selon la région

anatomique concernée,

2) le temps de rétention d’'une fraction de cesiqdes peut étre de plusieurs années dans le

compartiment alvéolo-interstitiel.

Ainsi, la clairance pulmonaire totale est classigaet décrite en 2 phases :
- une premiére phase rapide correspondant a I'é@paranuco-ciliaire de I'épithélium
cilié; il est admis qu'une particule accrochée ®pis muco-ciliaire de la région

trachéobronchique est éliminée dans les 24 heGEgs [

- une deuxieme phase plus lente correspondantlaitance alvéolaire.

Les données toxicocinétiques du modéle de I'ICR# ségulierement affinées par d’autres
études et des mises a jour du modeéle sont propfsales

Sturm s’est intéressé a la modélisation de I'éjmade particules insolubles @lum) de la
région bronchique et plus particulierement a I'gpion lente de cette région [20]. Il base son
modele sur des données expérimentales et histolegjiopcluant I'absorption des particules
présentes dans I'hypophase par les macrophagedptgtose des particules par les cellules
ciliées et les cellules sécrétantes mais aussiffiasidn des particules ultrafines (de taille
moléculaire) a travers les espaces intercellulaBes modeéle établit des relations cinétiques
pour la région bronchique et bronchiolaire entseedempartiments suivants : le tractus gastro-
intestinal, le mucus, I'hypophase, les macrophagiépijthélium respiratoire et un®8°
compartiment comprenant le sang et les ganglianpiatiques. Grace a ce modeéle, il estime
que 35% des particules sont déposées dans le rfildUspour BB et 21% pour bb) et 65%
dans I'hypophase (26% pour BB et 39% pour Higute 17). Il retrouve les données du
modele HRTM en confirmant que I'épuration des patds ayant atteint le mucus (C1) est
totale dans les 24 heures suivant I'inhalationrétige qu’'apres 80 heures, I'ensemble des
particules ayant atteint I'nypophase (C2) est fiémdsvers le pool macrophagique (C4), le
mucus et I'épithélium respiratoire (C5). La massee particules commence a augmenter dans
les ganglions lymphatiques (C6) & partir dd™four et se stabilise au 1% La masse des
particules dans le tractus gastro-intestinal (C@jn@ente progressivement suivant I'’épuration

de ces différents compartiments.
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Figure 17 : Evolution de la masse des particules dans les compartiments de la région

bronchique selon le modéle d’épuration de Sturm jusque la 50°™ heure (A) et la 200%™

heure (B) (les compartiments sont précisés dans le texte ci-dessus) [20]
Sturm montre également que 85% des particules moese dans le compartiment
bronchiolaire sont transférées dans la région lrigne dans les 10 jours, les 15% restants se
retrouvant dans les macrophages ou les ganglionphgtiques. Pour 30% de la masse de
particule déposée dans la région bronchique, lamm vers le tractus gastro-intestinal se fait
dans les 24 heures et la méme masse est epur@gjard Les 40% restants sont épurés par
les macrophages et vers les ganglions lymphatiquegotal, Sturm évalue que 25% de la
masse déposée dans les régions bronchique et wlamehest épurée selon une clairance dite
rapide (24 heures) et qu’une clairance plus lereagensuite le relais (5% par jour environ)
ainsi 65% de la masse de particules inhalée esplébement épurée apreés 10 jours et 100%
aprés 25 jours environ. Une des critiques que diaufait de son modele est I'absence de
prise en compte de I'épuration trés lente des des du compartiment alvéolaire vers le

compartiment bronchiolaire.
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Falk et al.individualisent I'épuration de la région broncliimé en phase intermédiaire ; apres
avoir modélisé la cinétigue d'épuration de paricule Teflof marquées au €r
(dae=6,1um), il estime que 25% des particules dépodars cette région sont épurées avec

unety,, d’environ 4 jours [57].

De récentes études montrent que les parametresodalenHRTM ne sont pas applicables
pour la clairance postérieure a 2000 jours (comedant a 5 ans et 6 mois). Ainsi, Davis et al.
retrouvent une clairance plus lente que celle peégar 'ICRP sur un suivi de 15 ans de
salariés exposés accidentellement & des partialge®Co [58]. Cette différence peut

s’expliquer par une clairance plus lente du conmparit alvéolo-interstitiel.

En effet, le transfert de particules du compartimaivéolaire vers le compartiment
bronchiolaire modifie de fagcon non négligeable desnées cinétiques de ce compartiment.
Ceci est en partie I'objet de I'étude de Kuemgiehl. basée sur des données obtenues chez
I'animal mais aussi grace aux données histologigqumenues aprés autopsie de mineurs de
charbon [59]. Dans cette étude, les auteurs sdagint a la modélisation de I'épuration de la
masse de particules déposées dans la région aivdetstitielle en décomposant celle-ci
selon les 3 compartiments suivants : le compartinreweolaire (M), le compartiment

interstitiel (M) et les ganglions lymphatiques hilaires {(Y(figure 18).

E ré\g;?;glee i : Tracheobronchial i
H particles E T My region :
______________________ AT

D Kyx F
V
Alveolar region
Ma
g
Interstitial region
|
Gas exchange
M =Ma+ M, region of lungs
KLN
V4
Hilar lymph nodes
MLN

Figure 18 : Modéle a 3 compartiments de la région alvéolo-interstitielle selon Kuempel et al.[59]
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Les auteurs basent leur modele sur les mécanishysfopgiques suivants :

1) les particules qui se déposent dans le compamtinalvéolaire sont en premier lieu
phagocytées par les macrophages alvéolaires ; @ewansportent les particules jusqu’au
tapis muco-ciliaire pour étre ensuite éliminées\ertractus gastro-intestinal ; une proportion
de ces particules phagocytées peut rester darmmeartiment alvéolaire en provoquant la

lyse des macrophages et une réaction inflammatoire,

2) les particules ayant échappé a la clairance ophaeagique peuvent quitter le compartiment
alvéolaire pour se loger dans le compartiment stitezl ou elles subiront une clairance tres
lente vers les vaisseaux et les ganglions lymphesigpar immersion dans les cellules
endothéliales lymphatiques ou a 'aide des macrgpghalvéolaires ou interstitiels,

3) les phénoménes de surcharge impliquent un pagsag important des particules vers le
compartiment interstitiel (pris en compte dans éefficient de clairance du compartiment
alvéolaire K), une saturation et une diminution de I'épuratmacrophagique vers la région
trachéo-bronchique (prises en compte dans le coaiti de clairance du compartiment

alvéolaire K).

Grace a ce modele, les auteurs ont prédit quedegetde particules retenue par les poumons
10 ans apres une durée d’exposition moyenne den8@ax particules de charbon était de
13,4 grammes alors que les données issues dessi@uthgs mineurs retrouvaient une
rétention moyenne de 13,8 grammes. Cette masgefest supérieure a celle que le modéle
HRTM prévoit (3,2 grammes), ce qui suggere queufapon du compartiment alvéolaire est

moins rapide que ce que prévoit le modeéle HRTM.

D’autres études suggerent également que le mod&&MH sous-estime la rétention
pulmonaire de particules insolubles a long-ternteligdon et al. ont suivi pendant 3 ans la
rétention pulmonaire de 10 sujets sains ayant intlas particules de Teflon®,{d 5,3 um)
marquées atr’Au [60]. lls montrent que la rétention & 900 joass égale & environ 65% de
celle retrouvée a 7 jours alors que le modele HRr&tlit une rétention de 30% seulement.
Un bulletin d’information technique du NIOSH, repaat les données d’un suivi de 35 ans de
sujets ayant été exposés au dioxyde de plutoniusnde l'incendie d’'une usine d’armes
nucléaires en 1965 [61], montre également une diggétention pulmonaire plus importante

que ne le prévoit le modele HRTM.

Les données de ces 3 dernieres études sur laioétguimonaire a long terme et le modéle
réaliste et simplifi€ du compartiment alvéolo-istdérel de Kuempel ont été intégrés dans un

nouveau modele en vu de proposer une mise a jolar daétique du compartiment alvéolo-
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interstitiel du modele HRTMfigure 19) [35]. Ce nouveau modéle prédit que 40% de la
masse des particules insolubles demeure définiemenséquestré dans le compartiment
alvéolo-interstitiel (A}) et sera lentement et uniquement éliminé vers dasglions
lymphatiques (LN). Les 60% restants {Akeront épurés avec umg, de 300 jours. Les
nouvelles valeurs des parameétres cinétiques de<tlesdappelés a la figure 19 sont

modifiées comme suit :

-m : 0,001
-myr: 0,0017 T
-m:0,00271
a) . . b)
Bronchiolar region Bronchiolar region
______________ M m
MN, m e

| - - =
Hilar = I . I m N Al [

Deposition Al 1-Al

Figure 19 : a) compartiment alvéolo-interstitiel selon Kuempel et al. 2001 ; b) compartiment alvéolo-interstitiel
dans le nouveau modele de Gregoratto et al. 2010.

Ainsi, ces modeéles d’épuration nous montrent queimgtique d’épuration des particules
déposées dans le parenchyme pulmonaire est varisblen la région considérée
(trachéobronchique, bronchiolaire ou alvéolairedEtine proportion non négligeable de ces
particules a une épuration lente dont une parfi@usge plus ou moins longtemps dans le
liquide recouvrant I'épithélium respiratoire. Toiatis, il faut souligner que la plupart de ces
modeles sont basés sur I'étude de I'épuration dicpkes peu solubles pour lesquelles la
durée d’épuration est plus longue que celle detscplas plus solubles. En effet, les particules
liposolubles traversent aisément la barriere élitleéa I'aide de transports passifs, et les
particules hydrosolubles traversent facilementitfégium respiratoire en passant par les
espaces intercellulaires et mais aussi grace ardesports actifs comme I'endocytose et
I'exocytose. Ces particules solubles atteignentcdans rapidement la circulation sanguine

gue les particules moins solubles.

P P P Pt P P P Pt Pt P P Pt Pt P P Pt Pt Pt Pt P Pt
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Dans le cadre de I'hypothese de notre travail &&BC serait une matrice reflétant
'exposition pulmonaire, plusieurs arguments petergt de suspecter que le liquide
recouvrant I'ensemble de I'épithélium respiratogentient une concentration variable de
particules et que cette concentration varie dangeneps selon l'intensité et la durée de
I'exposition. En effet, la lenteur de I'épuratidn compartiment alvéolaire pouvant atteindre
plusieurs années, ainsi que les phénoménes d’épucaiulaire survenant au pole apical des
cellules épithéliales sont en faveur d’'une conediam minimale constante méme lors d’'une
exposition unique. De plus, cette concentrationt paigmenter lors des phénomeénes de
surcharge puisqu’une proportion des particules si&p® dans ce liquide échappe ainsi a la
clairance macrophagique et qu’'une phagocytose e@&sexeut conduire a la cytolyse des MP
libérant ainsi leur contenu dans ce liquide.

L’EBC est le liquide obtenu apres refroidissement’dir exhalé d’un sujet au repos [62, 63].
Les gouttelettes contenues dans ce volume d’aiiré@)gont issues de l'aérosolisation du
liquide recouvrant I'épithélium respiratoire. Datette deuxieme partie, nous détaillerons les

études concernant la formation de 'EBC ainsi quearigine.

P P P Pt Pt Pt P Pt Pt Pt P Pt Pt P P Pt Pt Pt Pt P Pt
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Modeles expliquant la formation et I'origine
de I'EBC

L’air exhalé contient des composés volatils (diaxylk carbone, monoxyde d’azote, pentane
...) et des composés non-volatils (vapeur d’eau, tglattes d’eau, bioaérosols). Il est
possible de recueillir ces composés non-volatilegpefroidissement de l'air exhalé. Le
liquide ainsi obtenu est appelé condensat d’aiakExIDifférents systemes de recueil se sont
développés depuis les années 90 [63]. Les thésted'origine de 'EBC ne sont pas
unanimes. Certains auteurs pensent que 'EBC aotigme majoritairement centrale (voies
aériennes proximales) et d’autres majoritairemestakd (voies aériennes distales). L'EBC ne
provient pas de la bouche car les EBC recueillislgmtrachéostomies ont des compositions
similaires a ceux recueillis par la bouche [64,. &&] fait que I'on puisse doser des molécules
inflammatoires non volatiles (malondialdehyde, @piostane) ou des protéines
classiquement retrouvées dans le surfactant (SBRPAD, CC16) dans I'EBC [66, 67] montre

que I'EBC provient en partie du liquide recouvrbépithélium respiratoire.

Théoriguement, I'évaporation d’'un liquide dépend daractéristiques physico-chimiques de
ce liquide (densité, tension superficielle, composi chimique) mais aussi des

caractéristiques de l'air dans lequel il s’évap@irggrométrie, température, pression). Ces
regles s’appliqguent également lors du recueil &8C. En effet, de plus faibles volumes
d’EBC sont obtenus lorsque I'hnygrométrie est bd68¢ et 'hygrométrie de I'air inspiré est

corrélée positivement au diameétre des gouttelatigarées [69]. De plus, la température
ambiante modifie de facon significative le pH dEBC qui devient plus bas lorsque la

température baisse [70].

Une goutte d’eau peut se former a la surface d’uieumliquide si un flux d’air est appliqué
sur cette surface liquide et que son débit estssuf pour casser les forces de liaison entre les
molécules d’eau de la couche superficielle. Ce pimEme peut se produire dans les régions
proximales de l'arbre bronchique ou les flux tudmit sont les plus nombreux et sont
capables d’arracher des gouttelettes d’eau dudéguecouvrant I'épithélium respiratoire.
Ainsi, Bondesson et al. ont retrouvé presque 4 fiiss de particules de technétium
radiomarquées dans I'EBC lorsqu’elles avaient utepa de dépbt central [71]. Cependant,
d’autres auteurs pensent que 'EBC a une origins @istale et que I'aérosolisation du liquide

survient majoritairement lors de l'inspiration. Effet, ces auteurs ont mesuré le nombre de
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gouttelettes dans l'air exhalé de sujets appliqukiférents patterns de respiration. lls ont
ainsi montré qu’une profonde expiration et une dagnspiration augmentait le nombre de
gouttelettes dans I'air exhalé alors qu’une ramagpiration n'avait pas d’effet. Ces auteurs
proposent ainsi que I'EBC provient de la ruptureligspiration, des bulles constituées
pendant la fermeture des voies distales a I'expimgbrécédente. Ce modéle a été nommé le
« bronchial fluid film burst », littéralement « é@ment du film liquidien bronchique »
(figure 20) [72].
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Figure 20 : Le « bronchial fluid film burst », modéle proposé pour
expliquer l'origine distale de I'EBC. Tiré de [63]

Actuellement, il est raisonnable de penser que CEBt issu de ces 2 phénomeénes sans qu'il
soit possible de déterminer la part centrale dpald distale [73]. La taille des gouttelettes

serait en moyenne de 0,3 um [74] mais peut atteiptis d’1 pm [75].

La dilution de 'EBC par la vapeur d’eau (moléculd®au en suspension ne pouvant
transporter aucune particule ni protéine) est ingme quelle que soit son origine. Effros et
al. estiment que la dilution varie approximativementre 50 000 et 1 000:1, ce qui signifie
gu’un sujet sain peut expirer de 0,02 a 1,0 pLigi@de recouvrant I'épithélium respiratoire

dans chaque millilitre d’'EBC [76].
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L’EBC peut étre recueilli a I'aide de différentsnctenseurs (systémes de refroidissement)
comme le R-Tube (manchon préalablement réfrigétéueant un tube en polypropyléne), le
TURBO-DECCS (condenseur électrique refroidissantube de polypropylene a -4°C) et
'Ecoscreen (condenseur électrique refroidissane damelle en téflon a -20°C). La
comparaison de ces 3 appareils a montré un volanealeil plus élevé pour I'Ecoscreen
que pour le TURBO-DECCS et le R-Tube (volume médemeilli: 2,8; 1,6; 1,5 mL
respectivement). Cette étude a également souligaéneilleure portabilité pour le R-Tube et

un bon compromis volume recueilli/portabilité péaiTURBO-DECCS [77].

Compte-tenu de son caractére non-invasif, 'lEB@mdement intéressé les chercheurs pour
étudier les biomarqueurs de linflammation, du sdreoxydant et nitrosant survenant
précocement au cours des pathologies pulmonaieed’actant que la méthode de recueil de
'EBC ne modifie pas la composition du liquide raemant I'épithélium respiratoire (en
comparaison avec le lavage broncho-alvéolaireextpBctoration induite). Les publications
concernant ces biomarqueurs n'ont donc cessé d&eckepuis les années 90. L'intérét
d’utiliser 'TEBC comme une matrice reflétant I'imggnation pulmonaire en toxiques qu’ils
soient d'origine professionnelle ou environnementadst apparu plus tardivement. La
premiére étude concernant cette utilisation a ébdige en 2004 et concernait des travailleurs
exposes au cobalt et au tungstene [78]. Une prensgmthese sur des données concernant
quelques métaux a été publiee en 2006 [79] et depupeine une cinquantaine d’articles
concernant l'utilisation de 'EBC pour évaluer larenchyme pulmonaire de salariés exposés
a été publiée dont la plupart étudient les biomawgsi de I'inflammation ou du stress oxydant
liés a ces expositions [7]. Nous pensons que I'EBGt fournir des informations pertinentes
sur I'exposition pulmonaire suite a une expositwafessionnelle. Nous avons donc analysée

les EBC de salariés issus de trois secteurs diicpvofessionnelle :

- la premiere étude concerne un salarié d’'une wetdroyage de muscovite atteint
d’'une infiltration pulmonaire diffuse (collaboratioavec le Service de Consultation de

Pathologie Professionnelle et Environnement de ) ill

- la deuxieme est une étude « expose-non exposacemmant un groupe de soudeurs
utilisant la technique « metal inert gaz » (MIGupassembler des structures métalliques en
acier au cours de la production de transports Veames (collaboration avec I’Association

Santé Travail de I'’Arrondissement de Valencienn@STAYV),
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- la troisiéme est une étude nationale « exposéerpnsé » de salariés exposés a des
composés solubles de béryllium dans le secteuiatianiinerie (collaboration avec I'lInstitut
National de Recherche et de Sécurité - INRS).

s P P P P P P P P P P P Pt P P P Pt Pt Pt P Pt
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Deuxieme Partie

Etude n°1 : Analyse minéralogique d'un EBC
recueilli chez un salarié exposé a des

poussieres fines de mica.

Nous présentons les résultats du bilan diagnostigtial effectué en 2007 dans le Service de
Consultation de Pathologie Professionnelle et EBviement de Lille chez un salarié qui s’est
vu découvrir un syndrome interstitiel. Il a béni&fid’'un examen clinique, d’explorations
fonctionnelles respiratoires (EFR) avec étude daliftusion du monoxyde de carbone
(DLCO), de la mesure du monoxyde dazote (NO) exhdFeNO), et dune

tomodensitométrie thoracique double source, douwergie (DSCT). Son bilan a été
complété par I'analyse du liquide du lavage broralh@olaire, du condensat d’air exhalé par
microspectrométrie Raman et de l'analyse minérglogid’'une biopsie pulmonaire. Ce
salarié travaillait dans une usine de broyage deandians laquelle il a été realisé des

prélevements atmosphériques afin d’objectiver squosition.
1 Matériels et méthodes de I'étude n°1

Quantification de I'exposition

Le service prévention de la CARSAT a réalisé dedéepements atmosphériques en
utilisant des pompes GilAi¥ (débit 2L/minute ; Gilian Instrument Corp., Wesal@vell,
N.J.), des cassettes filtrantes de 37 mm (SKC kighty Four, PA), et des filtres
correspondants en PVC (37 mm de diametre avec ales pe Sum de diameétre) pour les
poussieres inhalables et alvéolaires. Chaque éttbara été pesé 3 fois. Une analyse par

diffraction au rayon X a également été réalisedp@ARSAT.
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Examens paracliniques

Les explorations fonctionnelles respiratoires canpient une spirométrie lente et forcée
ainsi qu'un transfert du CO en apnée. Les explomatifonctionnelles respiratoires, en
particulier, la capacité vitale lente (CVL), le uaie expiratoire maximum seconde (VEMS),
la capacité pulmonaire totale (CPT), le rapport V&ENIVL, ont tous été réalisés par un
transducteur de débit Lilly-type (Jaeger, Hoechpbétemagne) selon les recommandations

internationales actuelles [80, 81].

Les concentrations de NO ont été mesurées aveoalysaur de NO par chimioluminescence
(NOx 8000, SERES Aix en Provence, France). Les exanont été réalisés selon les
recommandations de I'ATS/ERS [82].

Le salarié a bénéficié d’'une tomodensitométrie abigjue double source, double énergie
(DSCT) comme décrit précédemment [83]. Le DSCTiggdtien « double énergie » permet

I'étude du contenu en minéraux des ganglions lyrighes médiastinaux ou hilaires.

Recueil de 'EBC

L’EBC a été recueilli grace au dispositif Ecoscréé@aeger, Wirzburg, Allemagne) [4]. Le
sujet respirait normalement a travers une vannepodiant deux circuits indépendants I'un
pour l'inspiration, I'autre pour I'expiration. Cespositif est muni d’'un piege a salive pour
prévenir la contamination salivaire. L'air expist solé et refroidi par le condenseur a -20°C.
La ventilation du sujet a été surveillée en utilisan spirometre électronique (Ecovent
Viasys, Hechberg, Allemagne) fixé au circuit exfonge. Le sujet respirait calmement dans le
dispositif jusqu’a obtenir un volume expiré tot& 200 L. Le volume moyen obtenu d’EBC
était de 4 mL. Apres le recueil, 'TEBC a immédiagmnété aliquoté et conservé a -80°C. Un
aliquot de 0,5 mL a été conservé pour I'analysenerospectrométrie Raman. Le recueil de
'EBC du salarié a été effectué 48 heures apréa lHune exposition aux poussieres de mica.
Un EBC a également été recueilli chez un sujetexposée aux poussieres de mica et non-
fumeur (sujet contréle) chez lequel on ne retraupas d’anomalie clinique ou fonctionnelle.
Les oxydes d'azote dans 'EBC (NOx) ont été dod&sde de la méthode Griess.
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Analyse minéralogique de I'EBC par microspectronegi&aman

Dans cette étude, la microspectrométrie Raman atdéig&e pour déterminer la composition
minérale des EBC. Des particules recueillies sarnmchines du poste de broyage et de
tamisage ont été utilisées pour obtenir le spedtraéférence des particules de mica. Les
aliquots d’EBC ont été décongelés a températureiaarte pour l'analyse spectroscopique
Raman. L'EBC a été homogénéisé en utilisant un mgélar vortex. Une petite quantité a été
rapidement prélevée avec une pipette de type Rastteleux gouttes ont été déposées sur une
lame de microscope. La lame porte-objet a été plda@s une boite de Pétri pendant environ
2 heures pour sécher I'échantillon. L'échantillogté& préparé sous hotte pour éviter une
contamination particulaire. Cette procédure a ép&tee deux fois. Un total de 200 particules
a été analysé par microspectrométrie Raman poujueh&BC (contrble ou exposé). La
spectrométrie Raman a été réalisée en utilisanimigrospectrométre confocal Labram
(HORIBA Gr, Jobin Yvon, Lille, France). Les spestrBaman ont été obtenus grace a un
laser hélium-néon (632,8 nm). L'impulsion de sofaesant vibrer les minéraux avait une
énergie de 5 mW. L'objectif du microscope x100 (&A,80) permettait une taille de spot de
1 um. La résolution spectrale était de 2'cies acquisitions spectrales ont été réalisées ent
200 et 1100 c pour prendre en compte les bandes d'intérét. Ghapactre a été enregistré
avec un temps d'acquisition de 2 x 15 secondes.dbesées ont été traitées a l'aide du
logiciel LabSpec (HORIBA Gr, Jobin Yvon, Lille, Free). La fluorescence de fond a été
soustraite des calculs de base et une filtratiolyndmiale a été réalisée. Le spectre de

référence du mica a été calculé comme la moyermmdigdectures spectrales.

2 Description de I'exposition de I'étude n°1

Le mica est un silicate complexe d’aluminium et massium (type muscovite) ou de
magnésium, potassium et fer (type biotite) dorddige commercial s’effectue principalement
sous deux formes, en feuilles ou en poudre. L'usageufacturé du mica en poudre dépend
de la granulométrie sélectionnée pour une qualdéastrielle ou cosmétique. Les applications
industrielles du mica sont nombreuses dans la ptamude pneumatiques, de la peinture, des
matieres plastigues ou du caoutchouc. La produathmmdiale de mica, toutes variétés
confondues, est de l'ordre de 330 000 tonnes. Iop&rreprésente prés de 7,5% de la
production avec une forte représentation de ladergd4]. Une augmentation de production
est a prévoir en raison de la croissance du madaehé la construction automobile et des

peintures, matieres plastiques et composites.
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Les entreprise effectuant I'exploitation et la sEmmation du mica sont peu nombreuses en
France. La muscovite est la variété la plus frétpielprés extraction, celle-ci est micronisée
afin d’obtenir du minerai en poudre. Cette étappueérisation s’effectue dans des unités de

broyage.

Description de I'entreprise

Caractérisée par I'exclusivité en France de la petidn de poudre de mica broyé a l'eau,

I'entreprise ayant exposé ce salarié, fabrique dgpes de poudre I'un a usage industrielle et
'autre a usage cosmeétique. La poudre de mica @ @ranulométrie est principalement

réservée a l'industrie cosmétique. Le procédé bdedation est un délaminage « wet ground

», technique appréciée commercialement pour leeptsgu lustre naturel du mica et son

aspect pailleté. L'opération s’effectue lentemeant fpiction plus exactement que par broyage,
en milieu humide. Les particules sont ensuite sél@cées par granulométrie apres

sédimentation, centrifugation et séchage. La poddrenica est ensuite conditionnée en sac
de tailles variables (de 25 a 700kg).

Procédeé de fabrication

Le mica, issu de différents pays (Brésil, Maroajeret Chine) est stocké dans la zone de
réception et conditionné dans des sacs. Il estitenshargé dans un chariot élévateur et
déversé dans les broyeurs en fonctionnement. Agweis broyé le minerai a sec, les broyeurs
a meules sont inondés permettant de poursuivréraion en milieu humide. L'opération

nécessite 6 a 8 heures selon la qualité initialprdduit. Le contenu des broyeurs est ensuite

vidangé dans deux malaxeurs permettant d’homoggméiproduit.

Les malaxeurs sont ensuite vidés, le minerai brayémilieu humide est ensuite essoré
mécaniquement par centrifugation. Le minerai agpalars sous forme péateuse, et tombe
dans une vis sans fin pour étre acheminé vers cimosérotatif situé au centre de l'atelier

pour la phase de séchage.

La granulométrie de la poudre est ensuite triéetaanisage via un ensemble de cribles
vibrants. La granulométrie la plus fine est obtepae dépoussiérage des différents tamis

grace a des manchons.
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Le produit fini est ensuite conditionné dans desssan papier de 25 kg grace a une
ensacheuse verticale a commande mécanique. Cesaacgnsuite stockés dans la zone

d’expédition sur des palettes d’'une tonne, soitajta sacs.

Il nexiste pas de moyen de prévention collectivernpettant de limiter I'exposition des

salariés aux poussiéeres de mica.

Description des postes de travail

Le chef d’équipe est chargé de vider les sacs derla de réception et d’approvisionner les
broyeurs en minerai a I'aide d’'un chariot élévatean capoté. Il doit également vérifier le
bon fonctionnement des broyeurs, malaxeurs, foligae de sélection. L'exposition aux
poussieres de mica est plus importante lors de/ddure des sacs et pendant le chargement

des broyeurs.

Le remplissage, la pesée des sacs et la constittti® palettes sont effectués par I'opérateur a
'ensachage. L’opérateur effectue environ 120 ssigs un poste de 8 heures. Avant

expédition, les palettes sont dépoussiérées &ldiche soufflette.

L’opérateur de maintenance est chargé de I'entrelés outils de production. Il intervient sur
'ensemble des équipements de l'entreprise. Solrelate situe a proximité de I'atelier de

broyage.
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3 Résultats de I'étude n°1
Empoussierement au sein de I'entreprise

Des préléevements atmosphériques ou individuelsetntéalisés a plusieurs reprises par le
service de prévention de la CARSAT afin d’objeatiget empoussiérement. lls sont effectués
au moyen de pompes recueillant l'air atmosphéripeledant une durée de 6 heures. Les
résultats de ces prélevements comprennent ladragthalable, concentration des poussiéres
totales pouvant étre inhalées, plus ou moins assatila fraction alvéolaire, concentration
des poussiéres dont le diamétre aérodynamiquen&sieur a 4.25 +/- 1.5 um. lls sont
reportés dans lebleau 4 Les Valeurs Limites d’Exposition Professionnalcernant les
poussieres reconnues comme n'ayant qu'un effeudsharge sur les poumons actuellement
en vigueur en France sont de 10 mg/m3 pour laiérmaehhalable et de 5 mg/m3 pour la
fraction alvéolaire (décret du 7 décembre 1984).

L’analyse en diffractométrie par rayons X réalig®e2005 par les services de la CARSAT
objectivait un mica pur sans présence de quartdeoaristobalite dans la limite du seuil de

détection de 0.7% pour le quartz et de 0.5% poarishobalite.

Selon les données de I'entreprise, la granulométrdyenne de la poudre obtenue aprés
broyage du mica brut est de 45 um. Dix pourcentpaescules ont un diametre inférieur a 10

pum et 3% un diametre inférieur a 5 um.
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Tableau 4 : Résultats de 'analyse des prélevements atmosphériques
personnels et d’ambiance réalisée par la CARSAT*.

L Poussiéres Inhalablds Poussiéres alvéolair8s
Localisation

(mg/nt) (mg/n?)
Chef d’équipe 36.4+7.8 -
A proximité des broyeurs 10.6 +2.3 -
A proximité du sécheur 99+21 -
Opérateur d’ensachage 544+119 -
Poste d’'ensachage 49.2 +10.6 5.77+0.28
Poste de pesée - 4.05+0.19
Poste de fermeture des sacs - 2.65+0.15
A proximité des tamis 47.6 £10.2 -
Sur le passage du chariot élévateur - 1.86 + 0.09
Dans le secteur de I'ensachage 27.5+5.9 -

* . les valeurs en gras sont supérieures aux valdimites d’exposition professionnelle
francaises. Les résultats sont représentés pardgemne +/- I'écart-type.

a : réalisés en 2007

b : réalisés en 1989 et I'analyse effectuée pafratifion aux rayons X montrait qu'il
n’existait pas de quartz ou de cristobalite

Présentation du cas clinique

Le salarié, agé de 35 ans, était opérateur a bbasg depuis 7 ans. Il ne présentait pas
d’antéceédents meédicaux et une radiographie tharac@ait normale 3 ans auparavant. Son
tabagisme, sevré depuis 7 ans, était inférieur aP20 Il n'a pas eu dexposition
professionnelle auparavant. Cliniquement, il présenne dyspnée d’effort (stade 1 selon le
score de dyspnée MRC) et une toux seche. L'ausicutgpulmonaire retrouvait de fins
crépitants aux bases. Les EFR objectivaient urbteowentilatoire mixte (VEMS/CVL: 68% ;
CPT: 71% de la théorique). L'étude du transfertGid et la mesure du NO exhalé étaient
normales. La TDM thoracique montrait des opaciitésaires associant des micronodules de
topographie centrale et périphérique associeesyperdensité des ganglions médiastinaux.
L’analyse du liquide lavage broncho-alvéolaire aetait une inflammation lymphocytaire
modérée (37% de lymphocytes, 8% de polynucléaiegrophiles, 2% d’éosinophiles).
L’analyse du parenchyme pulmonaire au niveau de lotoyen retrouvait la présence de
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granulomes épithélioides et gigantocellulaires setsose caséeuse dont les cellules géantes
contenaient des fines particules allongées birgérites en lumiére polarisée compatibles
avec des particules de mica. L'étude minéralogideieette biopsie pulmonaire, réalisée au
laboratoire d’étude des particules inhalées (LE&touvait 69.1 x 10particules/gramme de

tissu avec une proportion élevée de mica (78%).

Résultat de I'analyse minéralogique de I'EBC pacmspectrométrie Raman

L’observation microscopique de 'EBC du salarié antné des particules de mica d’une taille
variant de 10 a moins d’un micron. Les spectres &nomt été effectués sur des particules de
plus d’'un micrométre. L'observation microscopiques ¢articules de mica de référence
(prélevées dans I'entreprise) a mis en évidence tges de particules (blanc et noir), et trois
spectres Raman différents ont été identifiésfigiare 21 montre les trois spectres Raman qui
ont été attribués au mica dioctaédrique, la musediziMM, K>Al, (SisAl.Oz0) (OH, F)], le
quartz (Qtz, SiQ) et I'orthoclase (Ortho; KAISOs) [9].
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Figure 21 : (@) Observation au microscope des particules de mica recueillies dans les postes de broyage et de
tamisage. (b) spectres Raman de référence : muscovite [(K,Als (SisAl2020) (OH,F)4], quartz (SiO;), orthoclase
(KAISi30s).

L’analyse Raman de 'EBC du sujet controle a révél@résence des principaux aérosols
naturels tels que des particules de calcite etypeegmais aucune particule de muscovite ou
d’orthoclase figure 22 a, b, d et & Cependant, des spectres Raman de particulesattz q
ont été observés. L'analyse de I'EBC du sujet exposévélé également la présence des
principaux aérosols naturels. La figure 22 f et@nime une tres bonne correspondance entre
le spectre Raman de référence de muscovite eteldrepRaman de 'EBC du sujet exposé.
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L’analyse spectrale comprise entre 300 et 500 cotrespond au signal Raman de la lame du

microscope.
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Figure 22 : Observations au microscope des particules présentes dans I'EBC du sujet contrdle : (a) calcite, (b)
gypse. Observation au microscope de particule trouvée dans I'EBC du sujet exposé: (c) DMM. Les spectres
Raman des particules présentes dans I'EBC du sujet contréle: (d) gypse, (e) calcite. Comparaison du spectre
Raman issu des particules retrouvées dans I'EBC du sujet exposé (f) a celui des particules prélevées dans
I'entreprise (g).

La concentration des NOx dans I'EBC du sujet exptaé plus élevée que celle mesurée
dans I'EBC du sujet contréle (26,7 UM vs 15,5 uM).

Suivi médical a 3 ans

Le salarié a montré une rapide aggravation de tirréspiratoire et son état de santé actuel
le rend inapte a la reprise de son activité prodeselle. La micatose de ce salarié a été
reconnue en maladie professionnelle par le syst@ongplémentaire de reconnaissance en
maladie professionnelle. L'implication du médecintthvail et des services de prévention ont
permis la mis en place d’aménagements de préventbective et individuelle au sein de
I'entreprise. Un aspirateur de type industriel angle contenance raccordé a un systéme
d’aspiration répartie dans I'ensemble de I'atetieécemment été installé. Celui-ci permet de
limiter le dépot de poussieres sur les surfacéa Btmise en suspension des particules dans
I'atmosphére de I'entreprise. Les salariés poréetiellement des demi-masques anti-aérosol
a cartouche filtrante (Moldex® 8070, P2 R D, CE D1pendant I'approvisionnement des
broyeurs, I'évidement des sacs et I'ensachage. fd@gositions ont été formulées par les
services de prévention comme la mise en place chpotage des broyeurs, une aspiration a

la source de I'ensacheuse mécanique et le porincotés appareils de protection respiratoire.
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4 Discussion de I'étude n°1

Dans cette étude, nous avons qualifié des particulaérales dans 'EBC d’un salarié exposeé
aux poussieres de mica et avons montré que cesybestavaient le méme profil spectral que
celles issues de I'entreprise. De plus, ces pdeScan’ont pas été retrouvées dans 'EBC d’un
sujet non-exposé. Par conséquent, ce travail mogtre l'analyse de I'EBC par
microspectrométrie Raman peut étre utilisée comm d'analyse pour identifier des

marqueurs d'exposition a des particules minérales.

La microspectrométrie Raman est particulieremeptr@piée pour l'analyse des particules
d'aérosol et des échantillons biologiques [85]. lézhantillons peuvent étre analysés
directement sur linstrument, dans un temps d'adequn inférieur a la minute et sans
préparation préalable. En outre, les spectres Rgmavent étre recueillis avec une résolution
spatiale de I'ordre du micrométre. La spectromd&aean fournit des spectres d'empreintes,
ce qui permet la différenciation d'une large gant@meubstances chimiques, tels que des sels
inorganiques et des composés organiques. L'effecat® la spectroscopie Raman comme
moyen d'étude des particules de poussiére a étdondéEmdans des études précédentes.
Batonneau et al. ont analysé les particules deplfélevé dans une fonderie industrielle située
dans une zone urbaine. Dans cette étude, commdeataptudes précédentes par les mémes
auteurs, la microspectrométrie Raman a montré $boadté a discriminer a I'échelle
micrométrique des particules minérales dont la asitipn chimique était tres hétérogene
[86]. Ivleva et al. ont étudié la composition mialéret organique de particules prélevées dans
I'air d’'une zone rurale [87]. Les deux études @velé la présence de calcite (CafLét de
gypse (CaS®- 2 HO) sans mica dans ces prélevements. En outre, (Rnetual. ont montré
récemment l'efficacité de la microspectrométrie Rampour analyser des particules minérales

obtenues a partir de coupes histologiques de LEBA [8

La présence de quartz dans 'EBC de contrble estigiile, car le quartz est un élément
naturel et habituel de I'environnement [89, 90]ngij le quartz ne peut pas étre utilisé ici
comme marqueur discriminant de l'exposition au m@mntrairement a la calcite, au gypse et
au quartz, la muscovite n'est pas identifiée engaiaérosol naturel [86, 87]. Ainsi, le dosage
de la muscovite dans 'EBC peut étre considéré cenmun marqueur discriminant de

I'exposition a la poussiere de mica. Cette analysmtre que le liquide recouvrant

I'épithélium respiratoire d’'un sujet non-exposé tiem des particules de calcite et de gypse
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sans particule de mica. Il est donc important deride a I'avenir sur un effectif plus
important la composition minéralogique des EBC udjets professionnellement non-exposés
afin de cibler les minéraux permettant de discranifes sujets exposés. Dans une étude
portant sur 42 sujets sains non-exposes, le Lalicgat’Etude des Particules Inhalées (LEPI)
a effectué une analyse minéralogique du liquidéadage broncho-alvéolaire et retrouve une
charge minérale endoalvéolaire moyenne de 4,411 particules/ml dont une proportion
moyenne de micas de 11,3 +/- 9,4 % [91]. Malhewegst, I'analyse minérale du LBA du
salarié n’a pu étre réalisée.

L’analyse histologique de la biopsie pulmonaire tm®nla présence de particules
biréfringentes au sein des cellules géantes desilgraes. La concentration des particules
ainsi que la proportion minéralogique réaliséessain du LEPI, ont été comparées aux
analyses effectuées chez 35 patients sains samsitoap professionnelle. Ces dernieres
étaient mesurées respectivement & 9 +/- 8 xphbticules/gramme de tissu (moyenne +/-
écart-type) et 18,7 +/- 10,8%. Ces valeurs sottément inférieures a celle observées dans le
parenchyme pulmonaire du salarié. Par ailleurjalyse histologigue ne montre pas de
nodule silicotique typique. Par conséquent, laefgtoportion de mica présente au sein du
parenchyme pulmonaire peut étre associée au precébsosant. La concentration des NOx
dans I'EBC du sujet exposé était plus élevée glle mesuréee dans I'EBC du sujet contrble
(26,7 UM vs 15,5 uM). Cette concentration est potdraent liee a la pneumopathie de
surcharge dont est atteint le sujet exposeé.

L’analyse spectrale des particules recueillieslesarmachines des postes de broyage et de
tamisage a mis en évidence des particules de qalarz que les analyses de la CARSAT ne
retrouvaient pas de quartz (dans la limite du seeibétection de 0,7%) dans les particules
recueillies dans I'atmosphere de l'entreprise. pasticules de quartz retrouvées sur les
machines sont probablement issues du dép6t pragdessparticules de quartz présentes a

une tres faible concentration dans I'atmospheréedéeprise.

Nous avons reussi a recueillir des particules dmmans 'EBC alors qu’il a été recueilli 48h
apres la derniére exposition du salarié aux powesside mica. Ces particules ont pu étre
recueillies dans 'EBC car elles n’étaient pas eaqarises en charge par les macrophages
gu’ils soient alvéolaires ou bronchiques. Compteitde I'intensité de I'exposition du salarié,
un phénoméne de surcharge est trés probablemeinrigine d’'une concentration non

négligeable de particules dans le liquide recouMi@pithélium.
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La taille des particules de mica visualisées dd&BQ du salari€ en microscopie était en

grande partie inférieure au micron mais des pdescplus grandes ont été visualisées (10
pum). Le diametre des gouttelettes exhalées esiogemime de 0,3 um et peut étre supérieur au
micrometre lors d’une respiration calme. Ce diamest plus grand lorsque le sujet parle (16
pum) ou lorsqu’il tousse (13,5 um) [92]. Les pariésules plus grandes ont donc probablement

été recueillies du fait de la toux que préseneaddlarié.
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5 Conclusion de I'étude n°1

Nous avons qualifié des particules minérales d&d d’'un salarié exposé aux poussieres
de mica et avons montré que ces particules aveienmE&me profil spectral que celles issues
de I'entreprise. De plus, ces particules n'ont gtsretrouvées dans 'EBC d’un sujet non-
exposé. Par conséquent, ce travail montre quelysmale 'EBC par microspectrométrie
Raman peut étre utilisée comme outil d'analyseitatige pour identifier des marqueurs
d'exposition a des particules minérales. L'EBC apjpadonc étre une matrice reflétant
I'exposition pulmonaire professionnelle. La micresppométrie Raman permet I'analyse
chimique des particules fines sans préparationlaiteade I'échantillon et dans un délai
d'acquisition de l'ordre de la minute. Nous mongra@onc pour la premiere fois qu'il est
possible d’obtenir de fagcon non-invasive et raglds informations sur le contenu minéral des
voies aériennes d’un salarié exposé. Des investigasupplémentaires sont nécessaires pour
valider cette nouvelle approche sur des effectiiss pgrands et sur d’autres particules

minérales.
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Etude n°2 : Quantification des particules
meétalliques dans les EBC de soudeurs
exposés a des fumées de soudage issues de
I'assemblage de piece en acier doux par le

procédé « Metal Inert Gas »

1 Contexte de I'étude n°2

Plusieurs centaines de milliers de personnes oatupgoste de soudeur dans le monde. Il
existe différents procédés de soudage selon lespmétalligues a assembler et I'American
Welding Society (AWS) a recensé plus de 80 proceddtérents. Le type le plus commun de
procédé de soudage utilisé dans l'industrie esiolelage a I'arc avec protection gazeuse
inactive (Metal Inert Gas MIG) [93]. Le procédé Miggut étre utilisé pour joindre deux
pieces en acier doux (MIG/MS) ou en acier inoxydal{MIG/SS). Les principaux
constituants des fumées de soudage issues du pradé@8/MS sont le fer (Fe) et le

manganese (Mn) [94]. La concentration de ce degnest comprise entre 3,9 et 7,3 % [95].

Le Mn est principalement utilisé dans la productiacier comme additif, d'une part pour
réduire la teneur en dioxygene et en soufre, etrd'gart pour augmenter la rigidité, la dureté
et la résistance de l'acier. Le Mn est égalemealsaicomme agent oxydant du revétement
des électrodes dans les baguettes de soudage.

L’exposition professionnelle chronique au manganpae inhalation est associée a une
augmentation des symptémes respiratoires commmotechite, mais aussi a une diminution
de parametres spirométriques [96-98]. Des étudsmnt@s ont mis l'accent sur les effets
neurologiques précoces qui peuvent se produire asuite d'une faible exposition
professionnelle [99], c’est la raison pour laguil€onférence Gouvernementale Américaine
des Hygiénistes Industriels (ACGIH) a proposé dhiiré la valeur limite d'exposition sur 8
heures pour la fraction alvéolaire de 0,2 nit@n®,02 mg/m

Le manganese est connu pour s'accumuler dansuesops [100]. L'utilisation du dosage du

Mn dans le sang et dans l'urine comme indicateeiregposition est controversée en raison
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de la variabilité du métabolisme et de I'excrétience métal [101-104], il est donc important
de développer un indice biologique d'expositiorsglable.

Le but de cette étude exposés/non-exposés étaioskr le Mn dans les EBC d’'un groupe
homogéene de soudeurs en méme temps que d'aut@sxneéssiquement étudiés (nickel Ni,
fer Fe et chrome Cr), et de corréler les concentratde ces métaux dans 'EBC avec les
concentrations atmosphériques de métaux dans edefi de soudage issues d’'un procede

MIG et les concentrations urinaires de ces métaux.
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2 Matériels et méthodes de I'étude n°2

Population de I'étude n°2

Nous avons réalisé une étude transversale exposésiposés a la fin d'une semaine de
travail et en fin de poste sur une population des@iddeurs et de 16 sujets témoins non
exposés. Nous avons choisi une usine dans ladaslieoudeurs ont été exposés au Mn des
fumées de soudage géneéreées lors de lI'assemblapeickeires métalliques pour la fabrication
de véhicules ferroviaires. Le recrutement a étdéisea@n collaboration avec I'’Association
Santé Travail de I'Arrondissement de Valencienf&STAV). Le procédé de soudage MIG
est utilisé dans l'usine pour assembler les strestde trains en acier doux et les conditions de
soudage des postes de travail sont restées indmuigpuis plusieurs années. Au cours de
notre étude, les soudeurs travaillaient sur degnek de production, que nous avons hommees
"A" et "B" ; le processus de soudage ainsi queolaposition du métal d'apport et du métal de
I'électrode étaient similaires pour les deux ligrks production. Selon les données de
I'entreprise, le procédé de soudage utilisait destrédes métalliques contenant entre 1,4 a
1,62 % de Mn, de 0,005 a 1,55 % de Ni et 0,03 & %3le Cr. Tous les soudeurs travaillaient
dans une salle naturellement ventilée et portaintquipement de protection respiratoire
individuel a adduction d'air (3M Speedglas™ 9106fe8eWelding Shields, 3M Company, St.
Paul, Etats-Unis) au cours du processus de soutlagecrutement s’est déroulé entre Juin

2011 et Mars 2012. Les critéres d'inclusion deslsors étaient les suivants :

- ne soudant uniquement des pieces métalliquesiendoux par le procédé de
soudage MIG pendant I'étude

- avoir au moins deux ans d’ancienneté a un pastoddeur dans I'entreprise.

Les critéres d’exclusions étaient la présence ékaatents de maladies respiratoires ou de

symptémes respiratoires.

Les sujets témoins non-exposés ont été recrutés ldagecteur tertiaire de la méme ou dans
d’autres entreprises et n'avait pas d'expositionfamées de soudage actuelle ou ancienne.
Nous avons exclu tous les contrbles qui travaifadans le voisinage de la zone de soudage
ou a d'autres points qui pourraient les exposearsgpolluants de l'air issus d’'un processus de
soudage. Le groupe témoin a été recruté apreolekegrs afin d'obtenir des caractéristiques
similaires en fonction de leur sexe, leur age et nsommation tabagique. Tous les sujets
de cette étude étaient de sexe masculin. Cette étete réalisée apres approbation du Comité
d’'Hygiéne, de Sécurité et des Conditions de TravEilus les sujets ont été pleinement
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informés sur les objectifs de I'étude, et ont dopréalablement leur consentement libre et

éclairé.

Design de I'étude n°2
Tous les sujets ont répondu a un questionnaire ocdang deux parties :

- la premiére partie du questionnaire concernait dmtécédents des sujets, en
particulier respiratoires, les symptdmes respirafpile tabagisme et la consommation
de tabac. Le questionnaire concernant les symptoesegatoires était une version du
guestionnaire MRC (Medical Research Council), médpar la British Occupational
Hygiene Society, traduit en francais, et préalaeleivalidé par Marez et al. [105,
106].

- la deuxieme partie du questionnaire portait surursus laboris, et plus précisément
sur les conditions de travail et sur la durée dedage effectuée au cours des cing
derniers jours, ainsi que sur le nombre d'annéesodelage pendant leur carriére

professionnelle.

Nous avons réalisé les mesures suivantes et riédesiléchantillons suivants aupres des
soudeurs a la fin de la semaine de travail, apn&seaxposition de 5 jours aux fumées de

soudage, dans les locaux du service de santé\auil sBauUéS a distance des ateliers de travail :
- une courbe débit-volume
- une mesure du NO exhalé
-un EBC

- un échantillon d'urine.

Les EBC et les échantillons d'urine ont respectemneté stockés a -80°C et a -20°C. Les

dosages des métaux ont été réalisés apres la fecdutement des sujets.
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Explorations fonctionnelles respiratoires

Les Explorations fonctionnelles respiratoires aiét i@alisées selon les recommandations de
I'European Respiratory Society de 2005 [81]. Lesap®tres pulmonaires (capacité vitale
forcée (CVF), volume expiratoire maximal a la prérai seconde (VEMS), le rapport
VEMS/CVF, débit expiratoire médian compris entree2Y5 % de la CVF (DEM.754)) ont

été mesurés grace a un spiromeétre portable KoKlmm¢maire Data Services, Inc, Louisville,

Colo). Les données sont exprimées par le rappsrvaeurs observées/théoriques (obs/pred).

Mesure du NO exhalé (FeNO)
Les taux de FeNO ont été mesurés en utilisant atyseur par chimiluminescence (NOx
8000, SERES Aix en Provence, France). Les mesurds et réalisées selon les
recommandations ATS/ERS de 2005 [107]. Les conatofrs de NO ont été mesurées
pendant une expiration controlée a un débit de b, nau premier plateau stable durant au
moins 3 secondes (la variation entre 2 mesuresntiétee inférieure a 10% ou moins de 1

ppb). La concentration moyenne de FeNO de 2 mesepesductibles a été retenue.

Evaluation de I'exposition professionnelle aux mgta

Pour les soudeurs

La fraction inhalable des poussieres métalliquesté évaluée 3 fois pour la ligne de
production « A » et deux fois pour la ligne de pratibn « B » (Al, A2, A3, B1, B2) grace a
des préléevements atmosphériques individuels sursdadeurs pendant la duré totale d'un
poste de travail (7 heures). Nous avons utilis@pteapes GilAir™ (débit de 2L/min ; Gilian
Instrument Corp., West Caldwell, N.J.) avec desethss filtrantes de 37 mm de diamétre
(MERCK KGaA, Darmstadt, Allemagne) munies de fdtren microfibres de quartz pour
I'échantillonnage des poussieres inhalables (di@m& mm et porosité 2,5 um, papiers
Whatman™, Maidstone, Kent, Royaume-Uni). La caeséthit placée a I'extérieur de
I'appareil de protection respiratoire. Le mangan@de), le nickel (Ni), le fer (Fe) et le
chrome (Cr) ont été extraits et analysés selondthatde de I'Institut National de Recherche et
de Sécurité [108]. Brievement, les filtres ont étdraits avec une solution mixte d'acide
fluorhydrigue et d'acide nitrique (3 volumes pour v@lumes, respectivement). Les
concentrations de ces éléments ont été détermifadesles extraits a 'aide d'un spectrométre
d'émission atomique par torche a plasma (ICP-AES)dEle IRIS Intrepid XLD Duo,
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Thermo Electron Corporation, Franklin, MassachssetiSA). Les limites de détection
(LOD) / quantification (LOQ) de cette méthode étaige 0,04 / 0,21 pgf{Mn), 0,13 / 0,42
ng/nt (Ni), 1,7 / 2,1 pg/m(Fe) et 0,08 / 0,83 pgftCr).

Un indice d'exposition cumulée hebdomadaire (CIWtéa calculé pour chaque soudeur en
multipliant les heures auto-déclarées consacréssadage au cours de la semaine de travalil
par la concentration des mesures de métaux atmigpée de chaque poste de travail
correspondant. Un indice d'exposition cumulée deégent été calculé pour le nhombre total
d’années de soudage (WY) en multipliant les andéesoudage par I'exposition estimée par
an (CIW x nombre de semaines de travail par any @aix indices d'exposition ont été

calculés pour chaque métal étudié (Mn, Ni, Fe &t Cr

Pour le groupe témoin

Il n'a pas été possible d'obtenir des prélevemaint®sphériques individuels pour les sujets
non exposés, nous avons donc utilisé les niveaxrpdadsition moyens de Mn, Ni, Fe et Cr
pour la population générale publiés par la US Emritental Protection Agency (US EPA -
40 ng/m pour Mn, 30 ng/m pour Ni et Cr, 1,5 ng/fhpour Fe) [109-112]. Un indice
d'exposition hebdomadaire (CIW) a été calculé phaque sujet témoin en multipliant les
heures auto-déclarées de travaille au cours dentaige par les concentrations métalliques
atmosphériques estimées de I'US EPA. Un indicgopd@ion cumulée (WY) a également été
calculé en multipliant les années de travail a lemploi actuel par les concentrations
métalliques atmosphériques estimées de I'US EPAyman (CIW x hombre de semaines de

travail par an).

Recueil de 'EBC

Les EBC ont été recueillis a l'aide d'un disposHEtoscreen (Jaeger™, Wirzburg,
Allemagne), comme décrit précédemment [4], et sderderniéres recommandations [113].
L’Ecoscreen est un condenseur alimenté sur sepiunettant de refroidir I'air expiré des
sujets a l'aide de lamelles en téflon. Le prinailgecet appareil a été décrit dans I'étude n°1.
Un spirométre électronique (Ecovent Viasys, Hecdhpbekllemagne) raccordé au circuit
expiratoire nous a permis de surveiller la ventlaidu sujet. Le recueil était terminé lorsque
le volume expiré total avait atteint 200 litres.sLeolumes d’EBC obtenus n'étaient pas

différents entre les deux groupes (médiane [Q1-Q8BP mL [3.2 - 3.9] dans le groupe des
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soudeurys 3,7 mL [3,2 - 4] dans le groupe des témoins, p=@pres le recueil, les EBC ont

immédiatement été aliquotés et conservés a -80°C.

Dosage des métaux dans les EBC

Les analyses de métaux dans les EBC ont été effectgrace a une collaboration avec le
laboratoire Ultra Trace Analyse Aquitaine (UT2A) Bau. Deux millilitres d’EBC ont été
utilisés pour déterminer la concentration des meétdans les EBC. Les analyses ont été
réalisées en duplicate. Les concentrations de M, A¢ et Cr ont été mesuré par
spectrométrie de masse par torche a plasma (ICP{M$)-MS - X Series Il, Thermo
Electron Corporation, Cheshire, Winsford, Royaunm}lén utilisant la technique d'analyse
"total-quant” avec calibration externe. Les rapponasse/charge suivants (m/z) 55 (Mn), 60
(Ni), 56 (Fe) et 52 (Cr) ont été suivis par le spmoetre de masse. Les étalons externes
étaient préparés a partir de solution étalon néléiments (Inorganic Ventures Inc.,
Lakewood, NJ, USA) couvrant la gamme 0 — 1, 06520 et O - 1Qug/L pour le Mn, Ni, Fe

et Cr, respectivement. Les conditions ICP-MS ot @ptimisés quotidiennement. L'eau
(18M.cm) a été obtenue grace a un systeme MillMillipore, Bedford, MA, USA). Les
mesures ont été effectuées dans des EBC brutslibéss de quantifications (LOQ),
estimées par 10 fois I'écart-type de la valeur ldmd (n=6) était de 0,0&g/L pour le Mn, 0,2
ug/L pour le Ni, Lug/L pour le Fe et 0,;ag/L pour le Cr totale. ldbsence d’effet matrice
(moins de 15% de différence entre les pentes détalge obtenues dans I'eau ou 'EBC), la
linéarité (coefficients de corrélation des courbes d’étadmansupérieurs a 0,995 sur 3 jours
différents), larépétabilité (moins de 15% de différence parmi 6 mesures effes sur un
méme échantillon le méme jour), laproductibilité (moins de 15% de différence sur les
mesures effectuées sur un méme échantillon 3 jdifférents), lajustesse(les mesures
réalisées en triplicate sur un échantillon aveatajosé était comprises entre 85 et 115% de la
valeur attendue) et lprécision (différence entre ces triplicates inférieure a 1%#t toutes
été verifiées.

La contamination métallique du dispositif de cdea été étudiée en créant une matrice
artificielle d’EBC. Pour cela, nous avons introddé l'air chaud saturé d'eau dans le méme
condenseur de notre étude. Le débit d'air a étér§épar un calibreur (Gas Exchange
Calibrator, Medical Graphics UK Limited, GloucestBoyaume-Uni) relié au condenseur en
simulant un cycle respiratoire (équivalent d’'uneccassion d'une inspiration et dune

expiration de 1 litre chacun, toutes les 3 secondss calibrateur a fonctionné pendant 10
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minutes pour obtenir I'équivalent d'un volume exjgire maximal cumulé de 200 L
(fréquence 20 cycles/minute, volume courant dérd)liL'air était chauffé a 32°C et saturé en
eau a travers un réchauffeur électronique extepmpigthern® 11, Hudson RCI, Teleflex
Medical, USA). L'eau (eau stérile pour inhalatio®R) KendallTM, Covidien, Mansfield,
Etats-Unis) contenait une faible concentration de & de Ni (moyenne des mesures en
duplicate) (0,096 et 0,13pg/L respectivement). Cing échantillons ont été edtis. Les
volumes collectés étaient les suivants (médianeQ@QJ : 3,0 [2,8 - 3,0]. Les concentrations
de métaux mesurées dans cette matrice synthétigientéles suivants (médiane [Q1-Q3]):
0,10 [0,07 - 0,26], 0,09 [0,07 - 0,57] pour le MnleeNi respectivement. Le chrome et le fer
n'étaient pas détectables. Par conséquent, laroordtion était négligeable par rapport aux
niveaux de Mn -EBC et Ni- EBC obtenus dans le geodg soudeurs.

Dosage des métaux dans l'urine

Les analyses de métaux dans les urines ont étetledtess grace a une collaboration avec le
Centre Universitaire de Mesures et d’Analyses die.Lies concentrations de Mn, Ni et Cr
ont été déterminées en utilisant un ICP-MS VariaR0O 8équipé d'une interface
collision/réaction (Bruker, Marne la Vallée, Frapcé'instrument a été utilisé en mode
« sauts de pics » pour suivre les rapports masagfelsuivants (m/z) 55, 60 et 52 pour le Mn,
Ni et Cr, respectivement. Cent trente millilitregiote d'hélium ont été ajoutés au niveau du
cbne d'échantillonnage en tant que gaz de collistantion. La quantification a été réalisée
en utilisant la méthode des ajouts étalons et dalons internes (scandium, yttrium et
rhodium). Les étalons ont été préparés a partsotlgions mono-élément (Merck, Darmstadt,
Allemagne) et ont couvert la gamme 0 — 10, O - 00 - 5ug/L pour le Mn, Ni et Cr,
respectivement. L’'eau (18M.cm) a été obtenue awvesysteme Milli-Q (Millipore, Bedford,
MA, USA). Les échantillons (0,5 ml) ont été diluéx fois avant I'analyse en utilisant un
diluant contenant 1 % d'acide nitrique, 0,1% dé¢ofriet 0,2 % de butanol. Les conditions de
'ICP-MS ont été optimisés quotidiennement par destrbles internes (Utak Laboratories
Inc., Valencia, CA, USA) effectués tous les dix a&ufillons. Les LOQ ont été déterminées a
partir des blancs de la méme fagon que pour les BB6), et étaient de 0,08, 0,2 et QgL
pour le Mn, Ni, et Cr, respectivement. L'absene#fet matrice, la linéarité, la répétabilité, la
reproductibilité, la justesse et la précision denkthode ont toutes été vérifiées, comme ci-
dessus. Les concentrations de métaux dans lestiéicmsnont été validées par un biologiste
qualifié du Centre Hospitalier Régional Univergiaide Lille (CHRU) et le laboratoire
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participe a un programme d'assurance qualité ext@MEQAS, INSPQ Québec, Canada).
Tous les résultats ont été normalisés par la cdraten de créatinine déterminée par la

méthode de Jaffe.

Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avegitgel SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC,
Etats-Unis, version 9.3). Un niveau de significatinlatéral de 0,05 a été choisi pour tous les
tests. Les valeurs ont été exprimées en médiane lantervalle interquartile quand ils ne
présentaient pas une distribution gaussienne eenmzyavec un écart type quand ils suivaient
une distribution gaussienne. Les statistiques g#s@s pour les valeurs des concentrations
de métaux dans les EBC et I'urine, ainsi que lésuvside I'indice d’exposition cumulée, ont
montré des distributions log-normale avec des wstaormalité (test de Shapiro-Wilk). Les
tests statistiques ont donc été réalisés apresforamation logarithmique des données.
Lorsque les valeurs sont inférieures a la LOQ,dewr de 0,5 LOQ leur a été affectée. Pour
comparer les niveaux de métaux dans les fluiddsdiques (EBC et urine) entre les exposés
et les contréles, une analyse de variance (ANOVA)éautilisée. Pour prendre en compte le
réle du tabac dans ces comparaisons, nous avdis® uine analyse de variance a deux
variables dans lequel le premier facteur est lauistie I'exposition et le deuxieme facteur le
statut de fumeur actif. Pour étudier la relatiotreertes concentrations de métaux dans les
fluides biologiques et les indices d'exposition alée (CIW et WY), des régressions linéaires
ont été utilisées. Pour tenir compte de l'effetahagisme dans ces relations, une analyse de
covariance (ANCOVA) a été realisée entre les comagans de meétaux et les indices
d'exposition cumulée avec le statut de fumeur cornawariable. La corrélation entre deux
variables quantitatives a été déterminée avecriglation de Pearson. L'analyse des tableaux

de contingence a été réalisée avec le test exdesdeer.
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3 Résultats de I'étude n°2

Caracteéristiques de la population de I'étude n°2

Les deux groupes étaient similaires en termes ddighe caractéristiqgues morphologiques

(pas de différences significatives pour les donm&ssographiques ou cliniquesaijleau 5.

Tous les parameétres fonctionnels respiratoiresemtanormaux pour tous les sujets

participants.

Tableau 5 : Caractéristiques de la population de I'étude n°2

Non-exposés (N=16)

Soudeurs (N=17)

moy [ET] médiane [Q1-Q3]| moy [ET] médiane [Q1-Q3] p
Age, années 40.1 [11.8] 42.1 [12.6] 0.601
Poids, kg 77.8[8.9] 75.7 [13.3] 0.296
Taillle, cm 175.9 [6.1] 175.0 [6.9] 0.814
Tabagisme actif [non/oui] 5/11 8/9 0.350
Paquets-Année (PY) 9.00 [0.50 - 18.00] 10.750%7.27.00] 0.351
Nombre d’heures de soudage
pendant la semaine - 21 [14 —24.5] -
Nombre d’années a occuper le
poste de soudeur - 13 [9 - 36] -
CVF (obs/pred) 1.11[0.13] 1.07[0.13] 0.322
VEMS (obs/pred) 1.05[0.10] 1.00[0.17] 0.418
VEMS / CVF 0.98 [0.06] 0.96 [0.11] 0.787
DEMz 7 (obs/pred) 0.85[0.18] 0.81[0.29] 0.719
FeNO (ppb) 7.7[6.2-11.3] 9.1[5.3-124] ®74

PY: Pack-Years; CVF : capacité vitale forcée ; VEM®Ilume expiratoire maximal a la premiére seconde

DEM25-75 : débit expiratoire médian entre 25 et 78&la CVF; FeNO : monoxyde d’azote exhalé lorsnd’u

débit expiratoire constant de 50 mL/s ; moy : moyenET: écart-type ; Q1 : premier quartile ; Q3roisieme

quartile.
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Evaluation de I'exposition professionnelle aux mgta

Le tableau 6 montre les concentrations atmosphériques moyetmesussieres inhalables et

des métaux obtenues a différents postes de trdaad I'entreprise.

Tableau 6 : Concentrations atmosphériques moyennes de poussiéres inhalables et des
métaux obtenues a différents postes de travail dans I'entreprise

Poussieres
Poste de Travalil Inhalables Mn Ni Fe Cr
Valeurs limites
d’exposition 5 mg/n? 1mg/m | 1mg/mi | 5mg/n | 2 mg/n?
professionnelle
Al 11,4 0,88 0.07 5,58 0,02
A2 4,29 0,09 0.03 2,57 0,01
A3 3,78 0,21 0.03 1,95 0,01
B1 2,66 0,09 0.03 1,34 0,01
B2 1,48 0,08 0,01 0,64 0,01

Mn : manganése ; Ni: nickel ; Fe : fer ; Cr : chrem les valeurs en gras représentent les
valeurs supérieures aux valeurs limites d’exposifioofessionnelle

La concentration de poussieres inhalables étadesgus des valeurs limites d'exposition
professionnelles uniguement pour le poste de tréi C’est également a ce poste que les
concentrations de manganése (Mn) s’approchaientalears limites sans les dépasser et que
les concentrations de fer (Fe) dépassaient lesirglinites d'exposition professionnelle. Le

nickel (Ni) et le chrome (Cr) étaient présents d@npoussiére a des niveaux inférieurs aux

valeurs limites d'exposition professionnelle.

Concentrations de métaux dans les EBC et dangilessudes sujets de I'étude n°2

Les coefficients de variation des concentratiors métaux dans 'EBC des soudeurs et des
sujets non-exposés pour chaque élément métalligiené les suivants : 2.1 [1.2 - 2.4] %%
45[21-56]%;12[1-3]%s2.2[1.4-3.1]% et9[04.03 -11.01]969.7 [8.3 - 12.8]

%, pour le Mn-EBC, le NI-EBC et le Fe-EBC respeethent. Les Mn-EBC, Mn-U et Ni-U
ont pu étre quantifiés chez tous les sujets dad&tLe Ni-EBC a été quantifié chez tous les
soudeurs et chez 62,5% des témoins. Le Fe-EBC quérdifié chez 70,5% des soudeurs et
chez 37,5% des témoins. Le Cr-U a été quantifi@ ¢bes les soudeurs et chez 81,3% des
témoins. La concentration de Mn dans I'EBC (Mn-EB#3it significativement plus élevée
chez les soudeurs que chez les témoins alors dueedifférence n'était pas significative dans
l'urine (Mn-U - voir letableau 7).
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Tableau 7 : Concentrations de métaux dans les EBC et dans les urines des sujets de

I'étude n°2
Non-exposés Soudeurs Effet Expositior Effet ';;f?es gg?j?;i;;’gj;emem
médiane [Q1-Q3] médiane [Q1-Q3] p* p**
Ho/L
Mn-EBC 0.32[0.16 -2.47] 4.72[2.99 - 17.1B] <0.001 <0.001
Ni-EBC 0.24[0.10 - 0.65] 1.00[0.84 - 1.4€] <0.001 <0.001
Fe-EBC 0.50[0.50-1.95] 1.48[0.50 - 1.94] 0.147 0.242
pg/g créatinine
Mn-U 0.38[0.32-0.49]] 0.54[0.37 -0.76] 0.061 098
Ni-U 0.95[0.56 - 1.59]] 1.56[1.01-2.48 0.049 0.035
Cr-U 0.31[0.20-0.38] 0.72[0.58 - 1.20] <0.001 <0.001

Mn : manganese ; Ni : nickel ; Fe : fer ; Cr: chme ; EBC : condensat d’air exhalé ; U : urine ; Qfiremier
quartile ; Q3 : troisieme quartile

* : valeurs du p de 'TANOVA univariée (exposition)

** : valeurs du p de 'ANOVA bivariée (expositionstatut tabagique)

Les niveaux de Ni-EBC et Ni-U étaient plus élevhszcles soudeurs que chez les témoins.
Les concentrations de Mn-EBC et Mn-U n’étaient pasélées entre-elles (p=0,41), de méme
que les concentrations de Ni-EBC et Ni-U (p=0,1bh'y avait aucune différence entre les
groupes pour les concentrations de Fe-EBC. Le chroétait pas quantifiable dans 'EBC
mais il était significativement plus élevé dansitie des soudeurs que dans celle des témoins
(Cr-U). La prise en compte du statut tabagique dad$OVA bivariée, ces différences ne
modifie pas ces tendances. Cependant, nous avarstat® que le tabagisme influencait
fortement les niveaux de fer dans 'EBC car lesaix de Fe-EBC étaient significativement
plus faibles chez les fumeurs que chez les non dmn@gnédiane [Q1-Q3], 0,50 [0,50 - 1,88]
vs1,59 [01.23 - 02.03], p=0,019).

Les résultats de I'analyse statistique qui a étiadiélation entre les concentrations de métaux
dans les liquides biologiques et les indices d'sitipm cumulée (CIW et WY), incluant tous
les participants (soudeurs et témoins), sont ptésatans I¢ableau 8
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Tableau 8 : Relations entre les concentrations de métaux dans les liquides biologiques et
les indices d’exposition cumulée pour chaque métal étudié

Ciw WYy
B (SE) B (SEY B (SE) B (SEY
ajustement par le statut ajustement par le statut

tabagique tabagique
Mn-EBC | 0.32 (0.08)*** 0.30 (0.08)*** 0.28 (0.08)*** 0.27 (0.08)**
Ni-EBC | 0.27 (0.06)*** 0.26 (0.06)*** 0.23 (0.06)*** 0.22 (0.06)***
Fe-EBC 0.04 (0.03) 0.03 (0.03) 0.04 (0.03) 0.083D.
Mn-U 0.11 (0.05)* 0.1 (0.05) 0.11 (0.05)* 0.1 (0)04

Ni-U 0.14 (0.06)* 0.14 (0.06)* 0.12 (0.05)* 0.13.08)*
Cr-U 0.37 (0.07)*** 0.38 (0.07)*** 0.29 (0.06)*** (B (0.06)***

Mn : manganése ; Ni : nickel ; Fe : fer ; Cr: chme ; EBC : condensat d’air exhalé ; U : urine ; CIW
indice d'exposition cumulée pour la semaine et pooaque métal considéré (Mn, Ni, Fe et Cr
respectivement) ; WY : indice d'exposition cumudéar le nombre d’années a occuper le poste de
soudeur et pour chaque métal considéré (Mn, NieF€Er respectivement) ; @ : résultats de TANCOVA
avec le statut tabagique comme covariable(SE) : parametre estimé (Erreur Standard) ; * :(p85 ;

** 1 p<0.01; ***:p<0.001; les données sont exprimgen valeurs logarithmiques.

Les coefficients des régressions linéaires étaignificativement supérieurs a zéro pour Mn-
EBC, Ni-EBC, Ni-U et Cr-U ; cela signifie que pllisxposition cumulée est élevée, plus les
concentrations des métaux dans les matrices semtad. Les résultats de l'analyse de
covariance, qui prend en compte le statut tabagigné montré les mémes tendances a
I'exception de la relation entre le Mn-U et le CIRbur les 2 indices (CIW et WY), nous
avons mis en évidence un effet négatif du statagmue sur le Fe-EBC, indépendant de
I'effet exposition (par exemple pour l'indice W§= - 0,55 ; SE=0,25 ; probabilifg= 0,03).
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4 Discussion de I'étude n°2

Cette étude est la premiére a montrer la possslit'apport de la mesure du Mn et du Ni

dans I'EBC de soudeurs exposés aux fumées de soisdags du procédé de soudage MIG.
Notre étude montre d’'une part la fiabilité des mesude concentrations de poussieres
métalliques dans 'EBC. D’autre part, elle montteeda concentration de Mn et de Ni dans

I'EBC des soudeurs était significativement pluséteque dans I'EBC des sujets témoins non
exposes, et que cette différence était indépendhntatut tabagique. De plus, nous avons
trouvé une relation entre I'exposition cumulée an bt au Ni et leur concentration dans

'EBC, a savoir des niveaux plus élevés de Mn eNddans I'EBC des soudeurs lorsque les
indices d'exposition cumulée soit pour le soudagéademaine précédente (CIW) ou pour le
nombre total d'années de soudage (WY) ont étéeprisompte toujours indépendamment du

statut tabagique.

Ces données mettent en évidence le potentiel d8CI'Eomme matrice pouvant refléter
I'exposition pulmonaire professionnelle. Les corications de Fe-EBC n'étaient pas
significativement différents entre les groupes,etefant elles étaient plus faibles chez les
fumeurs. Dans notre étude, il n'a pas été posdidldétecter le Cr dans 'EBC alors que les
concentrations de Cr-U étaient significativemenitsptlevées chez les soudeurs que chez les

témoins.

Comme nous lavons vu dans la premiere partie, netaux mesurées dans I'EBC
proviennent en partie des particules inhalées estutans le liquide recouvrant I'épithélium
respiratoire mais non encore épurées, mais pedgaement provenir de la lyse des cellules
épithéliales ou macrophagiques qui contiennentno@sux. Stern et al. ont montré que les
plus petites particules des fumées de soudage Bortipalement constituées de meétaux
lourds tels que Mn, Ni, Fe et Cr [114]. La quantik& particules métalliques qui peut se
dissoudre dans le liquide recouvrant I'épithélivespiratoire dépend de la solubilité de ce
métal. Taube a récemment montré que le Mn issuaktédé de soudage MIG n’était pas trés
soluble [115]. Malgré cela, nous avons pu quamtigeMn dans I'EBC des soudeurs. Ceci
s’explique en partie par le fait que les macropbagent capables de rendre des métaux

comme le Mn plus solubles pour faciliter leur épiora[116].

Nous avons pu quantifier le Mn dans tous les EBflidsurs et témoins), tandis que le Ni
était quantifiable dans I'EBC de tous les soudeuess seulement dans 62,5% des EBC des
sujets non-exposés. Nous supposons ici que la itpiaet Mn-EBC des sujets témoins non
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exposés se compose d'une contamination de I'em@noant a la fois en raison de la nature
ubiquitaire de ce métal, mais aussi en tant queposant physiologique des processus
enzymatiques et cellulaires. Une autre source déanunation aurait pu étre le dispositif de

recueil, mais nous avons montré qu’elle était iyéglble et constante, et n'a donc pas
d'incidence sur la comparaison des deux groupeahlésétici. Pour les soudeurs, les données
atmosphériques ont confirmé une exposition relaismt faible aux fumées de soudage dans
notre étude (c’est a dire inférieure aux valeurstés d'exposition professionnelle), méme si
nous avons surestimé la quantité de poussiéres dalilalaient en placant la cassette de
prélevement a l'extérieur de I'équipement de ptiotegespiratoire. Néanmoins, comme les
niveaux de Mn-EBC et Ni-EBC étaient significativamhelus élevés chez les soudeurs que
chez les témoins, ceux-ci semblent étre des margupuometteurs de I'exposition

professionnelle aux fumées de soudage.

Les concentrations de Mn-U n'étaient pas signifreatent différentes entre les soudeurs et
les témoins alors que les concentrations de Nidiegt plus élevés chez les soudeurs que
chez les non-exposés (p=0,049), mais seulementutenfaible proportion (la médiane Ni-U
chez les soudeurs étant supérieure d’environ 50a%bergpport a celle des témoins). Par
rapport aux résultats retrouvés dans les EBC, il6&rehces de concentrations urinaires en
Mn ou Ni entre ces groupes étaient donc plus fadiléa significativité statistique plus
équivogue. Ni le Mn-EBC et le Mn-U ni le Ni-EBC letNi-U n’étaient corrélées entre elles.
L'absence de corrélation entre les concentratienaétaux dans ces deux matrices, associés a
une relation entre l'exposition et les niveaux détamx dans les EBC, suggere que les
concentrations de métaux mesurées dans 'EBC feagnt des informations toxicocinétiques
complémentaires a celles mesurées dans l'urine:. lBoMn-EBC en particulier, le fait que
I'effet exposition reste important apres I'ajusteingar le statut tabagique et que I'on met en
évidence des relations avec a la fois un indicepd'gition récente (CIW ) et plus ancienne
(WY), alors que cela ne l'est pour le Mn-U, sugggue 'EBC reflete mieux la dose de Mn
recu par inhalation. Ces résultats sont en acoged ke fait que le Mn et le Ni sont tous deux
connus pour étre transférés progressivement du @ourars la circulation sanguine [117,
118]. Comme l'on déja décrit d’autres auteursustgment par le tabagisme n'a pas modifié
I'effet exposition de Mn-U, sauf lors de I'utiligat de I'indice CIW (exposition récente) [119—
121]. Les concentrations de Mn-U semblent doncfgoufe I'influence du tabagisme, mais
restent un marqueur satisfaisant de I'expositiafepsionnelle au Mn pour I'ensemble de la
carriere d'un soudeur puisque l'effet expositioesh’pas affecté par l'ajustement par le
tabagisme en utilisant lindice WY. La déterminatidu Ni-EBC dans notre étude montre
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gu'il est aussi pertinent que le Mn-EBC dans léatibn de I'exposition des soudeurs aux
fumées de soudage, ce qui ne correspondait pas attemtes car le Ni n'est pas le principal

constituant des fumées de soudage issues du prdeé&aidage MIG/MS.

Nous avons pris en compte le temps total de souduee et sans port d'équipement de
protection respiratoire : ainsi, nos indices d'etfan cumulée refletent davantage
I'exposition potentielle plutdt que I'expositiorelié et, par conséquent, peuvent surestimer la
concentration réelle de poussiéres inhalées. Coihme pas été possible d'obtenir une
évaluation de I'exposition pour chaque soudeursreons choisi de construire des indices

nous permettant de comparer l'intensité relativiedposition de chaque soudeur.

Méme si nos soudeurs ont été exposés a une plodegcancentration de Fe que de Mn, les
concentrations de Fe-EBC n’étaient pas signifiestignt différentes entre les soudeurs et les
témoins. Il a été montré que le fer s'accumulaitsdas poumons et que la charge pulmonaire
en fer augmentait au cours de I'exposition de &aprofessionnelle [122]. Nous n‘avons pas
observé de différence significative pour le Fe-E&@re les soudeurs et les témoins, mais
nous avons trouve un effet négatif du statut tapagsur la Fe-EBC. Multti et al. ont retrouvé
les mémes tendances avec des niveaux reduits @&B€echez des fumeurs mais d’autres
auteurs comme Hoffmeyer et al. n'ont pas obseimduince du tabagisme sur Fe-EBC [123,
124]. Dans une étude plus récente, Hoffmeyer eirdlmis en évidence une corrélation entre
le Fe-EBC et le nombre d’année de soudage=(0,523) chez des soudeurs utilisant le
soudage a larc (comprenant des soudeurs utiliEmanproceédé MIG) exposés a une
concentration similaire de Fe dans les fumées ddagge. lIs ne retrouvaient cependant pas
de corrélation entre le Fe-EBC et le fer mesuré&datmosphére. Les concentrations de Fe-
EBC mesurées par Hoffmeyer et al . étaient siguitement plus élevés que celles mesurées
dans notre étude (médiane 12)321,48 ug/L), et ceci peut-étre due a une exposition plus
élevée puisque qu’une partie des soudeurs de €itle ne portaient pas d'équipement de

protection respiratoire alors que tous les soudéwdiés ici portaient des équipements [125].

Cette contradiction apparente entre lI'important@mdince de Mn-EBC entre les soudeurs et
les témoins et I'absence d'une telle différence periconcentrations de Fe-EBC dans notre
étude peut s'expliquer par le transport transmenain@ de ces métaux au niveau des cellules
de I'épithélium respiratoire. En raison de leurggsiétés chimiques similaires, le Mn et le Fe
sont en compétition pour la liaison a des trangowst de métaux tels que devalent metal
transporter -1(DMT-1) [126]. Ainsi, il se peut que I'exposition concoamte au Mn et au Fe

se traduise par une absorption préférentielle dpafdes cellules épithéliales respiratoires par
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l'intermédiaire de DMT-1 en raison d’'une concemratde Fe plus importante dans les
fumées de soudage. Nos résultats concernant le BO-Bt le Fe-EBC pourraient étre
expliqués par la faible absorption du Mn par ldhites épithéliales respiratoires conduisant a
une plus forte concentration de Mn dans le liquideouvrant I'épithélium respiratoire

secondairement collecté dans I'EBC.

Le chrome n'a pas été détecté dans 'EBC des saudeules témoins de notre étude mais sa
concentration était significativement plus élevéegil'urine des soudeurs que dans celle des
sujets non-exposés. En dépit d'une limite de dfication plus élevée pour le dosage du Cr
(0,25ug/L) que notre méthode (0,1fy/L), et d’'une exposition plus faible, Hoffmeyeradt

ont détecté du Cr dans I'EBC de 19 des 43 soudgqués une journée d'exposition. lls ont
interprété leurs résultats en faisant I'hypothésmel rapide épuration du Cr en dehors des
poumons [125]. Dans une autre étude sur des salditiée entreprise de chromage, Caglieri
et al. ont montré une diminution importante desceotrations de Cr-EBC mesurées a la fin
du poste du vendredi et celles mesurées avanste pa lundi suivant : la limite de détection
pour le Cr dans cette étude était inférieur a laen0,05ug/L), et I'exposition était plus
élevée que celle de notre étude [127]. Ainsi, iedae nous ne puissions pas quantifier le Cr
dans 'EBC de nos sujets peut étre di a I'épuratetetivement rapide de ce métal en dehors
des poumons, ou a notre limite de détection trepés pour mesurer cet €élément dans I'EBC

(ou du fait d’'un autre aspect méthodologique).
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5 Conclusion de I'étude n°2

Dans cette étude pilote, nous avons été en mesugriahtifier le Mn dans I'EBC et avons
trouvé que les concentrations de Mn-EBC de soudéta®nt plus élevés que ceux de
témoins non exposés, indépendamment du statutitaleade=n raison de sa relation avec les
indices d'exposition cumulée, il semble que le MBEEest un marqueur prometteur de
I'exposition chez les soudeurs. De plus, il fourdigs informations toxicocinétiques
complémentaires a celles fournies par les analyseaires. Les concentrations de Ni-EBC
ont montré des relations similaires avec les iglitexposition, ainsi le Ni-EBC semble étre
aussi pertinent que le Mn -EBC pour évaluer l'ekms des soudeurs aux fumées de
soudage. Nous avons également constaté que le Ee+iEait pas un bon marqueur
d'exposition, malgré des concentrations relativan@avées de Fe dans les fumées de
soudage, et que le Cr-U reste un bon marqueur aséign aux fumées de soudage. Compte
tenu des effets de l'exposition au Mn sur la sae® soudeurs, ces résultats doivent étre
confirmés par des études sur de plus larges papulabmprenant d’autres professions

exposant au Mn.
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Etude n°3 : Quantification des particules
meétalliques dans les EBC de salariés exposés

a des composés solubles du béryllium

1 Contexte de I'étude n°3

Le nombre de salariés exposés au béryllium esnésti environ 67 000 en Europe [128] et
12 000 en France selon I'eétude CAREX [129]. L’expors au béryllium est a I'origine de la
bérylliose, une granulomatose pulmonaire pouvarg 8evére et nécessitant une phase
préalable de sensibilisation [130, 131]. Du faitl'dpparition de cas de bérylliose pour de
faibles expositions professionnelles [132, 133,valeur limite d’exposition professionnelle
fixée par la circulaire du 12 janvier 1995 & 2 pyfest plus adéquate [134]. Ainsi 'ACGIH

a proposé récemment une révision de cette val@0%ug/m [135]. L'ANSES a également

proposé une valeur plus basse & 0,01 flgfin d"éviter tout risque de sensibilisation [136]

Le béryllium urinaire est I'indice biologique d’eagition le plus utilisé dans le cadre de la
surveillance des salariés exposés mais il n'estagasz robuste pour étre quantitativement
corrélé a l'intensité de I'exposition [137]. Le tede transformation lymphoblastique est un
test qui permet de détecter les sujets sensibilizgis ne semble pas suffisamment robuste
pour établir la relation entre la sensibilisatiariaesurvenue de la bérylliose [138]. De plus, il
reste tres peu utilisé en France en raison decdliffis pratiques de réalisation (nombre de
laboratoire insuffisant, transport des échantiljond apparait donc indispensable de
développer des indices d’exposition biologiquebléa et non-invasifs pour la surveillance
des salariés exposés. Aussi, hous proposons séatllIEBC comme matrice dans laquelle les

concentrations de béryllium serviront d’indicatedisxposition pulmonaire.

Le but principal de cette étude « exposé-non exposst de doser le béryllium dans I'EBC
(Be-EBC) de salariés issus du secteur de l'alur@redrde corréler cette concentration a celle
retrouvée dans I'atmosphére de travail. L'objeséi€ondaire de cette étude est d’évaluer les
conséquences de cette exposition sur le stressauitr par I'analyse de I'air exhalé.
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2 Matériel et Méthode de I'étude n°3
Population de I'étude

Grace a une collaboration active de I'INRS, et enbasant sur les entreprises ayant été
incluses dans l'une de leurs précédentes étudey,[l2a été possible de recruter dans 2
entreprises différentes 30 salariés exposés a ameefsoluble de béryllium (fluorure de
béryllium) dont la derniére exposition date de msoidte 8 jours. Les entreprises nous ont
autorisés a réaliser cette étude apres présentiionlle-ci en Comité d’Hygiene, de Sécurité
et des Conditions de Travail (CHSCT). Dix-sept sétaont été recrutés en novembre 2011
dans une entreprise de production d’aluminium pduction électrolytique et 13 salariés ont
été recrutés en décembre 2010 dans une entrepstatpire de la premiére pour la
réparation d’'ouvrage en métaux et dont la prineipativité est de réparer les tiges anodiques
usées par le procédé d’électrolyse. Les 21 sumtseRposés ont été recrutés entre 2009 et
2011 dans le secteur tertiaire de ces 2 entrepeisdans des entreprises non exposantes au
béryllium. Les sujets dont la derniére expositiatait de plus de 8 jours ainsi que les salariés
ayant un EBC contaminé (taux de protéine totalés>1g8/mL) étaient exclus (3 et 3 sujets

exclus respectivement)

Description des entreprises

Entreprise n°1 : Production d’aluminium par rédoictélectrolytique

Ce procédé permet d’extraire I'aluminium métal adduxite qui est la forme minérale de
I'aluminium. Elle contient environ 50 % d'alumirigle contient également une faible masse
de béryllium allant de 0.01 a 4 ug/g d’alumine,jiaalle selon son origine [139]. Elle se forme
par la désagrégation de roches sédimentaires & hantur en minerai d'aluminium.

L'alumine est le nom donné a l'oxyde d'aluminiun@3) qui est extrait de la bauxite par un

procédé d'affinage appelé le procédé Bayer. Lecpikd'électrolyse extrait I'aluminium sous
forme métallique par réduction de I’As. La réaction d’'oxydoréduction s’effectue entre une
cathode (cuve d’acier recouverte de carbone) aigaus anodes (bloc de braie de houille et
de coke cuit scellé a une tige anodique (hexappde)de la fonte) et a lieu dans un bain
contenu dans les cathodefigre 23). Un courant continu pouvant atteindre 320 000
Ampeéres passe de l'anode a la cathode par le Béliectiolyse et circule ensuite vers les

autres cuves via les anodes branchées en série.
2 A|203 lig + 3 C50| 9 4 AI liq + 3 CQ gaz
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Le bain en fusion (970°C) est constitué d’alumimssaoute dans de la cryolithe. L'aluminium
en fusion se dépose sous forme liquide au fondadeathode ou il est récupéré lors de la
coulée. L'aluminium liquide est ensuite mise emferdans le secteur fonderie en lingot ou en
barre. La réaction chimique produit du fluor quiliseau béryllium présent dans I'alumine
pour former dufluorure de béryllium (BeF,), forme soluble de béryllium. Le BgF
s’accumule ainsi dans le bain liquide et dans Ie balide qui se forme a sa surface.

PRINCIPE DE L’ELECTROLYSE DE L’ALUMINE

Tiges de support danode

P |//|/|||‘\
- | 4

Figure 23 : Coupe d’une cuve d’électrolyse et de ses anodes.

La consommation du carbone lors du procédé d'@lyste nécessite le remplacement régulier
des anodes (15 a 18 changements sont effectu@g paures). Ce changement s’effectue par
un salarié a lI'aide d’'un pont roulant (Machine deSalle d’Electrolyse, MSE) depuis une
cabine climatisé€fifure 24) et nécessite la présence d'un autre salariélguoso I'ouverture
des capots recouvrant les anodes. Cette tacheeshpsalarié au sol au Beéar il doit ouvrir

les capots recouvrant les anodes et subir la nmissuspension dans l'air des poussieres de

bain solide provoquée par le déplacement de I'anode
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Figure 24 : Pont roulant (MSE) équipé d’une cabine climatisée

La récupération de I'aluminium liquide (appeléeowlée métal »)figure 25) s’effectue par
pompage dans une poche de coulée transportéeeenstst le secteur fonderie par camion
(COMETTO) dans des fours qui maintiennent I'alumimi sous forme liquide. Une fois

vidées, les poches de coulée sont nettoyées psadea

Figure 25 : Opération de pompage de I'aluminium liquide dans le bain

La « coulée métal » modifie le niveau du bain digebles opérateurs a ajuster la hauteur des
tiges anodiques pour que les anodes soient toujenrsontact avec le bain (appelée
« relevage cadre »). Les anodes sont constammamnivertes de bain broyé pour augmenter

I'efficacité de la réaction d’électrolyse (appetéentretien cuve »).
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Des prélevements d’aluminium liguide (« pion méfakt des relevés de température sont

nécessaires pour le service qualité.

L’'usure des cathodes est plus lente que celle miedes. Une cathode doit étre changée tous
les 5 & 8 ans. Cette opération nécessite tout diabablation du bain solide résiduel, de
I'aluminium solide, des briques réfractaires et bdiees de carbone qui recouvrent la structure
métallique (appelée « débrasquage »). Cette oparast trés exposante au fluorure de
béryllium car elle nécessite de casser le bairdsgirovoquant la production de poussieres
volatiles. Si la structure métallique est trop endwmagée, elle sera remplacée sinon elle sera
de nouveau équipée en briques réfractaires, bloescarbone et pate a brasque
(« brasquage »). Le démarrage d’'une nouvelle conee(sous tension) peut se faire avec du
bain liquide (technique utilisée dans I'entreprile2002 a 2010) ou a sec avec 30 tonnes de
bain solide (utilisée depuis 2010). Cette tacheosgfortement les salariés au Begr elle

produit énormément de poussiéres de bain solideigpension dans I'air.

Le bain solide (appelé crasse et encroltementlseajtriouve en surface du bain liquide et sur
les anodes, subit un recyclage (secteur du Conglucténstallations Annexes CIA).
provient de la réfection des cuves ou de gros billecsrolte doivent parfois étre réduits par
une mini-pelle mécanique. Ce bain solide est gugsient sur les anodes usées desquelles il
doit étre retiré lors du « piquage anode/mégoté est ensuite transporté vers le secteur
carbone par camion (MAFI) ou il sera refroidit Y2 en fines poussiéres dans un broyeur
de grande capacité afin d’obtenir le bain broyé spra réutilisé en salle d’électrolyse. Un

résumeé des différents secteurs d’'une alumineriprésenté a lgure 26.
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Figure 26 : Schéma général d’organisation des secteurs d’une aluminerie.
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Le poste de pontonnier comprends les tadches sewammhangement d’anode, coulée métal,
entretien cuve, pion métal, balayage des surfaces.

Le CIA effectue le transport du métal par le COMBEN Thettoie la fraise utilisée pour
nettoyer les poches de coulée, nettoie le broyedraih quand cela est nécessaire et effectue

la réduction des blocs de crodtes ainsi que leggganode/mégots.

Un opérateur de mesure est chargé d'effectuer éssines (température du bain, ampérage,

extraction des gaz) et de collecter les informatimurnies par les pontonniers.

Le chef de poste organise et supervise les adidéla salle d’électrolyse avec l'aide des

responsables de procedeés.

Les salariés pénétrant dans la salle d’électratiggeent porter un équipement de protection

respiratoire & adduction d'air muni d’une unitédinte Jupitét anti-poussiéres et anti-gaz.

Entreprise n°2 : Réparation des tiges anodiques

L’activité principale de cette entreprise est daetre en état les tiges anodiques (hexapodes)

utilisées dans le secteur électrolyse de I'entsepnP 1.

Un hexapodefigure 27) est constitué d’'une tige en aluminium assembléepieds en acier

par un alliage d’aluminium, de titane et d’acieredion nomme « clad ». Chaque pied est
complété par un rondin en acier. L’hexapode perdeetsuspendre le bloc anodique a la
surface du bain d’électrolyse. Par conséquent,eleé Peut s’accumuler sur les rondins, les

pieds et la base de la tige d’aluminium.

Figure 27 : Tige anodique (hexapode)
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Une fois séparées du bloc anodique (tache effeala@és une autre entreprise), les tiges
anodiques sont réparées lors de différentes étéypegs réception, les rondins sont séparés
de leur pied dans le secteur de délardage par agege arc-air nommeé gougeage a l'arc
(utilisation d’électrodes raboutables JETROD 5 yleetDC). Lorsqu’il existe une perte de
métal sur I'une des structures, les salariés eféedtun rechargement en acier pour les pieds
(procédé de soudage MIG (argon et J;Ométal d’'apport THYSSEN MV 70) et en
aluminium pour la tige (procédé de soudage MIGdargélium), métal d’apport THYSSEN
Al Si 5). Le clad est remplacé si nécessaire au engoste que le rechargement de la tige en
utilisant le méme procédé de soudage. Les rondins ensuite assemblés a leur pied par
pointage puis souder pour renforcer 'ensembleggaé de soudage MIG (argon-gQmétal
d’apport NERTALIC 70S).

Design de I'étude

Les sujets ont été recrutés sur leur lieu de tlaizas locaux administratifs, a distance des
postes de travail exposants, nous ont gracieuseéiénprétés par les entreprises pendant
I'étude. Une camionnette spécialement équipée p@mnde permettait de stocker les

prélevements biologiques.

Tous les sujets ont répondu a un questionnairegakcbmprenant 2 parties :

- la premiere partie concernée leurs antécéderdgslicaux, leurs symptomes

respiratoires ainsi que leurs habitudes tabagiques,

- la deuxiéme partie concernée leur parcours psafanel en mettant I'accent sur les
expositions professionnelles a tropisme pulmondig. liste des taches professionnelles

réalisées le jour des recueils biologiques ainsilgur durée ont été recueillies.

Les salariés bénéficiaient ensuite dans cet ortne ikcueil d’'EBC, d’'une mesure du NO

exhalé, d’'une spirométrie, d’'un recueil urinairelein prélevement sanguin veineux.

Les échantillons d’'EBC et d’urine étaient conser@é20°C durant le transport puis a -80°C.

Les échantillons veineux étaient conservés enate34C.
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Explorations fonctionnelles respiratoires

Les Explorations fonctionnelles respiratoires aiét i@alisées selon les recommandations de
I'European Respiratory Society de 2005 [81]. Lesap®tres pulmonaires (capacité vitale
forcée (CVF), volume expiratoire maximal a la prérai seconde (VEMS), le rapport
VEMS/CVF, débit expiratoire médian compris entree2Y5 % de la CVF (DEM.754)) ont

été mesurés grace a un spirometre portable SpifBDBocieté Dyn’'R, Muret, France). Les

données sont exprimées par le rapport des valesenaes/théoriques (obs / pred).

Mesure du NO exhalé (FeNO)

Les taux de FeNO ont été mesurés en utilisant atyseur par chimiluminescence (NOx
8000, SERES Aix en Provence, France). Une mesuodidignne du NO ambiant était

effectuée dans la salle d’examen le jour des exanaant le recueil des échantillons
biologiques. Les mesures ont été réalisées sekmelsommandations ATS/ERS de 2005
[107]. Les concentrations de NO ont été mesuréedgrg une expiration controlée a un débit
de 50 mL/s, au premier plateau stable durant aunsn8i secondes (la variation entre 2
mesures devant étre inférieure a 10% ou moins @geh). La concentration moyenne de

FeNO de 2 mesures reproductibles a été retenue.

Quantification de I'exposition des salariés de treprise n°1

Des prélévements atmosphériques individuels ongféétués pour différents postes pendant
la durée totale d'une journée de travail. lls it r@alisés en juin 2010 et juillet 2011. Nous
avons utilisé des pompes GilAlt (débit de pompe 2L/minute, Gilian Instrument Cowest
Caldwell, N.J.) avec des cassettes Millipore (dimené&l’ouverture 4 mm) munie d'une
membrane en esters de cellulose (MEC) de 37 mniaskeetie et de 0,8 um en porosité. La
cassette était placée en dehors des équipemengwotiction respiratoire. Une fois le
prélevement effectué, les parois internes des ttassétaient rincées avec 3 mL d’acide
nitrique. Trois millilitres d’acide sulfurique aingue le liquide de rincage étaient ajoutés a la
membrane pour étre ensuite minéralisée par micdefnLe dosage du béryllium a été
effectué par spectrophotométrie d’absorption atommiglectrothermique a effet Zeeman
(VARIAN SpectrAA 240 Z1) en utilisant 2 modificatesu de matrice ((NHPO, et
TMAOH 25%), une décomposition thermique en 5 étape des paliers a 75, 120, 250 et
1300°C, et une atomisation du béryllium a 2500°€s laleurs des limites de détection et de
quantification n’étaient pas disponibles.
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Quantification de I'exposition des salariés de treprise n°2

Des prélevements atmosphérigues individuels onefé@étués pour différents postes pendant
la durée totale d’une journée de travail. lls dBtr@alisés en novembre 2005 et en mars 2007
par la CARSAT. Nous avons utilisé des pompes GilAjdébit de pompe 2L/minute, Gilian
Instrument Corp., West Caldwell, N.J.) avec desethss (diamétre d’ouverture 4 mm) munie
d’un filtre en fibres de quartz de 37 mm de diameéla cassette était placée en dehors des
équipements de protection respiratoire. Une foipridevement effectué, les filtres étaient
pesés au microgramme (fumées de soudage) puisaligésrdirectement dans la cassette par
3 mL dacide fluorhydrique et 2 mL d’acide nitriquée dosage du béryllium et de
'aluminium a été effectué par spectrométrie de segsar torche a plasma (ICP-MS). Les

valeurs des limites de détection et de quantificati’étaient pas disponibles.

Calcul de I'indice d’exposition cumulée au béryi(IEC)

L’'IEC a été calculé en sommant les produits du nembannées a réaliser une tache par la
concentration moyenne d’exposition en béryllium adtte tache. L'unité de I'lEC est en
ng/nt.année. Pour les sujets contrdles, nous avonspiilie nombre d’année de travail par

une estimation de la concentration environnemexigleéryllium (0,03 ng/f [140].

Recueil de 'EBC

L’EBC a été recueilli en utilisant un condenseutyje TURBO-DECCS (Transportable Unit

for Research on Biomarkers Obtained from Disposdbidaled Condensate Collection

Systems, ItalChill, Parme, Italie). C’est un diggbsle production de froid par effet Peltier.

Le c6té froid du module a effet Peltier est reli@nasupport en aluminium prévu pour loger le
flacon de recueil. Le TURBO, fourni avec le DEC@St un dispositif jetable en polyéthylene
servant a collecter I'EBC. Il est composé d'un embouni d’'une valve bidirectionnelle et

d’'un piege a salive, le tout relié a un flacon deueil (50 ml) par un tube. La ventilation du
sujet a été surveillée en utilisant un spirometextéonique (Ecovent Viasys, Hechberg,
Allemagne) fixé au circuit expiratoire. Les EBC oété recueillis selon les dernieres
recommandations [113]. Le sujet respirait calmentamts le dispositif pendant 45 minutes.
Les volumes moyens d’EBC n’étaient significativeinpas différent entre le groupe exposé
et le groupe contrbéle (médiane [Q1-Q3]) (4,1 mI6[3,4,9] pour le groupe expogs4,1 mL
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[3,8 — 4,6] pour le groupe contrble, p=0.61). Apeesecueil, les EBC ont immédiatement été
aliquotés et conservés a -20°C.

Dosage des métaux dans les EBC

Les analyses de métaux dans les EBC ont été effectgrace a une collaboration avec le
laboratoire Ultra Trace Analyse Aquitaine (UT2A) Bau. Deux millilitres d’EBC ont été
utilisés pour déterminer la concentration des meétdans les EBC. Les analyses ont été
réalisées en duplicate. Les concentrations de lhényl(Be) et d’aluminium (Al) ont été
mesurés par spectrométrie de masse par torchesa®ldCP-MS) (ICP-MS — X Series I,
Thermo Electron Corporation, Cheshire, Winsford,)W& utilisant la technique analytique
« total-quant » avec calibration externe. Les raggpmasse/charge suivants (m/z) 9 (Be) et 27
(Al) ont été suivis par le spectrométre de masss.dtalons externes étaient préparés a partir
de solution étalon multi-éléments (Inorganic Veasurinc., Lakewood, NJ, USA). Les
conditions de 'ICP-MS étaient optimisées quotidiement. L’eau (18M.cm) a été obtenue
grace a un systeme Milli-Q (Millipore, Bedford, MAJSA). Les mesures ont été effectuées
dans des EBC bruts. Les limites de quantificati®u@®Q), estimées par 10 fois I'écart-type de
la valeur du blanc (n=6) était de 0,001 pug/L pauBE et de 0,1 pg/L pour I'Al. Bbsence
d’effet matrice (moins de 15% de différence entre les pentes Idi@tage obtenues dans
I'eau ou 'EBC), lalinéarité (coefficients de corrélation des courbes d’étadgasupérieurs

a 0,995 sur 3 jours différents), l@pétabilité (moins de 15% de différence parmi 6 mesures
effectuées sur un méme échantillon le méme joarjeproductibilité¢ (moins de 15% de
différence sur les mesures effectuées sur un méhenllon 3 jours différents), lastesse
(les mesures réalisées en triplicate sur un édlmantivec ajout dosé était comprises entre 85
et 115% de la valeur attendue) etpigcision (différence entre ces triplicates inférieure a
15%) ont toutes été vérifiées. La contaminationrgital du DECCS en polypropyléne a été
vérifiée et montre des concentrations de Be infiéeie a la LOQ et une concentration de 0,5

Hg/L pour 'Al apres rincage du DECCS a I'eau ufjtrae.

Dosage des marqueurs de l'inflammation dans 'EBC

Nitrites/Nitrates (NOXx)

Les NOx ont été dosés par la méthode de Griessfigmd(Griess Reagent Kit, Invitrogen)
avec détection par spectrophotométrie (Apollo, LB9Rerthold Technologies). La réaction
de Griess permet la mesure des nitrites, les e#rétiant préalablement réduits en nitrites pour
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étre quantifiés. La concentration mesurée représkensomme des nitrites et des nitrates
présents dans les EBC. La LOQ était de 2 uM.

TNFa

Les concentrations de TNFont été déterminées par ELISA (kit Human TNF alpHaa
Sensible, Invitrogen ; DO 450 nm). La LOQ étaitl@9 pg/mL.

Dosage des métaux dans les urines

Les analyses de métaux dans les urines ont ététedtss grace a une collaboration avec le
Centre Universitaire de Mesures et d’Analyses d&.LNous n’avons pas pu obtenir les
urines de 6 des 13 salariés de I'entreprise n°3. d@ncentrations de Be et Al ont été
déterminées en utilisant un ICP-MS Varian 820 éguifune interface collision/réaction
(Bruker, Marne la Vallée, France). L'instrumentté& @tilisé en mode « sauts de pics » pour
suivre les rapports masse/charge suivants (m/£R29 du Be et de I'Al respectivement. Cent
trente millilitres/minute d'hélium ont été ajoui@s niveau du cone d'échantillonnage en tant
que gaz de collision-réaction. La quantificatioréta réalisée en utilisant la méthode des
ajouts étalons et des étalons internes (scanditiminy et rhodium). Les étalons ont été
préparés a partir de solutions mono-élément (Mddekmstadt, Allemagne). L’eau (18M.cm)
a été obtenue avec un systeme Milli-Q (MilliporedBrd, MA, USA). Les échantillons (0,5
ml) ont été dilués dix fois avant I'analyse enisdiht un diluant contenant 1 % d'acide
nitrique, 0,1% de Triton et 0,2 % de butanol. Leaditions de I'lCP-MS ont été optimisés
guotidiennement par des contrbles internes (Utaotatories Inc., Valencia, CA, USA)
effectués tous les dix échantillons. Les LOQ o#t éd¢terminées a partir des blancs de la
méme facon que pour les EBC (n=6), et étaient 6664, et 4,10 pug/L pour le Be et I'Al
respectivement. L'absence d'effet matrice, la fit&ala répétabilité, la reproductibilité, la
justesse et la précision de la méthode ont toutésvérifiées, comme ci-dessus. Les
concentrations de métaux dans les échantillongt@nvalidées par un biologiste qualifié du
Centre Hospitalier Régional Universitaire de Li{leHRU) et le laboratoire participe a un
programme d'assurance qualité externe (QMEQAS, QSpuebec, Canada). Tous les
résultats ont été normalisés par la concentrat@erdatinine déterminée par la méthode de
Jaffe.
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Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avegitegel SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC,
Etats-Unis, version 9.3). Un niveau de significatimlatéral de 0,05 a été choisi pour tous les
tests. Les valeurs ont été exprimées en médiarel'avervalle interquartile. Les statistiques
descriptives pour les valeurs des concentrationmélaux dans les EBC et l'urine, ainsi que
les valeurs de l'indice d’exposition cumulée, orintmé des distributions log-normale avec
des tests de normalité (test de Shapiro-Wilk). tesss statistiques ont donc été réalisés aprés
transformation logarithmique des données. Lorsgsevaleurs sont inférieures a la LOQ, la
valeur de 0,5 LOQ leur a été affectée. Pour commpaseniveaux de métaux dans les fluides
biologiques (EBC et urine) entre les exposés etclastroles, une analyse de variance
(ANOVA) a été utilisée. Pour prendre en comptedle du tabac dans ces comparaisons, nous
avons utilisé une analyse de variance a deux Jasatans lequel le premier facteur est le
statut de l'exposition et le deuxieme facteur ddustde fumeur actif. Pour étudier la relation
entre les concentrations de métaux dans les flui@sgiques et les indices d'exposition
cumulée (CIW et WY), des régressions linéairesap@tutilisées. Pour tenir compte de I'effet
du tabagisme dans ces relations, une analyse dei@ove (ANCOVA) a été réalisée entre les
concentrations de métaux et les indices d'expasttionulée avec le statut de fumeur comme
covariable. La corrélation entre deux variables nijtetives a été déterminée avec la
corrélation de Spearman. L’analyse des tableaugomdingence a été realisée avec le test

exact de Fischer.
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3 Résultats de I'étude n°3
Caractéristiques des 2 groupes

Le groupe contrble étaient constitué d’'une propartsignificativement plus importante de
femmes et moins importante de fumeurs actifs. léamde des parametres fonctionnels

respiratoires étaient normaux pour tous les syjatticipants et nous n'avons pas noté de
différence entre les 2 groupdalfleau 9.

Tableau 9 : Caractéristiques de la population de I’étude n°3

Non exposés (N=21) Exposés (N=30) p
Age (année) 44 [36 - 49] 40 [32 - 47] 0.3941
Taille (cm) 165 [162 - 175] 174 [172 - 180] 0.0006
Poids (kg) 71[68 - 82] 80 [70 - 90] 0.0448
Sexe (H/F) 10/11 28/2 0.0005
Tabac (Actif/Non actif) 7114 19/11 0.0349
Dyspnée (oui/non) 16/5 25/5 0.2254
IEC (ug/ni.année) 0.001 [0.001 - 0.001] 1.943[0.956 - 3.972D.0001
CVF (obs / pred) 1.076[1.022 - 1.165] 1.027 [0.933067] 0.0543
VEMS (obs / pred) 1.094[1.027 - 1.139] 1.024 [®94.091] 0.2593
VEMS/CV (obs / pred) 1.050[0.998 - 1.081] 1.070M0 -1.102] 0.2993
DEM: 7 (obs / pred) 0.982[0.861-1.112] 1.042[0.829285] 0.3463

IEC : indice d’exposition cumulée ; CVF : capacititale forcée; VEMS : volume

expiratoire maximal a la premiere seconde ; DEMZ%:-0ébit expiratoire médian entre
25 et 75% de la CVF.

Quantification de I'exposition des salariés de treprise n°1

Les concentrations atmosphériques de bérylliumplas élevées concernaient le poste de
pontonnier et I'opération de débrasquaggbleau 10Q. La concentration moyenne de NO

ambiant était tres élevée dans la salle d’examendes recrutements (moyenne +/- écart-
type) : 223 +/- 43 ppb.
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Tableau 10: Con

centrations atmosphériques

de béryllium

mesurées sur des prélevements individuels effectués lors de

différentes taches dans I'entreprise n°1.

Tache Concentration atmosphérique de Béryllium (ugnh®)
Juin 2010 Juillet 2011
Pontonnier 0.354 0.07
Débrasquage 0.265 0.16
Démarrage cuve 0.095 -
CIA 0.015 0.09
Piquage anode/mégots 0.042 0.02
MAFI 0.016 0.04
Brasquage 0.095 -
Opérateur mesures 0.023 0.03
Responsable procédé 0.045 0.02
Chef de poste 0.03 -

Quantification de I'exposition des salariés de treprise n°2

L’exposition des salariés aux fumées de soudagetéia importante dans cette entreprise et
la majorité des taches avaient des concentrationesphériques qui dépassaient la valeur
limite d’exposition professionnelle francaise fix#& mg/n (sauf le poste rechargement tige/
soudage clad)tgbleau 11). La concentration moyenne de NO ambiant étalildaiors des

recrutements (moyenne +/- écart-type) : 0,13 23 @pb.

Tableau 11 : Concentrations atmosphériques des fumées de soudage mesurées sur des
prélévements individuels effectués lors de différentes taches dans I'entreprise n°2.

Tache Concentration atmosphérique des fumées de stage (mg/m)
Novembre 2005 Mars 2007
Dépose rondins (délardage) 52,5 144
Rechargement pied 6,06 7,01
Rechargement tige et soudage clad 1,91 1,85
Soudage des rondins/pieds 5,95 14,8

Les concentrations atmosphériques de bérylliunugm® et d’aluminium enmg/m® sont
présentées danst@bleau 12et letableau 13 La tache ou la concentration de béryllium était
la plus élevée était le délardage et celle ou tecentration d’aluminium était la plus élevée
était le rechargement tige/soudage clad. Ces ctmatiems sont toutefois inférieures a la
valeur limite d’exposition professionnelle qui est 2 pg/m pour le béryllium et de 5 mgfn

pour I'aluminium.
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Tableau 12 : Concentrations atmosphériques de béryllium mesurées sur des
prélévements individuels effectués lors de différentes taches dans I'entreprise n°2.

Tache Concentration atmosphérique de Béryllium (ugh®)
Novembre 2005 Mars 2007
Dépose rondins (délardage) 1,200 1,600
Rechargement pied 0,300 0,400
Rechargement tige et soudage clad 0,400 0,400
Soudage des rondins/pieds 0,125 0,005

Tableau 13 : Concentrations atmosphériques d’aluminium mesurées sur des
prélévements individuels effectués lors de différentes taches dans I'entreprise n°2.

Tache Concentration atmosphérique en Aluminium gm@sz
Novembre 2005 Mars 2007
Dépose rondins (délardage) 0,285 0,85
Rechargement pied 0,08 0,37
Rechargement tige et soudage clad 2,45 1,07
Soudage des rondins/pieds 0,085 0,13

Concentrations des métaux dans I'EBC et dans leesir
Les taux de quantification de Be et d’Al étaiemgngdicativement plus élevés chez les salariés
exposéstableau 14ettableau 19.
Tableau 14 : Taux de quantification du béryllium dans les EBC (%)

Non-exposés Exposés p
Non quantifiable 90% 77%
Quantifiable 10% 33 00481

Tableau 15 : Taux de quantification de I'aluminium dans les EBC (%)

Non-exposés Exposés p
Non quantifiable 76% 23%
Quantifiable 206 779% 00002

Neuf des dix EBC dans lesquels le béryllium a étantjfieé parmi les exposés provenaient
des salariés de I'entreprise n°1. On peut doncaagrpqu’il existe un effet « entreprise ». En
créant un profil du contenu métallique des EBC sidariés des 2 entreprises, on observe que
le profil ou le Be et I'Al sont quantifiables en mé temps concerne plus les salariés de
I'entreprise n°1 alors que le profil ou seul I'Alstequantifiable individualise mieux
I'entreprise n°2 tableau 16. Le béryllium n'a pas été quantifié dans l'uride 4 salariés
exposes (13%) et de 2 salariés non-exposés (108ininium a été quantifié dans tous les

échantillons d’urine.
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Tableau 16 : Profil du contenu métallique des EBC des salariés des entreprises n°1 et 2

EBC Entreprise 1 Entreprise 2 p
Al(+) / Be(-) 23,5 69,3
Al(+) / Be(+) 53 7,7
Al(-) / Be(-) 235 o3 0.0147
Al(-) / Be(+) 0 0

Be(+) : béryllium quantifiable dans 'EBC;
Al(+) : aluminium quantifiable dans I'EBC;
Be(-) : béryllium non-quantifiable dans I'EBC;
Al(-) : aluminium non-quantifiable dans 'EBC

Les concentrations de béryllium dans 'EBC (Be-EEB@ient significativement plus élevées
chez les salariés exposés aprés ajustement paatlé tabagique mais les concentrations
urinaires de Be n’étaient pas différentes entreglesipes. Les concentrations d’aluminium
dans 'EBC (AI-EBC) étaient significativement plétevées chez les salariés exposés alors

gu’elles ne I'étaient pas dans l'urirtal§leau 17).

Tableau 17 : Concentrations des métaux dans les EBC et dans les urines des salariés de
|’étude n°3.

Effet Effet exposition aprés ajustement
Non exposés (N=21) Exposés (N=30) exposition* par le statut tabagique**
Be-EBC(ng/L) 0.5[0.5-0.5] 0.5[0.5-1.38] 0.0526 0.0254
Al-EBC (ug/L) 0.05[0.05 - 0.05] 2.16[1.1-4.2] <0.0001 0.0003
Be-U (ng/g créatinine) 8 [6 - 23] 9[5-17] 0.641 0.4044
Al-U (ug/g créatinine)  7.02 [4.42 - 14.3] 8.9 [5.5-20.1] 0.1448 0.3422

Be : béryllium ; Al : aluminium ; EBC : condensaaid exhalé ; U : urine
* : valeurs du p de 'TANOVA univariée (exposition)
** . valeurs du p de 'ANOVA bivariée (expositionstatut tabagique)

Compte-tenu de l'effet « entreprise », les conedians de Be-EBC et d’AI-EBC sont
significativement plus élevées dans les EBC dewisalde I'entreprise n°1 que dans ceux des
sujets témoins alors que les concentrations deauxéhesurées dans les urines ne sont pas
différentes entre exposés/non-exposés. Ces anatlgseont pas modifiées aprés prise en

compte du statut tabagiqualfleau 18.
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Tableau 18 : Concentrations des métaux dans les EBC et dans les urines des salariés de
I'entreprise n°1.

Effet Effet exposition apres ajustement
Non exposés Entreprise 1 exposition* par le statut tabagique**
Be-EBC(ng/L) 0.5[0.5-0.5] 1.1[0.5-2] 0.0027 0.002
Al-EBC (ug/L) 0.05[0.05-0.05] 2.5[1.5-4.7] 0.0003 0.0007
Be-U (ng/g créatinine) 8 [6 -23] 6 [4 - 10] 0.0897 0.0649
Al-U (ug/g créatinine) 7.02[4.42-14.3] 7.2[4.8-11.3] 0.7472 0.9472

Be : béryllium ; Al : aluminium ; EBC : condensaaid exhalé ; U : urine
* : valeurs du p de 'TANOVA univariée (exposition)
** : valeurs du p de 'ANOVA bivariée (expositionstatut tabagique)

Concernant l'entreprise n°2, les données montrene GAI-EBC et ['Al-U sont
significativement plus élevées que chez les sujetsroles alors que le Be-EBC ou le Be-U
ne sont pas différentes entre les 2 groupes. lse @mm compte du tabac ne modifie pas ces
résultats tableau 19.

Tableau 19 : Concentrations des métaux dans les EBC et dans les urines des salariés de
I'entreprise n°2.

Effet Effet exposition aprés ajustement par le
Non exposés Entreprise 2 exposition* statut tabagique**
Be-EBC(ng/L) 0.5[0.5-0.5] 0.5[0.5-0.5] 0.8054 0.9747
Al-EBC (ug/L) 0.05[0.05 - 0.05] 1.8[1.1-3] 0.0014 0.0081
Be-U (ng/g créatinine) 8 [6 - 23] 18 [13 - 46] 0.0515 0.1921
Al-U (ug/g créatinine) 7.02 [4.42 -14.3] 20.1[9 - 68] 0.006 0.0365

Be : béryllium ; Al : aluminium ; EBC : condensaaid exhalé ; U : urine
* : valeurs du p de TANOVA univariée (exposition)
** - valeurs du p de 'ANOVA bivariée (expositiohstatut tabagique)

Les concentrations de Be-EBC et AI-EBC n’étaierst parrélées a leur concentration urinaire

respective que I'on fasse les analyses pour |legr2m@ises en méme temps ou séparément.

Neuf des dix EBC dans lesquels le béryllium a étangjfié parmi les exposés provenaient
des salariés de I'entreprise n°1. Le coefficientlaleégression linéaire évaluant la relation
entre la concentration de Be-EBC et I'lEC étaingigativement plus grand que zéro lorsque
I'analyse incluait I'entreprise n°1 et les sujetscdles  : 0,082 ; SE : 0,023 ; p=0,001). Les
mémes analyses effectuées uniquement chez les ésxpas sont plus significatives. Les
concentrations de Be-EBC et AI-EBC étaient fortenwemrélées (p<0,0001).
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Les concentrations de Be-U étaient positivementétdes aux concentrations de Al-U
(p<0,0001, r=0,88) sans étre corrélées a I'lEC (p80 On observait les mémes tendances si
'analyse statistique était effectuée uniquememzcles exposés [Al-U (p<0,0001, r=0,91) ;
IEC (p=0,43)].

Marqueurs de l'inflammation dans I'air exhalé

Lorsque I'on effectue les analyses statistiqued’esnsemble de la population, les niveaux de
FeNO sont significativement plus élevés chez ldariga exposés aprés ajustement par le
statut tabagique que chez les contréles. Les ctratiems de NOx ou de TNFdans 'EBC
(NOx-EBC, TNF-EBC) n’étaient pas différentes erlé®e groupestébleau 20. Par ailleurs,

les concentrations de FeNO n’étaient pas corréardNOx-EBC (p=0,08).

Tableau 20 : Marqueurs de l'inflammation dans |'air exhalé des salariés de I'étude n°3

Effet exposition aprés ajustement par le

Non exposés Exposés Effet exposition* statut tabagique**
FeNO (ppb) 9.3[6.8-20.4] 15[9.1-28.5] 0.0688 0.0015
NOXx (uM) 8.2[5.1-10.5] 7.8[5.4-11.8] 0.9669 7941
TNFa (pg/mL) 1.3[0.7-1.7] 0.9]0.6-1.3] 0.188

FeNO : NO exhalé ; NOx : Nitrites/Nitrates danstmndensat d’air exhalé ; TNF : Tumor Necrosis Facto
*: valeurs du p de 'TANOVA univariée (exposition)
** : valeurs du p de 'ANOVA bivariée (expositiohstatut tabagique)

Lorsque I'on compare I'entreprise n°1 aux sujetstiddes, on observe des concentrations de
FeNO significativement plus élevées chez les expapdée chez les contrdles et des
concentrations de NOx-EBC significativement plusdes aprés ajustement ou non du statut
tabagiquet@bleau 21). Il est important de préciser que les conditidiesxamens ne sont pas
homogéenes entre exposés et non-exposés car lesnt@tions de NO ambiant, pour cette

entreprise, étaient tres élevees.

Tableau 21 : Marqueurs de l'inflammation dans |'air exhalé des salariés de |I’'entreprise
n°l1

Effet exposition aprés ajustement par le

Non exposés Entreprise n°1  Effet exposition* statut tabagique**
FeNO (ppb) 9.3[6.8-20.4] 17.9[14.7-28.5] 0.0024 <0.0001
NOX (uM) 8.2[5.1-10.5] 5.4[4.4-6.3] 0.0088 0.0116
TNF (pg/mL)  1.3[0.7 -1.7] 1.1[0.7-1.3] 0.7653 0.7795

FeNO : NO exhalé ; NOx : Nitrites/Nitrates danstindensat d’air exhalé ; TNF : Tumor Necrosis Facto
*: valeurs du p de 'TANOVA univariée (exposition)
** : valeurs du p de 'ANOVA bivariée (expositiohstatut tabagique)
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Lorsque I'on compare I'entreprise n°2 aux sujetstiddes, on observe des concentrations de
NOXx-EBC significativement plus élevées aprés ajust# ou non du statut tabagique. Les
concentrations de FeNO (mesurées dans de bonnésia@oes FINO < 5ppb) ou de TNF-EBC

n'étaient pas différentes entre les groupabléau 29. Les concentrations de FeNO n’étaient

pas corrélées aux NOx-EBC (p=0,98).

Tableau 22 : Marqueurs de l'inflammation dans |'air exhalé des salariés de |I’'entreprise
ne2

Effet exposition aprés ajustement par le

Non exposés Entreprise n°2  Effet exposition* statut tabagique**
FeNO (ppb) 9.3[6.8-20.4] 9.1[6.3-11.8] 0.8682 0.1388
NOX (uM) 8.2[5.1-10.5] 12.3[10.9-13.7] 0.0013 0.0095
TNF (pg/mL)  1.3[0.7 -1.7] 0.8[0.6 -1] 0.0997 10815

FeNO : NO exhalé ; NOx : Nitrites/Nitrates danstndensat d’air exhalé ; TNF : Tumor Necrosis Facto
*: valeurs du p de 'TANOVA univariée (exposition)
** . valeurs du p de '’ANOVA bivariée (expositionstatut tabagique)

Les concentrations de FeNO étaient positivementél@ms avec le Be-EBC (p=0,006 ;
r=0,38) mais pas avec I'Al-EBC (p=0,46) ni ave&ld (p=0,14). Les concentrations de NOx-
EBC étaient négativement corrélées avec le Be-EBO,0045 ; r= -0,4) sans étre corrélé a
I'AI-EBC (p=0,3) ni a 'lEC (p=0,84).
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4  Discussion de I'étude n°3

Cette étude est la premiere a montrer qu’il essiptes de quantifier un composé soluble du
béryllium et de laluminium dans I'EBC de salariéssus du secteur de la production
électrolytigue d’aluminium. Malgré une exposition de faibles concentrations
atmosphériques de béryllium et de fagon indéperdantstatut tabagique, nous avons montré
que les Be-EBC étaient significativement plus ésvénez les salariés exposeés que les sujets
non-exposés et que cette concentration était pesitnt corrélée a I'exposition cumulée.
Nous avons également mis en évidence I'utilité dsadge de I'AI-EBC chez ces mémes
salariés. L'analyse de I'air exhalé a egalemeninede mettre en évidence les effets de cette

exposition sur I'épithélium respiratoire par laeaiu stress nitrosant.

Cette étude montre également I'intérét de dosérmtimium dans 'EBC de salariés exposeés
aux fumées de soudage issues d’'un procédé MIGlp@audage de pieces en aluminium. De
plus, I'analyse de I'air exhalé a montré que ceiposition avait des effets différents sur la

voie du stress nitrosant.

Nous n’avons quantifié du béryllium dans I'EBC d’'seul des salariés de I'entreprise 2 alors
gue la tache de délardage exposait a une condentedtnosphérique moyenne de béryllium
supérieure a celles mesurées pour I'entreprise liiékposition au béryllium est certes plus
faible dans I'entreprise n°1l mais elle est contimugant tout le poste car il existe une
contamination de I'atmosphére de la salle d’élégsen En effet, la quantité de Be dans la
bauxite varie de 0,13 a 0,6 mg/kg et peut mémeandtie 180 mg/kg dans la bauxite
provenant de la Jamaique [141]. Selon Skaugsdt,ded8e se concentre progressivement
dans I'atmosphére de la salle d’électrolyse auscdarla production [141]. Selon Greenbaum
et al., le fluorure de Be s’évaporerait dans I'adpttere en méme temps que les composeés
fluorés compte tenu de sa température de sublimétioviron 960°C) [142]. Taiwo et al. ont
mesuré une concentration moyenne de 0,22 pug/m3eddaBs une aluminerie américaine
[143]. Cette concentration était plus élevée darsalumineries francaises (0,388 pd/tars

de prélévements réalisés entre 2004 et 2006 [N2fl]s n'avons pas mesuré la concentration
atmosphérique d’Al dans I'entreprise n°1 mais Skatgt al. ont montré que la concentration
atmosphérique de Be était corrélée a celle d’Alsdaimosphere d’'une salle d’électrolyse a
anodes précuites (r>0,9) selon I'équation suivamé (ug/m°) = 3 x Be (ng/m) + 25
(obtenue visuellement selon la Figure 2 de cettaigation [141]). Ainsi, il est possible

d’obtenir la concentration moyenne prévisible ddans la salle d’électrolyse durant le poste
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de pontonnier en appliquant cette équation, orenbtine concentration moyenne de 1090
1g/m3 soit 1,1 mg/md’Al. Selon Thomassen et al., le changement d’anest le processus
qui expose le plus aux particules ultrafines [142étte tache est incluse dans le poste de
pontonnier poste le plus exposant au Be et a I@dmme nous l'avons exposé dans
I'introduction, ces particules sont susceptiblesttdindre le compartiment alvéolaire ce qui
pourrait expliquer la quantification a la fois de Bt de I'Al dans les EBC des salariés de

I'entreprise n°1.

La tache de délardage, la plus exposante au Be lgamseprise n°2, s’effectue de facon
ponctuelle a la réception des tiges anodiques.lie PIEC de I'entreprise n°2 est plus faible
que celui de I'entreprise n°1 (1,51 [0,72 — 2,89P2.41 [1.53 - 3.97]). Ceci explique en partie
la plus faible proportion de quantification de Bend 'EBC des salariés de I'entreprise n°2.
L’exposition atmosphérique en Al des salariés dmtieprise n°2 est composée de I'Al
présent sur les rondins, les pieds et la partisebde la tige auquel s’ajoute I'Al issu des
fumées de soudage lors du rechargement de lahaygement de clad. La concentration
atmosphérique moyenne en Al de cette tdche estnmetit plus élevée que celle prévisible
dans la salle d’électrolyse. Les particules émisesdu soudage peuvent également atteindre
le compartiment alvéolaire puisqu’elles ont unédanoyenne de 1um et moins de 7% de ces
particules ont un diametre inférieur a 100 nm [14Ainsi, ayant une exposition plus
importante a I'’Al et moins importante au bérylliuon peut comprendre que le profil d’EBC
ou seul I'Al est quantifiable soit plus fréquenteHes salariés de I'entreprise n°2.

Le Be a été quantifié en méme temps que I'Al d&EBC de 2 des sujets contrdles qui ont été
recrutés au sein de I'entreprise n°1. L'Al seulté guantifié dans 'EBC de 3 autres sujets
contrdles recrutés dans une entreprise de tygaitertL’Al est un métal trés ubiquitaire dont
les concentrations dans I'atmosphére d’une zoneingbpeuvent atteindre 8 pgiri46].
L’Al est également présent dans de nombreux predussmétiques rendant possible une
contamination des EBC. La plus grande proportiorqa@ntification d’Al chez les témoins
peut s’expliquer par une origine environnementadésraussi par la contamination du systéme
de recueil. En effet, nous avons mis en évidenescomtamination du DECCS en Al de 0,5
pg/mL. Cependant, nous n'avons pas retrouvé deagonation du DECCS en Be et les
concentrations atmosphériques environnementalgglibér sont plus basses (0,03 ndjm
[140], ce métal étant moins ubiquitaire. Ainsi, deobabilité d’une contamination de Be

environnementale ou provenant du systeme de reeskefhaible, par conséquent les 2 sujets
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chez qui nous avons quantifié le Be et I'Al daf=BC sont des sujets qui méconnaissent leur

exposition.

Les concentrations de Be urinaire n'étaient pafmihtes entre les groupes exposés/non-
exposés. Comme le montrent d’autres études, ldlinémyurinaire n’est pas un bon marqueur
d’exposition [137, 147]. Les concentrations d’Alnaire chez les salariés de I'entreprise n°1
n'étaient pas non plus différentes de celles dedr@les. Les concentrations d’Al obtenues
dans 'EBC des salariés de l'entreprise n°1l étamrant a elles plus élevées que celles
observées chez les sujets controles. Les condensat’Al dans 'EBC et dans les urines des
salariés de I'entreprise n°2 étaient plus élevérsaglles obtenues chez les sujets contréles.
L’exposition principale d’Al pour ces salariés &attivité de rechargement tige/changement
clad par procédé MIG. Plusieurs études ont monieé lg demi-vie d’excrétion urinaire de
I'Al chez des salariés exposés aux fumées de seudagtenant de I'Al pouvait variée de
quelques jours a plusieurs mois et quelle étapedélante de la durée d’exposition et de
l'intensité d’exposition [148—-150]. Les concentoais de métaux dosés dans 'EBC des
salariés n'étaient pas corrélées avec les contemsamesurées dans leur urine. Ainsi,
'analyse du contenu métallique de I'EBC apportes daformations toxicocinétiques

complémentaires a celles fournies par I'analyseaine.

Méme pour de faibles expositions, une sensibibsatiu Be est possible. Taiwo et al. ont mis
en évidence une sensibilisation concernant 0,47%0sd&ariés exposés a une concentration
moyenne de Be de 0,25 pg/mans une aluminerie [133]. Ainsi il apparait pestit de
développer des indices biologiques d’expositionBau fiables et 'TEBC semble étre une
matrice prometteuse dans ce domaine. Selon Kextt, & concentration de particules dont la
taille est inférieure a 3,5 um et qui se déposamsde compartiment alvéolaire serait une
mesure d’exposition plus pertinente pour prédinecilence de la sensibilisation ou de la
bérylliose [151]. Issu en partie du liquide recantr I'épithélium respiratoire distal ou se
déposent les particules de cette taille, 'EBC paitiétre la matrice permettant de mesurer cet

indice mais ceci reste a vérifier dans une étudgitodinale.

Le tabac peut étre une source supplémentaire g#ilnér. En effet, les concentrations de Be
contenues dans le tabac ont été estimées a 0687,6,0,74ug/cigarette, ce qui correspond a
un apport supplémentaire d’environ 1,5 pg/jour ponrsujet fumant 20 cigarette par jour

[152]. C’est pour cela que systématiquement nowns\pris en compte le tabac comme
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cofacteur de I'exposition dans nos analyses staiiss. Comme le montrent nos résultats, la
prise en compte du tabac modifie que tres |égerelagmnalyses statistiques.

Nous avons trouveé des réponses différentes contdesmamarqueurs du stress nitrosant dans
I'air exhalé des salariés des 2 entreprises. Laamation moyenne de NO ambiant dans
I'entreprise n°1 était plus élevée que celle mesdans les entreprises ou les témoins ont été
recrutés (223 +/- 43 ppls 9,43 +/- 21 ppb). Nous avons donc procédé a dab/ses
entreprise par entreprise. La prise en compte loactast primordiale dans I'interprétation des
résultats du FeNO. Le tabagisme est connu poumdieniles concentrations de FeNO car le
NO contenu dans la fumée de cigarette inhibe lalymtion de NO par un mécanisme de
rétrocontréle sur la NO synthase [153]. Compte-tel@s niveaux de NO ambiant dans
I'entreprise n°1, il serait logique que les salarge cette entreprise aient des niveaux de
FeNO bas or les résultats que nous obtenons déesétede montrent le contraire méme si
'ajustement de nos analyses statistiques par dutsttabagique modifie le degré de

significativité de nos tests.

Les niveaux de NOx-EBC des salariés de I'entrepn&k étaient plus bas que chez les
salariés non-exposeés. Des données similaires éme&buveées dans une étude de cohorte de
plus de 900 sujets ou les niveaux de NOx-EBC étgikrs bas chez les sujets exposés aux
concentrations environnementales les plus hautezode [154]. Les fumées de soudage
contiennent de I'ozone et cependant les niveauX@e-EBC chez les salariés de I'entreprise
n°2 étaient plus élevés que chez les sujets noosésp Une autre étude a pourtant retrouvé
des niveaux de NOx-EBC plus élevés chez des sosiddilisant difféerents procédés de
soudage [155]. Des études complémentaires sontrdmassaires pour mieux comprendre les
interactions des différents constituants de I'expms des salariés avec les voies du stress

nitrosant utilisées par I'épithélium respiratoire.
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5 Conclusion de I'étude n°3

Nous avons été capables de doser le béryllium KBBE de salariés exposés a un composé
soluble de béryllium dans la production d’aluminiy@r électrolyse. Les concentrations de
Be-EBC étaient significativement plus élevées daszalariés du secteur de I'électrolyse que
chez les sujets contrdles et étaient corrélédk € Ide ces salariés indépendamment du statut
tabagigue. Nous avons également montré l'utilitéldger I'Al dans I'EBC de ces salariés et
plus spécifiquement chez les salariés du secteuémberation des tiges anodiques exposes a
des fumées de soudage contenant de I'Al. De péssdbnnées fournies par I'analyse en
contenu métallique de 'EBC compléetent celles foegrpar I'analyse urinaire. L'analyse de
I'air exhalé a permis de montrer que la réponsevidéss du stress nitrosant différait selon
I'exposition des salariés. Nous pensons alors ti®#d est une matrice utilisable pour la
guantification du Be présent dans le liquide recanwI'épithélium respiratoire dans le but de

prévenir une future sensibilisation.
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Discussion générale

Nos travaux nous ont permis de valider notre hygssthde départ a savoir que 'EBC est une
matrice biologique permettant de refléter I'expositpulmonaire en particules inhalées en :
- identifiant des particules de mica dans 'EB@Q@rdsalarié ayant un spectre Raman

similaire a celui des particules recueillies daestreprise [156, 157],

- en guantifiant des concentrations de particulédaliiques, ayant des propriétés
physiques (taille) et chimiques (composition, sdité) minérale/métallique) différentes, dans
I'EBC de salariés récemment exposés,

- et en corrélant positivement ces concentratiomgalticules métalliques avec un
indice d’exposition cumulée [158].
Nous avons pu également montrer que 'EBC étaitraag&ice fournissant des informations

complémentaires a celles fournies par I'analyseaineé.

Depuis plusieurs années, I'un des points forts aeenéquipe de recherche est l'utilisation
d’'une méthodologie robuste pour I'analyse des dasits de 'EBC de sujets malades [4, 5]
et cette exigence méthodologique a été poursuivimiteu professionnel [6, 7, 156, 157]. En
effet, nous avons été attentifs et vigilants sardéférentes méthodologies des I'analyse de
particules dans 'EBC et dans les urines. La misgaint des dosages des particules dans
'EBC a nécessité de nouvelles collaborations aled-aculté Dentaire de Lille pour
I'utilisation de la spectrométrie Raman, avec leolatoire UT2A de Pau pour le dosage des
métaux dans I'EBC et avec le CUMA de la FacultéPti@armacie de Lille pour les dosages
des métaux dans l'urine. Ces collaborations nodgpermis de participer a la mise au point
des méthodes de dosage fiables et reproductibéesites dans les études respectives de ce
manuscrit). Cette exigence méthodologique nousenama prendre en compte l'influence du
systéme de recueil sur nos analyses. En effetodireuses études sur les condensats ont
montré I'importance des systémes de recueil. Datre travail, 2 appareils différents ont été
utilisés pour le recueil de 'EBC. L'Ecoscreen h appareil encombrant qui permet de
recueillir un volume d’EBC supérieur aux autresapps comme le R-Tube ou le DECCS du
TURBO (étude non encore publiée). C’est pour nadyaes un déterminant important. En

effet deux millilitres d’EBC ont été nécessairesupdanalyse de ces particules. Sachant
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gu'un EBC a un volume moyen de 3 ml pour une dwéerecueil de 20 minutes avec
I'Ecoscreen, le volume restant est a peine suffisation veut doser les marqueurs d’effet.
D’autres mises au point méthodologiques d’analys®rg effectuées afin de réduire le
volume nécessaire a l'analyse particulaire. Palewd Hoffmeyer et al. ont souligné
'importance du systeme de recueil et ont montre @encentrations plus élevées de métaux
dans les EBC des témoins recueillis par I'Ecosclegune par I'Ecoscreen2. lls interpretent
ces résultats par une contamination possible dauxgtrovenant de la lamelle de recueil
utilisée [124]. Pour nos 2 dernieres études, iit édanc important de vérifier la non-
contamination de ces appareils en particules ngitab. Nos résultats ont montré qu'il
existait une contamination de tres faible imporéargour le manganese, le nickel et
I'aluminium. Certaines caractéristiques de 'EBGtsimfluencées par I'exposition et n’ont
pas été prises en compte dans nos études comnie [E5p, 160] ou la température de la
piece lors du recueil [70]. Ce dernier paramettareportant a prendre en compte car il joue
également un réle sur le dosage des métaux daBE I[E61].

Nos études sont des études avec de faibles effeatifs nous voulions obtenir des groupes
homogenes d’exposition et des salariés n'ont pasedeénus en raison des données obtenues
lors de leur interrogatoire. De plus, le questioraainsi que les recueils biologiques ont été
réalisés sur le temps de travail des salariéseirgp$ moyen compris entre l'interrogatoire et
la fin des recueils biologiques était d’'une heureir®n pour I'étude n°2 et d’'une heure et 30
minutes pour I'étude n°3. Des postes d'intérims daitétre créés dans I'étude n°3 pour
compenser I'absence des salariés recrutés. Naoigstde présence dans les entreprises étant
limité, il était difficile d’augmenter ces effedifcompte-tenu des colts que cela pouvait

engendrer.

Nous avons réussi a quantifier des particules fggias dans 'EBC de salariés exposés et
nos résultats sont cohérents avec d’'autres étugjaspdbliées. Les experts réunis au Breath
Summit de Parme en 2011 ont admis que 'EBC a moigine le liquide recouvrant
I'épithélium respiratoire et que, dés lors, il apgit donc raisonnable de vouloir doser des
composes solubles reflétant I'exposition professédie et/ou environnementale dans cette
matrice constituée a 99% d’eau [162]. Nos résultastrent que nous avons réussi a doser
dans 'EBC des particules considérées comme paublssl Le fluorure de béryllium est
soluble dans I'eau alors que le manganése contang l&s fumées de soudage issues du
procédé MIG I'est moins, cependant nous avons desé2 métaux dans 'EBC. L’'action

chimique des macrophages sur les particules inesydeuvent les rendre plus solubles pour
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favoriser leur épuration [163]. Néanmoins, il a g@ntré que les composés les plus solubles
du béryllium sont plus toxiques pour les macropbkafgaorisant ainsi leur cytolyse et la
libération de leur contenu [164, 165]. Par consagumes 2 mécanismes expliquent en partie
la persistance de ces métaux dans le liquide reanuvépithélium respiratoire. Comme
d’autres auteurddbleau 23, il a été possible de doser des particules nigtalé dans 'EBC
car la taille de ces particules était inférieureedle des gouttelettes qui les transportent
jusqu’au condenseur. En effet, la taille des pale des fumées de soudage mais aussi des
particules dans I'atmosphere de la salle d’élegtmlest de I'ordre du micrométre dont une
partie est nanométrique et le diamétre moyen detajettes exhalées est de 0,3 um lorsque
gue I'on respire calmement mais peut atteindre maqrsque I'on parle et 13,5 um lors de la
toux [92]. L’étude n°1 semble montrer que I'analys@éralogique de 'EBC était possible et
guelle permettait de distinguer une exposition fgseionnelle d'une exposition
environnementale. Nous ne connaissons pas d'agtindes ayant analysé le contenu minéral
de 'EBC. Les études étudiant les minéraux comamitante ou a la silice ont préféreé utiliser
I'EBC pour doser les marqueurs d’effets résultantette exposition [166—-174]. De méme, il
est difficile de comparer nos résultats concerrlanbéryllium dans I'EBC car, a notre
connaissance, il n'existe pas d'autres études ayéjit réalisé les mémes analyses. Nous
avons montré que l'analyse quantitative des métkuns I'EBC était un indicateur pertinent
de I'exposition pulmonaire professionnelle concatra secteurs d’activité. D’autres études
ont analysé les mémes métaux que ceux dans nosséttide lecteur pourra se référer au
tableau 23 qui résume les résultats de ces étudestabéeau 23 résume la revue de la
littérature sur les dosages des autres métaux |EBS. Afin de faciliter les comparaisons

seuls les résultats de fin de poste ou de fin d@s® ont été retranscrits.
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Tableau 23 : Publications des études ayant mesuré les concentrations de métaux chez des salariés exposés.

Secteur d'activité / Type d'exposition Type d'étudeN (E/NE) | Concentration atmosphérique des métaux (pg/in3) @uration des métaux dans I'EBC en pg/L (eXpos@eNEXposés) Recueil
Mn Ni Fe Cr Be Al Mn Ni Fe Cr Be Al

Production d'aluminium (salle d'électrolyse) E/NE i - - - - - - - - - - 1,1vs 0,5* 2,5vs0,05* | TURBO-DECCS
Réparation de tiges anodiques E/NE 13/2] - - - - - - - - - - 0,5vs0,5 1,8vs0,05* [ TURBO-DECCS
Fumée de soudage (MIG/MS) E/NE 17/16( - - - - - - 4,72vs 0,32* 1vs 0,24* 1,48vs 0,5 <05 - - Ecoscreen
Fonderie de recyclage d'alliages de plomb [175] EE/N 16/22 - - - - - - 2,7vs 0,53* - - 3,2vs 0,52 - - Ecoscreen
Galvanisation (nickel) [176] E/NE 39/50 - - - - - - - 1,39vs 0,039* - - - - -
Fumées de soudage (GMAW/MS) [125] E transv. 43 - 1,5 2000 1,2 - - - 1,12 12,02 <0,25 - - Ecoscreen2
Recyclage du plomb (batterie) [177] E/NE 17/54 0,2 0,2 20 0,15 - 3 - 5,46vs 0,43 pg/L* - 3,08vs 0,83 pg/L* - - Ecoscreen
Fabrication de batteries [177] E/NE 83/54| 0,01 0,01 0,5 0,015 - 1 - 1,63vs 0,43 pg/L* - 2,28vs 0,83 pg/L* - - Ecoscreen
Fumées de soudage (Acier doux et inox) [124] E/NE 6/28 - - - - - - - 2,55vs 1,2* 50vs 1,79* - - - Ecoscreen2
Entreprise de chromage [178] E longit. 14 - - - 3,6 - - - - - 2,2 - - TURBO-DECCS
Entreprise de chromage [127] E/NE 2428 - - - 5 - - - - - 7,8vs 0,25% - - TURBO-DECCS
Entreprise de chromage [179] E longit. 10 - - - 4,6 - - - - - 2,6 - - TURBO-DECCS
Métaux dans I'EBC de sujets sains non-exposés [161] - 8 - - - - - - 0,57 0,87 - 0,25 - - Rtube
Métaux dans I'EBC de sujets témoins [123] - 50 - - - - - - 0,1 1 10 - - 1 TURBO-DECCY

E : exposé ; NE : non-exposés ; E transv. : Etudesiversale

; E longit. : Etude longitudinale ; tifférence significative
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Les métaux les plus étudiés dans 'EBC sont lerokret le nickel. L'intérét qu’ils présentent
est justifié par leur effet cancérogéne. Sur I'emsle de ces études, il est difficile de
comparer I'exposition de nos salariés a celle dxes études car les secteurs professionnels
étudiés sont différents et la description des etipos n’est pas assez précise ou n'est que
gualitative. Néanmoins, deux études réaliséesgoaéime équipe de recherche se rapprochent
de I'exposition de notre®?®étude [124, 125]. Ces études ont retrouvés deseotrations de
Fe-EBC et de Ni-EBC plus élevées chez des soud#ilisant le soudage a I'arc (dont fait
partie le MIG) que chez des sujets non-exposédaiteque nous n'ayons pas retrouve de
différence de concentration de Fe-EBC entre leags exposés/non-exposés peut étre dd a
une plus faible exposition en rapport avec le gatuipement de protection respiratoire ou a
une compétition du Fe avec le Mn (discuté dansidiétn°2). De plus, nous avons trouvé un
effet négatif du tabac sur le Fe-EBC. Multti etoait également montré le méme effet du tabac
sur le Fe-EBC chez des fumeurs sans que I'on puissaer d’explication physiologique a
ces observations [123].

L’EBC a également été utilisé comme marqueur d’skjmm dans d’autres secteurs d’activité
et des résultats similaires ont été retrouves pautres métaux comme le cobalt (Co). En
effet, une équipe italienne a retrouvé des conagoairs de Co-EBC significativement plus
élevées chez des salariés peu exposés dans ueerisetrde production de métaux durs
(cobalt/tungstene) (40,7 nmol/L) que chez des suj@bn-exposés (0,7 nmol/L). Les
concentrations étaient d’autant plus élevées awegdlariés plus exposés (163 nmol/L) [180].

Nous avons trouvé des corrélations positives elde concentrations des particules
métalliques dans I'EBC et les indices d’expositmumulée. Les analyses statistiques ont
d’abord été orientées vers les comparaisons de dauxiétectabilité entre deux groupes
exXposeés-non exposés. Ensuite les niveaux de coatiens de particules ont été analysés en
tenant compte d’un facteur confondant incontoumalsl tabac. Dans urf™ temps nous
avons analysé dans un modéle multilinéaire lesioeka entre les concentrations de particules
métalliques et des indicateurs d’exposition cumutians une démarche dose-effet. Cette
dernieére approche appliqguée aux deux groupes peutiétiguée. En effet, le fait d’inclure
les sujets non-exposés dans l'analyse statistiq@¢e an nuage de point autour d’une
exposition cumulée proche de zéro, pouvant favorisgpparition d'une corrélation
significative. Nous avons fait ce choix car nousigmns qu’il est important de prendre en
compte les salariés ayant été exposés a de faibdexentrations qu'elles soient
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professionnelles ou environnementales. Des expasitintermédiaires ou un plus grand
nombre de sujets nous auraient permis de pallietétaut en ayant un nuage de point plus
dispersé mais le recrutement de cette catégorsaldeiés n’était pas possible sur la durée de
ce projet. Autre point le calcul des indices d'esiion a été réalisé sur la base de
concentrations atmosphériques mesurées avantueilreles échantillons biologiques et sur
des données d’exposition déclarées par les salliésde l'interrogatoire. De plus, les

particules atmosphériques ont été prélevees enrslethes équipements de protection
respiratoire ce qui signifie que nos indices d’'estppon refletent davantage I'exposition

potentielle des salariés que leur exposition rédllalgré tous ces inconvénients ces indices
nous semblent particulierement pertinents car #gsmettent de comparer lintensité de

I'exposition relative d’'un salarié a un autre.

Ces résultats (concentrations de métaux dans I'RIBE élevés chez les salariés que chez les
contrdles, corrélations positives entre les comaéinhs de métaux dans 'EBC et les indices
d’exposition cumulée) ont été trouvés chez desigsalaécemment exposés et peuvent étre
interprétés avec les données physiologiques dilées la premiére partie de ce manuscrit. En
effet, les particules ayant atteint le compartimalv&olaire ont une demi-vie d’épuration
lente, et on peut supposer que leur concentrataors de liquide recouvrant I'épithélium
respiratoire varie davantage en fonction de I'ekmos que de l'efficacité des systemes
d’épuration. Une proportion de I'EBC provient égaént des régions pulmonaires plus
proximales ou I'épuration est nettement plus rapias relations entre les caractéristiques de
I'exposition (durée, latence et intensité) et lemaentrations des métaux dans 'EBC sont
complexes et les résultats obtenus a partir deéhades transversales ne permettent pas de

comprendre ces observations.

L’EBC apparait donc étre une matrice pertinenter gealuer le contenu qualitatif du liquide
recouvrant I'épithélium respiratoire mais les nelas quantitatives des concentrations des
métaux avec les concentrations atmosphériques me@toe vérifiées sur de plus larges

populations.

Nous n’avons pas retrouve de corrélation entredesentrations des métaux dosés de 'EBC
et celles dosées dans l'urine. Une autre étudeuadrdes résultats similaires pour le chrome
montrant ainsi que I'EBC fournit des informationsmplémentaires a celles de l'analyse

urinaire [178].
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Lorsque les condensats sont utilisés pour quantiies marqueurs d’exposition (métaux) il
est presque toujours I'unique source d’'informatiofsssi, les comparaisons avec d’autres
techniques analysant le liquide recouvrant I'épitiné respiratoire comme le LBA ou
I'expectoration induite (EI) sont peu nombreusessda littérature. Une étude a montré que
les concentrations de fer pro-oxydant dans 'EB&leéit similaires a celles dosées dans le
LBA de patients ayant bénéficié d’'une chirurgiedigpulmonaire [181]. Paris et al. ont
montré que le nombre de corps asbestosiques conugiés I'EI de salariés retraités
anciennement exposé a l'amiante était positivencentélé avec l'intensité, la durée et la
durée cumulée de I'exposition aux fibres d’amigi@?]. L'analyse du LBA et de I'El est
surtout centrée sur le comptage cellulaire et sarnharqueurs de l'inflammation, le LBA
étant surtout utilisé pour le comptage des fib@msroe I'amiante. Une étude israélienne ne
montrait pas de corrélation entre la durée de llemgt le nombre de particules comptées
dans le LBA de salariés issus d'une entreprisasatit des métaux durs et de I'oxyde
d’aluminium [183]. Une autre étude a permis de éerrle nombre d’années d’exposition et
le nombre de particule dans 'El de soudeurs [1BHBC présente 2 avantages importants
par rapport a ces 2 techniques : il est non-invasifreprésente la région distale et proximale
de I'ensemble des lobes pulmonaires alors que @grs techniques n’étudient qu’un seul
lobe (LBA) ou la partie proximale des voies aéries(El).

L’association de [l'utilisation de I'EBC et d'une uéfle minéralogique du parenchyme
pulmonaire obtenu par biopsie permettrait de comgnedavantage les parametres cinétiques
de I'épuration des particules en étudiant la propordes particules ayant quitté le liquide
recouvrant I'épithélium respiratoire et celle aygagnée I'épithélium respiratoire ainsi que
les structures sous-jacentes. Goldoni et al. onmtbawé ces 2 techniques pour mettre en
évidence la contamination en chrome issu des m&nis chirurgicaux. Cette étude a montré
que la concentration de chrome dans 'EBC étaitétée a celle mesurée dans le parenchyme

de patients apres I'exérése chirurgicale de lenceabronchopulmonaire [185].

Méme si les études 2 et 3 entrent dans des pracdsstecherche universitaire elles ont été
réalisées en entreprise avec des collaboratiomstestravec le médecin du travail. Les
soudeurs. Ainsi les salariés ont bénéficié d'uouetde résultats collectifs et individuels. I
faut également souligner le travail important dBIRS pour le recrutement des salariés de
I'étude béryllium.
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Conclusions et Perspectives

Nos résultats montrent que le dosage dans 'EB(paltticules issues d'une exposition
professionnelle est fiable et source d'informaticoesplémentaires sur I'exposition. L&®1
étude a souligné l'intérét de l'analyse qualitatdes particules minérales dans I'EBC. Les
deux autres études ont mis en évidence I'importalec&a quantification des concentrations
de particules métalliques dans les EBC. En paiticld 2™ étude a montré que le dosage du
Mn dans 'EBC fournissait des données complémesdaaux dosages urinaires. De plus, la
3*M étude a montré que le dosage de plusieurs mégmxeptait de mettre en évidence des
profils dans 'EBC pouvant discriminer une expasitid’'une autre. La concentration des
particules métalliques dans I'EBC est liee a leemcentrations dans I'atmosphére
professionnelle. Ainsi, 'EBC apparait étre une ncat prometteuse pour I'évaluation de

I'exposition pulmonaire en toxiques professionnels.

Pour conforter ces données, des études longitedinaur des groupes homogénes
d’exposition seront nécessaires afin de déternlmeagétention pulmonaire des particules a
plus long terme et de confirmer les corrélationfreeies concentrations retrouvées dans
I'EBC et celles dans I'atmosphére professionn@&le plus, des études longitudinales chez des
salariés retraités anciennement exposés nous peaieet de déterminer le délai de latence
maximal pendant lequel 'EBC pourrait étre utilp@ur évaluer I'exposition professionnelle.
Ce type d’étude nous permettrait d’analyser le @eixiétection de particule dans les EBC en
fonction de la durée entre la fin de I'expositioh le recueil de I'EBC. Ces résultats
permettraient de déterminer en partie I'originel'#8C en se basant sur la variabilité de la

cinétique d’épuration selon le compartiment de déed particules.

Afin d’obtenir des valeurs de référence, des étwepopulation générale seront nécessaires
pour déterminer les niveaux de base en minérame&ux dans 'EBC. Il est aussi important
que les analyses de particules dans les condergpaitsestent dans le domaine de la
recherche, puissent évoluer (analyse dans des petitmes) et se standardiser (problemes de
couts).

Par ailleurs nos travaux ont permis de mettre @gepldes collaborations avec différentes
équipes de recherche : I'INRS, la Faculté de CbhieuDentaire (EA 4490), Ultra Traces
Analyses Aquitaine, le Centre Universitaire de Meswet d’Analyses de I'Université de Lille
2.
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LE CONDENSAT D’AIR EXHALE : UNE NOUVELLE MATRICE POUR EVALUER
L’EXPOSITION PULMONAIRE PROFESSIONNELLE

Dans le cadre d'une action préventive, la mesuréadiose interne pulmonaire est plus pertingnte
gue la mesure de I'exposition atmosphérique caloke interne est la quantité de toxique pouyant
interagir avec les cellules de I'épithélium resming. En santé-travail, le dosage urinaire egjued
mment utilisé mais il ne représente que le réstite de I'épuration de multiples organes. |Le
condensat d’air exhalé(EBC) est le liquide obtenu de facon non invasipees refroidissement ge
I'air expiré d'un sujet au repos. Ce liquide eshstitué de I'aérosolisation du liquide recouviant

I'épithélium respiratoire du compartiment alvéataét aussi du compartiment trachéobronchique ou
bronchique Nous proposons d'utiliser TEBC comme une approahiernative pour la surveillan
biologique des salariés. Les modeéles cinétiguepudation pulmonaire actuels montrent que|les
particules déposées dans le compartiment alvéabaireine épuration tres lente. Nous avons gonc
voulu savoir si I'EBC était une matrice reflétakeixposition pulmonaire en particules inhalées.

Objectifs : 1) évaluer la faisabilité de la détection de patéis minérales ou métalliques dans I'EBC
de salariés exposés, 2) corréler la concentratored particules dans 'EBC avec les concentrations
atmosphériques de ces particules obtenues peredpostie de travail et avec les dosages urinaires.

Matériel et Méthode : Nous avons analysé les EBC de salariés issus geseoteurs d'activite
professionnelle. La®® étude concernait un salarié d’'une unité de broyagenuescovite atteint
d'une infiltration pulmonaire diffuse. L&2°™ étude était une étude « exposé/non-exposg »
concernant un groupe d®udeursutilisant la technique « metal inert gaz » (MIGx 3°™° étude
était une étude « exposé/non-exposé » de salaqpEsés a des composés solublesdgyllium
dans le secteur de I'aluminerie dans 2 entrepdg&sentes.

Résultats
Etude n°1l: L’analyse minéralogique de I'EBC a retrouvé gasgticules ayant le méme profil spectral
en spectrométrie Raman que les particules préled@rs I'atmosphere de lI'entreprise. L'analyse
minéralogique du parenchyme pulmonaire a montr@résence d'une concentration élevéeg de
particules compatibles avec des particules de nwitseco
Etude n°2 Les concentrations de manganeése et de nickslIEBC (Mn-EBC, Ni-EBC) dosées ppar
ICP-MS étaient significativement plus élevées deszsoudeurs que chez les témoins alors que|cette
différence n'était pas significative pour le Mnnaire (Mn-U). Les concentrations de Mn-EBC et de
Ni-EBC ne sont pas corrélées avec leur concentratespective dans l'urine. Les régress|ons
linéaires ont trouvé des coefficients significathent positifs entre les concentrations de Mn-EBC,
Ni-EBC, Ni-U et Cr-U et les indices d’expositionraulée.
Etude n°3 Les concentrations de béryllium et d’aluminiuand 'EBC (Be-EBC, Al-EBC) étaient
significativement plus élevées chez les sujetsatareprise n°1 que chez les témoins alors ques|eur
concentrations dans les urines ne I'étaient pas.régressions linéaires ont trouvé des coefficlents
significativement positifs entre les concentratiolesBe-EBC et celle d’AI-EBC mais aussi entre|les
concentrations de Be-EBC et l'indice d’expositiaimuilée. Les concentrations d’Al-EBC et AltU
étaient significativement plus élevées chez lestsuje I'entreprise n°2 que chez les témoins.

Conclusions
Nos resultats montrent que le dosage dans I'EBC pddicules issues d'une exposition
professionnelle est fiable et source d’informaticosplémentaires sur I'exposition. La®étude a
souligné l'intérét de I'analyse qualitative destjgales minérales dans 'EBC. Les deux autres é&tude
ont mis en évidence l'importance de la quantifmatdes concentrations de particules métalliques
dans les EBC. La concentration des particules figgiab dans 'EBC est liée a leurs concentratjons
dans l'atmosphére professionnelle. Ainsi, 'EBC agit étre une matrice prometteuse pour
I'évaluation de I'exposition pulmonaire en toxiquasfessionnels.

=

118



