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RESUME

Le nombre de centres de tri est en constante augmentation en France et les activités de tri des
déchets constituent une source d’émission importante de bioaérosols auxquels les salariés sont
exposés. L'exposition aux bioaérosols peut entrainer des effets néfastes sur la santé tels que des
rhinites, de I'asthme ou des pneumopathies d’hypersensibilité. Cependant, la composition complexe
des bioaérosols empéche encore d'identifier les agents microbiens responsables des effets qui ont
été observés sur la santé ainsi que leur réle précis dans les symptémes. Ainsi, 'amélioration des
connaissances concernant la composition précise des bioaérosols auxquels sont exposés les
travailleurs permettraient une meilleure compréhension des risques biologiques professionnels. Les
données actuelles décrivent au mieux les bioaérosols par la concentration et la composition en
microorganismes cultivables. Les méthodes dépendantes de la culture sont les techniques
historiques pour les mesures microbiologiques en entreprise. Toutefois, elles sont connues pour
sous-estimer la biodiversité microbienne des échantillons de bioaérosols.

Dans ce contexte, les objectifs de la thése sont i) concevoir et caractériser une méthode d’analyse de
la biodiversité dans les bioaérosols ; ii) évaluer la biodiversité, bactérienne et fongique, dans les
bioaérosols émis dans des entreprises du secteur du tri des déchets ; iii) identifier les principaux
déterminants de la diversité microbienne dans les entreprises investiguées. Une premiere étape a
été de définir une méthode permettant de mesurer la biodiversité dans les bioaérosols et de vérifier
la faisabilité de l'utilisation des techniques de séquencage a haut débit (NGS) pour étudier la
biodiversité bactérienne et fongique des bioaérosols émis en environnements professionnels et plus
particulierement en centre de tri des déchets. Dans un deuxieme temps, le processus analytique a
été caractérisé sur des bioaérosols générés en laboratoire. La biodiversité microbienne, sa variabilité
ainsi que les parameétres environnementaux pouvant l'impacter ont ensuite été investigués pendant
un an dans un centre de tri.

Les résultats montrent que les NGS représentent une bonne alternative aux techniques de culture
traditionnellement utilisées pour I'étude de la biodiversité. Cependant les outils analytiques tels que
la méthode d’extraction d’ADN, la cible de séquencage ou encore les étapes de bio-informatique ont
un impact sur les résultats de biodiversité. Il est donc important de standardiser le processus de
mesure pour les études comparatives. La campagne de prélevements réalisée a grande échelle a
permis de mettre en évidence la grande complexité des bioaérosols émis en centre de tri que ce soit
pour la composition bactérienne ou pour la composition fongique. Des variations importantes en
termes de richesse spécifique et d’abondance relative des taxons ont également été observées. Si la
temporalité a pu en partie expliquer les variations de biodiversité fongique, aucun paramétre n’a pu
expliciter les variations de biodiversité bactérienne. Ces résultats ont mis en évidence le caractere
multifactoriel de la variation et de la composition des bioaérosols émis en environnement
professionnel. La thése a permis la collecte d’'un grand nombre d’échantillons et d’'une quantité
importante de nouvelles données de biodiversité microbienne dans les bioaérosols et constituent les
premiers résultats publiés de biodiversité étudiée par séquencage a haut débit dans le secteur du tri
des déchets.
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ABSTRACT

The number of the waste sorting plants constantly increases in France and the waste sorting
activities are a source of bioaerosol exposure for the workers. The bioaerosols can induce several
health disorders such as rhinitis, asthma or hypersensitivity pneumonitis. However, the complexity of
the bioaerosol doesn’t allow the identification of microbial agents responsible for the observed
health effects and their precise role in the related symptoms. Thus, improving the knowledge about
the composition to which the workers are exposed would lead to a better understanding of
occupational biological risk. Exposure data on this field of study are missing. They mainly report the
levels of culturable microorganisms and more rarely the composition of bioaerosols by identification
of colonies after culture. Culture-dependent methods are historical techniques for microbiological
measurements in companies. However, they are known to underestimate the microbial biodiversity
of bioaerosol samples.

In this context, the objectives of the thesis are: i) to develop and characterize a method for
biodiversity analysis of bioaerosols; ii) to assess the biodiversity, bacterial and fungal, in bioaerosols
emitted by companies in the waste sorting sector; iii) identify the environmental parameters
impacting the microbial diversity in the investigated plant (climatic conditions, intensity of activity,
nature of activity, influence of sampling day, etc.). A first step was to design a method for measuring
biodiversity in bioaerosols and to assess the feasibility of high throughput sequencing (NGS)
techniques to study the bacterial and fungal biodiversity of bioaerosols emitted in occupational
environments, more particularly in waste sorting center. In a second step, the analytical process was
characterized on bioaerosols generated in the laboratory. The microbial biodiversity and its
variability were then investigated for one year in a second sorting center. Environmental parameters
impacting biodiversity outcomes were also studied.

The results showed the NGSs are a good alternative method to the historical technics for the
assessment of microbial diversity in occupational bioaerosols. However, analytical tools such as the
DNA extraction method, the genetic target for the sequencing or the bioinformatics steps have an
impact on the biodiversity results. It is therefore important to standardize the measurement process
for comparative studies. The large-scale sampling campaign revealed the high complexity of the
bioaerosols emitted in the sorting center for bacterial and fungal biodiversity. Significant variations in
species richness and relative abundance of taxa were also observed. Although temporality may have
partly explained variations in fungal biodiversity, no parameter could explain the variability of
bacterial biodiversity. These results highlighted the multifactorial origin of the variation and
composition of bioaerosols emitted in occupational environment. The present work provided the
collection of a large number of samples and an important amount of new microbial biodiversity data
in bioaerosols and the first published biodiversity results studied by high throughput sequencing in
the waste sorting sector.
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Liste des abréviations

ADEME: agence de I'environnement et de la maitrise de I'énergie

AFNOR : association francaise de normalisation

AFTOL: assembling the fungal tree of life (assembler I'arbre fongique de la vie)
APS: adenosine 5° phosphosulfate (dans I'introduction)

APS: aerodynamic particle sizer (calibreur de particules aérodynamique)

ATP: adenosine tripphosphate

BLAST: basic local alignment tool (outil d’alignement local de base)

CFC: closed face cassette (cassette fermée)

CFU : colony forming unit (unité formant colonie)

Cy : concentration en nombre de particules

CIP 10-1 : compteur individuel de particules sélecteur de la fraction inhalable

CIP 10-M : compteur individuel de particules dit « microbiologique »

CMAD : count median aerodynamic diameter (médiane du diameétre aérodynamique mesuré)
CMR : cancérogénes, mutagenes ou toxiques pour la reproduction

CT : cycle threshold (cycle seuil)

CV : coffecient de variation

D,.: aerodynamic diameter (diamétre aérodynamique)

DGGE : denaturing gradient gel electrophoresis (életrophorese sur gel en conditions dénaturantes)
ddNTP : dideoxynucleotide

dNTP : désoxynucléotide tri-phosphate

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay (dosage immuno-enzymatique)
FAME : fatty acid methyl esther (esther méthylige d’acides gras)

FNADE : fédération nationale des activités de la dépollution et de I'environnement
GC : gas chromatography (chromatographie en phase gazeuse)

Hiiq : hauteur du film liquide

HPLC : high pressure liquid chromatography (chromatographie en phase liquide a haute
performance)

IOM : institute of occupational medicine (échantillonneur par filtration)

ITS : internal transcripted spacer (spacer transcrit interne)

LSU : large subunit (ribosomal) (grosse sous-unité ribosomique)

LAL : limulus amebocyte lysate (lysat d’amibocyte de limule)

MEA : Malt Extract Agar (agar a I'extrait de malte)

NCBI : National Center for Biotechnology Information (centre national d’information sur la
biotechnologie)

NGS : next generation sequencing (séquencage de deuxiéme génération)

OR : outdoor reference (référence extérieure)

OTU : operational taxonomic unit (unite taxinomique opérationnelle)

PCR : polymerase chain reaction (réaction de polymérisation en chaine)

PLFA : phospholipid fatty acid (acide gras phospholipidique)

PFTE : polytétrafluoroéthylene

PVC : polychlorure de vinyle

Q; : débit d’entrainement
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Qg : débit de génération

RBP : ribosomal data project (base de données ribosomiques)

RH : relative humidity (humidité relative)

SC : sorting cabin (cabine de tri)

SCSU : sole carbon source utilization (utilisation exclusive de sources de carbone)

SDS : dodécylsulfate de sodium

SSCP : single-strand conformation polyphormism (polymorphisme de la conformation simple brin)
SSU : small subunit (ribosomal) (petite sous-unité ribosomique)

TGGE : temperature gradient gel electrophoresis (électrophorése sur gel avec un gradiant de
température)

t-RFLP : terminal restriction fragment length polymorphism (polymorphisme de la longueur de la
chaine terminale)

TSA : Trypticase™ Soy Agar (agar a base de trypticase et de soja)

UE : unité d’entoxine

UFC : unité formant colonie

VLEP : valeur limite d’exposition professionnelle

WSP : waste sorting plant (centre de tri des déchets)
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1. Les bioaérosols

Les aérosols sont définis comme étant des particules en suspension dans l'air. Les bioaérosols en
constituent la partie biologique (AFNOR 2012). Ils peuvent étre constitués d’organismes vivants ou
endommagés : pollen, virus, cellules et spores bactériennes ou fongiques, mais également de
fragments d’insectes ou de mammiferes, ainsi que des composés cellulaires (endotoxines, ergostérol,
mycotoxines, allergenes, (1,3)-B-D-glucanes) (Reponen et al., 2011). Les particules biologiques
aéroportées peuvent étre caractérisées par plusieurs parametres : leur taille et leur forme, leur
concentration, leur surface, leur volume, leur distribution granulométrique... qui vont influer sur le
devenir des particules dans l'air, ainsi que leurs conditions de prélevement. D’autres facteurs sont
également déterminants sur ce devenir comme la présence de composés cellulaires, I'agrégation de
particules biologiques avec d’autres particules, les conditions environnementales au moment du
prélevement. Parmi toutes les caractéristiques physiques des bioaérosols, le diameétre
aérodynamique est tres étudié. Il est défini comme étant le « Diamétre de la sphére de masse
volumique de 1 g.cm™dont la vitesse limite de chute dans I'air calme est la méme que celle de Ia
particule, dans les mémes conditions de température, de pression et d’humidité relative. » (AFNOR
2012). Il dépend de la taille, de la forme et de la masse volumique de la particule. En santé au travail,
le risque lié a I'inhalation d’aérosols s’évalue en fonction de trois fractions définies de manieres
conventionnelles : fraction inhalable, fraction thoracique et fraction alvéolaire (figure 1.A). Plus une
particule a un petit diametre aérodynamique, plus elle va avoir une probabilité importante de
pénétrer profondément dans les voies aériennes. La probabilité de dépot dans les voies respiratoires
n’est pas uniqguement due au diamétre de la particule, mais également a différents mécanismes de
dépot : inertiels (par sédimentation ou impaction), via des phénomeénes de diffusion ou des
phénomeénes électrostatiques. Par conséquent toutes les particules qui pénétrent dans les voies
respiratoires ne s’y déposent pas (figure 1.B).
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Figure 1 Convention des différentes fractions de particules en suspension dans |'air (figure extraite de la norme AFNOR NF
X43-276). A. Définition des fractions par le pourcentage de particules pénétrant dans les voies en fonctions de la taille des
particules B. Pourcentage des particules déposées dans les voies respiratoires en fonction de leur taille : Alv: région
aléolaire; TB: région trachéobronchiale (Figure extraite de Hinds (1999)).
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Lors de mesure d’exposition, les appareils de mesure prélevent les fractions contenant les particules
qui sont susceptibles de pénétrer dans I'organisme. Le risque est ainsi majoré allant dans le sens de
la prévention des maladies professionnelles. Les différentes fractions sont définies dans la norme NF
X-43-276 (1993) :

- la fraction inhalable : fraction des particules totales en suspension dans l'air susceptibles
d’étre inhalées par le nez et par la bouche

- lafraction thoracique : fraction des particules inhalées qui pénétrent au-dela du larynx

- la fraction alvéolaire : fraction des particules qui pénéetrent dans les voies aériennes non
ciliées (bronchioles et alvéoles) (AFNOR 1993).

En métrologie des bioaérosols, la fraction inhalable est la plus investiguée en raison d’absence d’effet
spécifique et de valeurs limites d’exposition professionnelle (VLEP).

2. Bioaérosols et santé des travailleurs

Les bactéries, les champignons ou les composés microbiens comme les endotoxines ou les (1,3)-B-D-
glucanes ont été identifiés comme des vecteurs potentiels de maladies professionnelles (Douwes et
al., 2003 ; Eduard 2009). Différents secteurs d’activité ont été investigués lors des études
épidémiologiques et le secteur du traitement des déchets est un des secteurs étudiés. Walser et son
équipe ont recensé les études épidémiologiques rapportant des effets sur la santé des bioaérosols
ainsi que leurs limites (Walser et al., 2015). D’apres un rapport du Royaume-Uni sur la santé des
travailleurs de ce domaine d’activité, la prévalence de symptémes respiratoires, comme de la toux ou
une défaillance respiratoire, est de 23 a 50% (Searl and Crawford 2012). Selon ce méme rapport, les
effets négatifs sur la santé pour les travailleurs de ce secteur apparaitraient pour une concentration
de 10° UFC.m™ pour les bactéries cultivables totales. Les risques engendrés par I'exposition aux
bioaérosols sont de quatre types : allergiques, cancérogénes, infectieux et toxiniques (Cooley et al.,
1998). Les risques infectieux et cancérogenes ne seront pas développés ici, le secteur du traitement
des déchets étant plus concerné par les risques allergiques et toxiniques. Si les effets des bioaérosols
sur la santé sont reconnus, le role précis de chaque agent biologique n’est pas connu, probablement
en raison des symptémes qui sont non spécifiques ajouté a une causalité multifactorielle de
|"apparition de ces symptémes. Le risque allergique est d(i en partie aux champignons et bactéries
thermophiles. En effet, les genres de champignons Aspergillus, Cladosporium, Alternaria et
Penicillium sont associés a des allergies respiratoires et notamment a de I'asthme allergique. Plus
généralement, le risque allergique est associé a de I'asthme et des rhinites d’origines allergiques et a
des pneumopathies d’hypersensibilité (Douwes et al., 2003). Une étude réalisée dans une entreprise
de traitement des déchets a montré qu’une exposition comprise entre 0 et 2.10° spores fongiques.m”
? est associée avec une augmentation des neutrophiles, des enzymes myeloperoxydases et des
éosinophiles (Heldal et al., 2003). Par ailleurs, dans le secteur du compostage, de fortes expositions a
des particules biologiques sont associées a une augmentation des immunoglobulines de type G (IgG)
des travailleurs exposés. Ceci n’est pas observé chez les travailleurs du secteur de la collecte des
déchets probablement en raison d’une exposition moins importante (Biinger et al., 2000). Le risque
toxinique peut résulter d’'une exposition aux microorganismes ou a des composés microbiens comme
les (1,3)-B-D-glucanes, les endotoxines et les mycotoxines. Ce risque est associé a des rhinites et de
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I'asthme non allergiques, des irritations des voies aériennes supérieures et des bronchites
chroniques. Pour les champignons, des symptomes respiratoires sévéres seraient associés a des
concentrations de 10%10° UFC.m™ et une concentration de 10°-10° spores.m™ peut entrainer une
irritation légere des voies aériennes supérieures. Pour les endotoxines, une exposition a 50 unités
d’entoxine (EU).m™pourrait provoquer une toux séche, une défaillance respiratoire, de la fiévre et
une bronchoconstriction (Searl and Crawford 2012). L'inhalation de (1,3)-B-D-glucanes peut induire
I'irritation des voies aériennes supérieures ou des muqueuses (Bgnlgkke et al., 2006). D’autres effets
ont été observés chez les salariés exposés : augmentation de la prévalence de I'atopie, production de
myeloperoxidases, diminution du volume expiratoire exhalé. La relation dose/effets pour chaque
risque et chaque constituant n’est pas établie a ce jour. En fonction des études, les symptémes ne
surviennent pas pour les mémes concentrations en particules biologiques (microorganismes
cultivables, endotoxines...). Ceci est probablement d( a I'absence de standardisation dans la
méthode de mesure (stratégie de prélevement et méthodes d’analyse) entre ces différentes études
(Duquenne et al., 2012).

3. Mesure des expositions professionnelles

Malgré I'absence de VLEP et de compréhension de la relation dose/effet, il est reconnu que
I’exposition aux bioaérosols a un impact sur la santé des travailleurs. Pour évaluer les niveaux
d’exposition, prévenir des situations critiques ou attester le bon fonctionnement d’équipements de
protection collective, des mesures de bioaérosols doivent étre effectuées. Les méthodes de
prélévement ainsi que les techniques analytiques quantitatives les plus utilisées sont décrites dans la
section ci-dessous.

3.1 Meéthodes de prélevement des bioaérosols

3.1.1 Généralités
Les préléevements des bioaérosols émis en entreprise sont réalisés pour documenter les niveaux
d’exposition des salariés a différents polluants biologiques. Ces données permettent ensuite la
caractérisation du danger biologique et de mettre en place le cas échéant des dispositifs de
protection collective pour prévenir les effets décrits dans le paragraphe précédent. Ces mesures
permettent également de vérifier le bon état de fonctionnement d’équipements déja existants. Les
bioaérosols et plus généralement les aérosols peuvent étre prélevés avec différents appareils
fonctionnant sur plusieurs principes physiques. Il n’existe aucun appareil qui permette de mesurer
tous les composés aéroportés. C'est pourquoi le polluant étudié et notamment la fraction a laquelle
il appartient conditionne le choix de I'appareil de préléevement. Le matériel et les conditions de
prélevements ayant un effet sur les cellules, les dispositifs utilisés doivent permettre de collecter un
échantillon représentatif de I’environnement et de conserver les propriétés biologiques nécessaires a
I'analyse des particules (ex: capacité a cultiver des microorganismes). Ceci défini leur efficacité
biologique. Ces appareils sont décrits par plusieurs caractéristiques comme par exemple : 'efficacité
d’aspiration (l'efficacité avec laquelle les particules entrent dans I'appareil de prélevement),
I'efficacité d’échantillonnage (efficacité avec laquelle les particules atteignent la surface de collecte
et y sont piégées) (Griffiths and DeCosemo 1994, Reponen et al., 2011). D’aprées Hoisington et al.
(2014), les bactéries seraient plus sensibles au choix du matériel de prélevement que les moisissures
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(Hoisington et al., 2014). Pour la mesure des expositions aux bioaérosols, deux stratégies de
prélevement sont possibles : des prélevements d’ambiance ou des prélévements individuels. Pour les
préléevements individuels, I'appareil de prélévement est porté par le salarié au niveau de la zone
respiratoire du salarié. Lors d’un prélevement d’ambiance (a point fixe), I'appareil de prélevement
est également placé a hauteur des voies respiratoires des salariés. Ce type de prélevement permet
de caractériser la contamination de I'air du poste.

Les appareils de prélevements peuvent étre classés en trois catégories selon le principe de collecte
(impacteurs, impigners ou prélévements par filtration).

3.1.2 Préléevement par impaction

3.1.2.1 Impacteurs

Le principe de I'impaction repose sur la capacité d’'une particule a dévier du flux d’air sous I'effet de
son inertie lorsque le flux d’air rencontre ou contourne une surface solide (souvent du milieu gélosé)
ou liquide. Les particules quittent le flux d’air pour venir s’impacter sur la surface de collecte. Les
impacteurs sont constitués d’un étage (MAS 100) ou de plusieurs étages successifs (impacteur en
cascade : Andersen) (figure 2). Dans les impacteurs en cascade, la taille des orifices a I'entrée d’un
plateau diminue d’un étage a un autre ce qui crée une augmentation de la vitesse du flux d’air entre
les étages. Les particules de masse plus importantes se déposent sur les étages supérieurs en raison
de leur plus grande inertie (Crook 1995). Les impacteurs en cascade sont définis selon plusieurs
parametres : le rapport (sans dimension) de la distance entre le jet d’air et le support de collecte, le
diametre de la buse (S/V) et le débit d'échantillonnage. Chaque étage peut étre défini par son
diameétre de coupure ou daesy qui représente la taille de particule a laquelle 50% des particules sont
collectées (Yao and Mainelis 2006). Les impacteurs mono-étages possedent un débit important (100
L.min™ pour le MAS 100) et sont utilisés lors de préléevements d’ambiance, de courtes durées, dans
des environnements peu contaminés. Les impacteurs en cascade, les plus couramment utilisés, ont
un débit moins important que les impacteurs mono-étages (28,3 L.min™ pour les impacteurs
Andersen), le temps de prélevement est en général court dans le secteur du tri des déchets
(quelques minutes) (Park et al., 2013 ; Tsai et al., 2007 ; Yamamoto and Bibby 2014). Certains
impacteurs en cascade comme les impacteurs Andersen ne peuvent étre utilisés que pour des
prélevements d’ambiance en raison de la masse de ces appareils. D’autres, plus légers et plus petits,
comme l'impacteur Marple, peuvent étre utilisés pour des préléevements d’ambiance ou des
prélevements individuels. Les impacteurs, mono-étage ou en cascade, peuvent accueillir plusieurs
types de support de collecte : des boites de Pétri contenant des milieux gélosés (Andersen 6 étages),
des filtres (Andersen 8 étages et Marple), des lames de verre (Burkhard). En fonction du support de
collecte, plusieurs types d’analyses sont possibles. Avec un support gélosé, les microorganismes
cultivables prélevés dans l'air peuvent étre dénombrés. Les filtres permettent d’augmenter le
nombre d’analyses possibles, avec du dénombrement de microorganismes cultivables mais
également des analyses chimiques, biochimiques, moléculaires... Pour finir, les supports de collecte
type « lame de verre » sont associés a une observation directe du prélevement au microscope. Les
supports gélosés sont ceux les plus souvent utilisés (Tsai et al., 2007 ; Reboux et al., 2009 ; Park et al.,
2013). Cependant, les bactéries voient leur capacité a étre cultivées diminuer avec I'augmentation de
la vitesse d’impaction et la distance avec la surface d’impaction. En général, les pollens et moisissures
résistent mieux au stress généré par le prélevement. Pour les bactéries, I'agrégation des cellules
permettrait d’augmenter leur taux de survie (Reponen et al., 2011).
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I ‘
A.

Figure 2 Exemples de trois impacteurs : A. impacteur monoétage : MAS 100, B. impacteur en cascade Andersen 6 étages
(viable), C. impacteur en cascade Marple [Xavier Simon/Philippe Duquenne, INRS].

_.."

B. C.

3.1.2.2 Impingers

Les «impingers » (impacteurs en voie liquide) fonctionnent sur le méme principe que les impacteurs.
La différence est que la collecte des particules se fait en milieu liquide : les particules sont d’abord
impactées puis diffusées dans le liquide de collecte. Ceci a I'avantage de casser les agrégats de
cellules et de faciliter les analyses biochimiques ou de biologie moléculaire en plus des méthodes
utilisant la culture (Buttner et al., 1996). En effet, si les impacteurs sont plus associés aux analyses
par culture, les «impingers » le sont davantage pour les analyses de composés biologiques (Li 2011).
Par ailleurs, la collecte en milieu liquide réduit le stress chez les bactéries sensibles, préservant leur
capacité a étre cultivées par rapport a une collecte sur milieu solide. Les limites de I’ «impinger »
résident surtout dans I’évaporation du liquide de collecte ou dans la ré-aérosolisation des particules
collectées et fragilisées. Pour éviter les phénomeénes d’évaporation du liquide de collecte, du glycérol
peut étre ajouté ou des liquides visqueux peuvent étre utilisés (Reponen et al., 2011). La figure 3
représente deux types d’ « impinger ». Le CIP 10 inhalable (Compteur Individuel de Particules) (figure
3 A.) préleve les particules de la fraction inhalable avec un débit de 10 L.min™. Les particules peuvent
étre collectées via deux types de support : sur une mousse pour le CIP 10-I classique ou dans le cas
des bioaérosols, dans une coupelle pour le CIP 10-M (microbiologique). Le Biosampler® SKC (figure 3
B.) est un appareil en verre prélévement les particules dans un liquide de collecte a un débit de 12,5
L.min™.

A. B.

Figure 3 Exemple de deux « impingers », prélevement en voie liquide : A. CIP 10 B. SKC Biosampler® [Xavier Simon/Philippe
Duquenne, INRS].
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3.1.3 Prélevement sur filtre

Le principe de collecte par filtration des particules repose sur leurs propriétés physiques (taille, forme
et densité), la taille des pores du filtre et la vitesse du flux d’air. La collecte des particules résulte des
forces inertielles mais également des forces électrostatiques ou de la diffusion des particules. Les
appareils de prélevements par filtration sont les plus utilisés en raison de leur faible colt et leur
facilité d’emploi. lls peuvent servir pour une mesure de concentration en ambiance a point fixe ou a
une mesure d’exposition individuelle. Le principal inconvénient de cette technique est la
déshydratation des particules collectées entrainant une perte de capacité des bactéries a étre
cultivées ou une dénaturation des allergenes surtout en cas de prélevement prolongé. Toutefois,
cette méthode s’avere adaptée au prélevement de spores, de moisissures et de pollens qui sont
moins sensibles au stress. Elle est également adaptée pour des analyses biochimiques ou de biologie
moléculaire (Buttner et al., 1996 ; Crook and Sherwood-Higham 1997). La filtration nécessite I'élution
des particules retenues sur le filtre. Il existe différents porteurs de filtres dont I'lOM, Button Inhalable
Aerosol Sampler, la cassette de 25 ou 37 mm de diamétre (ouverte ou fermée). La cassette fermée
est constituée de trois parties: une partie inférieure contenant le filtre approprié, une partie
intermédiaire et une partie supérieure contenant un orifice de 4 mm de diamétre. Il existe également
plusieurs catégories de filtre. Les filtres fibreux constitués de fibres de verre ou de cellulose dans
lesquels les particules sont piégées en profondeur et en surface du filtre (réseaux fibreux). Ils sont
surtout utilisés pour les analyses granulométriques. lls sont peu utilisés pour le prélevement des
bioaérosols a cause de la difficulté a extraire les cellules du réseau fibreux. Les filtres membranaires
sont constitués d’ester de cellulose, PVC, PFTE, nylon, gélatine... Les pores sont créés par évaporation
d’un solvant a la surface de ces matiéeres. Les particules peuvent étre aussi bien retenues dans le
filtre qu’a sa surface. Les filtres en gélatine ont I'avantage de diminuer la déshydration des particules
collectées par filtration mais ces filtres sont fragiles ce qui ne les rend pas appropriés pour des
prélevements prolongés (Crook 1995 ; Reponen et al., 2011). Les filtres polycarbonates sont trés
utilisés pour le prélevement des microorganismes aéroportés. Les particules sont collectées plus a la
surface des filtres qu’en profondeur (Crook 1995).

Figure 4 Exemples de matériel de prélevement par filtration : A. cassette de 37 mm de diameétre, B. Button Sampler, C. IOM
[Xavier Simon/Philippe Duquenne/Jodelle Degois, INRS].

3.2 Analyse quantitative des prélevements de bioaérosols
En Europe, les mesures de microorganismes et des endotoxines en suspension dans |'air sont
soumises a deux normes: EN 14031 et EN 13098 (AFNOR 2000, AFNOR 2003). Malgré cette
normalisation, il n’existe pas de valeur limite d’exposition professionnelle aux bioaérosols ni de
méthode d’analyse normalisée a I'échelle internationale. Les bioaérosols prélevés peuvent étre
caractérisés selon différents critéres: la concentration des polluants totaux ou spécifiques, la
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distribution granulométrique ou la composition. Les analyses des bioaérosols peuvent étre donc
qualitatives ou quantitatives. Il existe une grande variété de méthodes analytiques ; seules quelques
méthodes quantitatives utilisées couramment seront décrites dans le paragraphe ci-dessous. Les
méthodes qualitatives seront développées dans le paragraphe décrivant les méthodes d’analyse de la
biodiversité microbiologique dans les bioaérosols.

3.2.1 Méthodes par mise en culture

La culture est la méthode préférentielle et historique pour I'analyse des microorganismes
aéroportés. Les échantillons sont ensemencés sur des milieux de culture, sélectifs ou non, a un pH,
une température et pour une durée définis. Les champignons présents dans les bioaérosols sont
généralement détectés apres incubation a 25°C, a un pH acide et dénombrés pendant 5 jours
consécutifs. Les résultats sont exprimés en UFC.m™ d’air prélevé. Cette méthode est utilisée pour
estimer la quantité de microorganismes viables et cultivables dans les échantillons prélevés avec des
impacteurs, des impingers ou par filtration. L'impaction permet de prélever les échantillons
directement sur les géloses qui sont ensuite incubées. Les particules collectées en milieu liquide sont
étalées a la surface des géloses (suspension diluée ou non). Cette technique rapide et peu onéreuse
permet d’avoir une bonne vue d’ensemble de la communauté bactérienne ou fongique de
I’échantillon. Les méthodes par culture sont limitées par le choix du milieu de culture ainsi que le pH
et la température d’incubation. Par ailleurs, beaucoup de microorganismes sont non cultivables et ne
seront donc pas détectés via cette technique. La culture a donc une tendance a sous-estimer la
charge microbienne et sa diversité. Cette sous-estimation peut également étre due au stress du
préléevement, diminuant la capacité a cultiver de certains microorganismes, notamment les bactéries
(Griffiths and DeCosemo 1994). Cette méthode est soumise a d’autres biais notamment a la
différence de vitesse de développement des microorganismes et la production importante de spores
(Kirk et al., 2004 ; Fakruddin and Mannan 2013). Malgré ces limites, le dénombrement des
microorganismes cultivables est la technique la plus utilisée pour évaluer I'exposition aux bactéries et
moisissures dans les bioaérosols (Tsai et al., 2007 ; Reboux et al., 2009). Dans le secteur du
traitement des déchets, cette technique est trés utilisée. Elle a permis a Park et son équipe (2013)
d’évaluer I'exposition aux bactéries Gram négatives et les moisissures lors de la collecte des déchets
a Séoul (Park et al., 2013).

3.2.2 Dosage des endotoxines et des (1,3)-3-D-glucanes par la méthode au LAL
Les endotoxines et les (1,3)-B-D-glucanes sont des composés couramment recherchés dans les
bioaérosols (Adhikari et al., 2011 ; Samadi et al. 2011). Les endotoxines sont des composés de la
membrane externe des bactéries Gram-négatif. Elles sont constituées d’un lipide complexe, appelé
lipide A, lié covalemment a un polysaccharide (AFNOR 2000). Les (1,3)-B-D-glucanes sont des
polyméres de D-glucose liés entre eux par des liaisons de type B. lls peuvent étre présents sous
formes linéaire, ramifiée ou cyclique. Les ramifications sont majoritairement de type (1,3)-(1,4)-B-D-
glucanes (présents chez les plantes comme I'avoine ou I'orge) ou (1,3)-(1,6)-B-D-glucanes (présents
chez les levure et moisissures). Des (1,3)-(1,2)-B-D-glucanes sont également retrouvés (Laroche and
Michaud 2007). La méthode au LAL (Limulus Amebocyte Lysate) permet de doser les endotoxines et
les (1,3)-B-D-glucanes par deux voies d’activation différentes. Cette méthode est fondée sur la
capacité naturelle du sang de limule a coaguler en présence d’endotoxines ou de (1,3)-B-D-glucanes.
Les deux composés activent une voie différente, les endotoxines activent le facteur C alors que les
(1,3)-B-D-glucanes activent le facteur G. Le dosage est une réaction enzymatique en cascade qui
conduit soit a I'apparition d’un composé absorbant a 405 nm, soit a une augmentation de la
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turbidimétrie (Dawson 1995). Les résultats du dosage s’expriment en unité d’endotoxine (UE).m>
(AFNOR 2000) pour les endotoxines et en pg.m™ pour les (1,3)-B-D-glucanes. Cette méthode de
dosage est considérée comme la méthode de référence pour la mesure des endotoxines présentes
dans les bioaérosols (Duquenne et al., 2012).

3.2.3 Mesure par PCR en temps réel (qPCR)

Les concentrations en microoragnismes aéroportés peuvent également étre mesurées par gPCR qui
permet de quantifier la charge totale en microorganismes totaux ou spécifiques (en fonction de la
cible des amorces) dans les bioaérosols avec des résultats exprimés en nombre de copies de génes.m’
3d’air prélevé. Le principe de cette technique est détaillé dans la figure 5. Dans les bioaérosols, cette
technique a notamment été utilisée pour détecter et quantifier la présence de Stachybotris
chartarum et d’Aspergillus fumigatus dans un centre d’incinération de déchets (Viegas et al., 2014),
dans un centre de tri des déchets (Malta-Vacas et al., 2012). Cette technique est moins usitée pour
|’évaluation des concentrations des microorganismes aéroportés que le dénombrement des
microorganismes apres culture.
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Figure 5 A. les différentes étapes d’un cycle de température de PCR, a 95°C se produit la dénaturation des deux brins
d’ADN, les amorces viennent ensuite s’hybrider a ’ADN simple brin a une température spécifique a chaque amorce.
L’élongation des brins d’ADN se produit a 70°C, température optimale de la réaction enzymatique. B. Courbe de réponse de
la PCR en temps réel. Le C; est correspond au nombre minimum de cycles pour que le signal fluorescent se dissocie du bruit
de fond. Figures issues de Kubista et al., 2006.

3.2.4 Autres méthodes

Il existe d’autres méthodes d’analyse des bioaérosols. Les méthodes immunochimiques et
notamment la méthode ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) permettent de détecter des
antigenes grace a la reconnaissance avec I'anticorps reconnaissant spécifiquement cet antigene. Les
composants cellulaires comme I|’ergostérol, les protéines... peuvent étre caractérisés par des
techniques physiques comme la chromatographie (HPLC, GC) ou la spectrométrie (spectrométrie de
masse, spectrométrie infrarouge). La cytométrie en flux est une autre méthode physique utilisée
dans la caractérisation de particules biologiques aéroportées. Les méthodes chimiques comme la
fluorescence sont également utilisées. De nombreuses revues de la littérature décrivent en détails les
méthodes d’analyses des bioaérosols de fagon plus exhaustive (Martinez et al., 2004 ; Reponen
2011 ; Liang et al., 2012 ; Svabenska 2012 ; Méheust et al., 2014).
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4. La biodiversité

Comme il I'a été mentionné précédemment, il n’existe pas a ce jour de VLEP pour les bioaérosols. Ce
manquement serait en partie di a la grande complexité des bioaérosols en termes de taxons
microbiens ou des composés biologiques les constituant. Les méthodes quantitatives globales dosent
la totalité d’un groupe microbien (bactéries ou moisissures le plus souvent) sans discriminer les
différents constituants. Or les effets sur la santé dépendent des espéces et des composés en
présence. Pour pallier a cette limite, des techniques spécifiques, comme la culture en milieu sélectif,
la PCR ou le dosage au LAL, sont employées pour détecter ou quantifier la présence de certains
groupes microbiens ou de composés spécifiques (endotoxines ou (1,3)-B-D-glucanes). L'inconvénient
de ces méthodes est qu’elles ne permettent pas une caractérisation globale de la composition des
bioaérosols. Or la connaissance de la biodiversité des microorganismes aéroportés pourrait
permettre de mieux caractériser le risque biologique pour mieux comprendre les effets sur la santé
et peut étre a plus long terme, déterminer des VLEP pour certains microorganismes ou composés.

4.1 La classification du vivant
La systématique est la science de la classification du vivant. Elle a pour objectif premier de
répertorier tous les étres vivants actuels et passés en les identifiant et en les décrivant. La
classification permet également de comprendre la diversité du vivant. Elle est régie par des lois et la
science qui étudie ces lois est appelée la taxinomie. Un taxon est un « ensemble d’organismes
reconnus et définis dans chacune des catégories de la classification biologique ». Les différents
groupes hiérarchisés encore utilisés a 'heure actuelle ont été définis par Carl von Linné au XVIII*™®
siecle (figure 6). L'approche actuelle est basée sur la phylogénie qui a été introduite par Darwin qui
proposait d’étudier la transmission d’un caractére aux générations suivantes plutét que de classer en
fonction des variations des caracteres acquis. La systématique phylogénétique, quant a elle, a été

éme

fondée par Willi Henning au XX®"° siécle. Elle a pour objectif de reconstruire la phylogénie d’un taxon

pour un caractére donné (état primitif versus état dérivé). Tous les membres du taxon possedent
I’état dérivé du caractére (Lecointre and Le Guyader 2006).
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Figure 6 Catégories hiérarchisées du vivant définies par Carl von Linné

4.2 Définition de la biodiversité
La biodiversité ou diversité biologique a été définie dans I'article 2 de la Convention sur la Diversité
Biologique (CDB) comme étant la « ... Variabilité des organismes vivants de toute origine y compris,
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entre autres, les écosystémes terrestres, marins et autres systémes aquatiques et les complexes
écologiques dont ils font partie ; cela comprend la diversité au sein des espéces et entre especes
ainsi que celle des écosystemes » (Nations Unies 1992). Les mesures de la diversité consistent a
déterminer le nombre total d’especes et leur répartition en terme d’abondance (Buttner et al. 1996).

4.3 Caractérisation de la biodiversité
Il existe plusieurs manieres d’appréhender la biodiversité soit en caractérisant la composition au sein
d’une localité précise (a diversité), soit comparer les communautés entre plusieurs habitats (
diversité) ou la composition au sein d’un habitat (diversité régionale) (figure 7).

Alpha (a) diversity

Site C

Gamma (y) diversity

Figure 7 Représentation schématique des différents types de diversité. (image tirée de : https://image.slidesharecdn.com/t10-
burgess-firesub-tropicalwoodlands-150603053940-lval-app6892/95/bushfireconf2015-10-managing-fire-for-nature-conservation-in-
subtropical-woodlands-4-638.jpg?cb=1434967736)

4.3.1 Calcul del'o diversité
L’a diversité correspond a la biodiversité dans un lieu donné (figure 7). Elle s’évalue par le calcul de
différents indices indiquant le nombre de taxons présents ou leur répartition dans I'échantillon. Les
indices les plus souvent utilisés sont décrits ci-dessous.

. La richesse spécifique est le nombre de taxons dans la zone de I'étude. Elle dépend de la
taille de I’échantillon. Pour s’affranchir de la taille de I’échantillon, plusieurs corrections sont
possibles :

Margalef: R1= (S-1)/logN

Odum: R2=S/logN

Menhinick : R3=S/(VN)

Avec S = richesse spécifique et N= nombre d’individus

e L’indice de Simpson permet de calculer la probabilité que deux individus pris aléatoirement
dans un milieu donné soit du méme taxon. Il varie entre 0 (probabilité d’avoir deux taxons
différents élevée) et 1 (probabilité d’avoir deux taxons différents faible). Il est donc
proportionnellement inverse a la diversité. Il se calcul de la maniére suivante : 5 (Ni x (Ni-
1)/N x (N-1)).

32|Page



Partie 1: contexte bibliographique

e L’indice de Shannon est associé a I'indice de Simpson. Il permet d’exprimer la diversité en
prenant en compte le nombre de taxons et I'abondance des individus au sein de chacun des
taxons. Cet indice varie entre O [un seul taxon présent ou dominance d’un taxon] et In(S)
[égalité d’abondance entre les taxons] et se calcule grace a la formule suivante : H'=- 3 Pi x
InPi oU Pi= Ni/N,

Ni est le nombre d’OTUs appartenant a un méme taxon et N est le nombre total d’'OTUs

e Le Chaol estime le nombre de taxons non observés a partir du nombre de taxons observés
une ou deux fois. Il s’agit d’'un estimateur minimum, valide a condition que les singletons et
doubletons représentent une fraction importante de I'information.

Les indices de Shannon et Chaol sont tres sensibles a la taille des échantillons. L'indice de Simpson
est moins sensible mais peut malgré tout étre impacté. Plus la taille de I'échantillon sera importante,
plus ces indices seront a méme de décrire les taxons rares. Dans le cadre d’une analyse de
métagénomique, il est par exemple important d’avoir un maximum de séquences de bonne qualité
pour pouvoir décrire I'a diversité. Par ailleurs, pour comparer la diversité entre plusieurs
échantillons, il faut homogénéiser la taille des bibliothéques générées par le séquencage (Gihring et
al., 2012). Différents logiciels dont le logiciel Mothur peuvent calculer les différents indices de I'a
diversité (Schloss et al., 2009).

4.3.2 Calcul de la g diversité

La B diversité correspond au taux de remplacement des taxons dans un gradient topographique,
climatique ou d’habitat dans une zone géographique (figure 7). Elle est généralement déterminée en
évaluant le nombre de nouveaux taxons apparaissant le long du gradient. L’évaluation de la f
diversité est réalisée a I'aide d’une analyse multivariée. Elle a été définie pour la 1% fois en 1960 par
Whitakker (Whittaker 1960) comme étant le rapport de la diversité y sur la diversité a (B=y/a). Pour
la calculer, il existe différents types d’analyse multivariée comme I'analyse des correspondances qui
semble la plus indiquée pour déterminer des schémas de distribution des séquences selon les
saisons, 'origine géographique, la structure de I’'habitat et d’autres parametres (Ramette 2007). Il
existe également, comme pour la mesure de I'a diversité, différents indices peuvent caractériser la B
diversité (Tuomisto 2010) :

e l'indice de similarité de Sorensen (QS), aussi appelé coefficient de Sorensen-Dice, qui mesure

la distance de composition entre deux échantillons en se basant sur le nombre commun de

2|XnY|
[XI+1Y]

taxons présents dans les deux échantillons : QS= ou X et Y représentent le nombre de
taxons présents dans chaque échantillon ;
e L’indice de dissimilarité de Bray-Curtis (BC) qui mesure une différence de composition entre

deux échantillons par I'’équation : BCyy= 1-QS.
Ces deux indices sont complémentaires.

4.3.3 Calcul de lay diversité
La y diversité est apparentée a I'a diversité. Elle représente le nombre de nouveaux taxons apparus
dans des échantillons prélevés dans un méme habitat d’étendue géographique plus vaste que celle
de I'a diversité (figure 7). Elle est communément appelée « diversité régionale ».
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5. Méthodes d’analyse de la biodiversité microbiologique

Il existe de nombreuses revues dans la littérature qui décrivent les différentes techniques analytiques
permettant d’étudier la biodiversité (Kirk et al., 2004 ; Fakruddin and Mannan 2013 ; Douterelo et al.,
2014). L'analyse de la biodiversité dans des échantillons environnementaux et notamment dans les
bioaérosols peut se faire par différentes méthodes utilisant la culture cellulaire, des techniques
biochimiques ou des techniques moléculaires. Ces méthodes mettent en évidence les différences
structurelles ou fonctionnelles entre les taxons présents dans I’échantillon. En pratique, il existe une
multitude de méthodes permettant I'analyse de la biodiversité, seules quelques-unes régulierement
décrites dans les revues sont présentées. Le tableau 1 situé a la fin de cette section illustre les
techniques d’analyse de la biodiversité qui ont été utilisées pour I'étude des bioaérosols. Ce tableau
ne se veut pas exhaustif mais présente une variété de méthodes et de secteurs d’investigation
appliqués aux mesures dans 'air.

5.1 Méthodes d’analyse culture-dépendantes : identification d’isolats
Si la culture est tres utilisée pour évaluer les concentrations en microorganismes aéroportés, elle
I’est également pour caractériser la biodiversité. Les échantillons de bioaérosols sont mis en culture
sur des milieux adaptés, les colonies sont ensuite sélectionnées sur des criteres morphologiques puis
isolées et identifiées via différentes techniques dont certaines sont décrites dans les paragraphes ci-
dessous.

5.1.1 Identification macroscopique et microscopique

L'identification des moisissures se fait sur des criteres macroscopiques comme la vitesse de
développement, les conditions de croissance (température, pH), la morphologie au recto et au verso
de la boite de Pétri, la couleur des colonies, mais également sur des critéres microscopiques :
observation du thalle et des spores. Cette méthode est tres utilisée pour I'étude de la biodiversité
fongique dans les bioaérosols, notamment dans le secteur du traitement des déchets. Dans ce méme
secteur, la diversité bactérienne est trés peu renseignée. |l s’agit surtout de dénombrer les bactéries
Gram négatif et les bactéries totales (tableau 2). Les principales limites de ces méthodes sont les
mémes que celles de toutes les méthodes culture-dépendantes : caractére non-cultivable de la
plupart des microorganismes, phénoménes de compétition, milieux non optimaux pour la croissance.
Il y a également de forte ressemblance morphologique entre différentes especes microbiennes.

5.1.2 Identification des isolats par des tests biochimiques
Ces techniques permettent de caractériser des isolats microbiens en fonction de leur profil
métabolique (capacité a utiliser différentes sources de carbone, production de gaz) grice a
différentes réactions chimiques. Elles permettent d’établir le profil métabolique d’une souche. Par
exemples, des plaques de microtitration sont commercialisées par Biolog (Hayward, CA, USA,
www.biolog.com), une pour les bactéries Gram négatives, une pour les bactéries Gram positives et

une pour les champignons. Ces plaques permettent de tester 95 sources de carbone. Cette méthode
est rapide, reproductible et permet de différencier des communautés microbiennes. Mais, elle ne
permet que l'identification des microorganismes qui ont pu étre cultivés. La méthode SCSU (sole
carbon source utilization) est sensible a la densité de I'inoculum (Liu et al., 2006, Fakruddin and
Mannan 2013). Les tests biochimiques en galerie APl ou Biolog ont permis la caractérisation de la
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biodiversité dans les bioaérosols émis sur des plates-formes de compostage ou de la production
d’ceufs (Byeon et al., 2008 ; Wang-Li et al., 2012).

5.1.3 Identification par méthodes chimiques

Les chromatographies gazeuses et liquide-gaz sont utilisées pour identifier les microorganismes selon
leurs composés structuraux ou leurs produits métaboliques (acides gras, en acides aminés, en
glucides...). Le temps de rétention dans la colonne de chaque composé est déterminé puis comparé a
une base de données pour pouvoir étre identifié. Les chromatographies peuvent étre couplées a de
la spectrométrie de masse pour identifier les composés plus facilement. Ces méthodes sont tres
sensibles mais nécessitent un investissement de départ conséquent et sont dépendantes de bases de
données (Hensel and Petzoldt 1995, Spurny 1995).

Deux techniques d’analyse des lipides membranaires utilisent le principe de la chromatographie :
I’analyse des esthers d’acides gras méthylés (FAME : fatty acid methyl esther analysis) et I'analyse
des phospholipides (PLFA : phospholipid fatty acid). Les microorganismes ont une composition en
acide gras C2 et C4 qui sont propres a chacun. Cette composition est stable, indépendante de la
présence de plasmide, de mutations ou de dommages cellulaires. Les acides gras sont d’abord
méthylés puis analysés par chromatographie en phase gazeuse. Cette méthode peut étre appliquée
directement sur les échantillons (de sol en général). Dans ce cas, les différents profils obtenus sont
comparés par analyse multivariée. La méthode est quantitative, robuste, reproductible et peut étre
indépendante de la culture. Cependant, dans ce cadre, elle ne permet pas d’identifier une espéce en
particulier mais plutét de détecter des variations dans la composition des communautés (Fakruddin
and Mannan 2013). La chromatographie couplée a la spectrométrie de masse (MALDI-TOF) permet
une identification des isolats microbiens par I'analyse du protéome. Ces techniques sont
principalement utilisées pour étudier la biodiversité dans les sols. La spectrométrie de masse (MALDI-
TOF) et les techniques d’analyse des lipides membranaires ont été utilisées pour caractériser les
communautés bactériennes et fongiques dans des bioaérosols émis dans différents environnements
professionnels (Rahkonen 1992, Byeon et al., 2008 ; Madsen et al., 2015 ; Madsen et al., 2016).

5.1.4 Méthodes de biologie moléculaire
Les colonies microbiennes isolées peuvent également étre identifiées par le biais de méthodes
fondées sur 'examen de I'ADN. L'ADN est extrait d'une colonie isolée et amplifié par PCR en utilisant
des amorces génériques universelles puis les amplicons sont purifiés (parfois clonés) et séquencés.
Les séquences génétiques sont ensuite comparées aux séquences existantes dans les bases de
données disponibles. Les principes des différentes méthodes employées sont détaillés dans la section
suivante.

5.2 Méthodes d’analyse culture-indépendantes
Les méthodes de biologie moléculaire sont de plus en plus utilisées pour I'analyse des bioaérosols.
Elles permettent de s’affranchir des limites de la culture et de collecter des données supplémentaires
a celles déja obtenues. Les échantillons de bioaérosols sont directement analysés apres la
récupération des particules collectées. Néanmoins, certains auteurs utilisent les méthodes de
biologie moléculaire pour identifier certaines colonies aprés culture des échantillons. Les méthodes
les plus utilisées dans les bioaérosols sont décrites dans les paragraphes ci-dessous.
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5.2.1 Extraction d’ADN

Toutes les méthodes moléculaires d’analyse de la biodiversité sont dépendantes de la qualité de
I’extraction d’ADN. La premiére étape de |'extraction est la lyse cellulaire par différentes voies selon
la méthode choisie : voies mécanique (agitation en présence de billes de verre), thermique,
enzymatique (lysozyme, chitinase) ou chimique (détergents: SDS). L'ADN est ensuite purifié, les
autres composés (protéines, ARN...) sont éliminés pour ne pas interférer dans la réaction de
polymérisation. L’étape de purification peut se faire notamment par élution de I’échantillon dans une
colonne ne retenant que I’ADN. Il existe une grande multitude de méthode d’extraction de
I’ADN dont des kits commerciaux ou des méthodes développées en laboratoire. Plusieurs études ont
montré que I'extraction par agitation avec des billes de verre ou de silice était la méthode avec le
meilleur rendement pour extraire ’ADN microbien (van Burik et al., 1998 ; Claassen et al., 2013).
L'efficacité d’extraction de plusieurs kits commerciaux a été étudiée par plusieurs études
(LaMontagne et al.,, 2002; Whitehouse and Hottel 2007 ; Desneux and Pourcher 2014 ;
Vishnivetskaya et al., 2014). L'extraction d’ADN fongique apparait plus difficile en raison de la
résistance de la paroi des spores fongiques aux différents traitements. Les méthodes d’extraction
d’ADN fongique comportent une étape de lyse mécanique avec des billes suivie d’une étape de
purification avec des solvants organiques ou simple centrifugation (Haugland et al., 2002 ; Dean et
al., 2004). Ces méthodes ont démontré leur efficacité mais comportent I'inconvénient d’utiliser des
solvants qui ont une toxicité importante pour I'expérimentateur tels que le phénol (toxique, corrosif
et CMR) ou le chloroforme (cancérigéne de catégorie 2, toxique de catégorie 4).

5.2.2 Marqueurs génétiques et analyse de la biodiversité
La métagénomique est une méthode qui a pour objectif I'étude du contenu génétique d’un
échantillon environnemental pour caractériser la composition structurelle (biodiversité) ou
fonctionnelle d’un habitat. Pour I'analyse de la biodiversité (composition structurelle de
communautés microbiennes), I'analyse par métagénomique s’appuie sur des génes marqueurs de
certains groupes microbiens.

Marqueur fongique

Les séquences ITS (internal transcribed spacer) ont été sélectionnées parmi 4 régions (ITS, LSU, SSU
et rpl) comme marqueurs fongiques (Schoch et al., 2012). Les régions ITS1 et ITS2 sont séparées par
le géne codant I’ARNr 5,8 S (figure 8A). Selon les espeéces, la taille de cette région varie de 450 et 700
pb (Bellemain et al., 2010). La variation inter spécifique quant a elle est en moyenne de 37%. La
variation intra spécifique des régions ITS est de 2,51+4,57% dans le regne des champignons, et plus
précisément de 1,96+3,76% chez les Ascomycétes et de 3,3+5,62% chez les Basidiomycetes (Schoch
et al., 2012). En dépit de cette bonne résolution, la similarité des régions peut étre trop importante
entre des especes différentes pour pouvoir les distinguer. Les variations entre les régions ITS1 et ITS2
sont corrélées ce qui suggere que les deux régions n’évoluent pas de maniéres indépendantes. La
région ITS2 semblerait plus appropriée pour I'identification des taxons inférieurs (Nilsson et al., 2008).
La biodiversité fongique de I’air urbain a été étudiée par séquencage des ITS (Dannemiller et al.,
2014 ; Yamamoto and Bibby 2014). Le géne codant la petite sous-unité (SSU) ou ADNr 18S, qui est un
marqueur de la biodiversité eucaryote (Bik et al., 2012), a également été utilisé comme marqueur
fongique pour des échantillons de bioaérosols émis dans une station d’épuration (Evans and Seviour
2012). Cependant, la petite-sous unité a été identifiée comme le marqueur génétique le moins
performant (Schoch et al., 2012) et a ce titre, I'utilisation de la région ITS est préférable pour les
analyses de métagénomique fongique.
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Biodiversité bactérienne

Le gene codant 'ARNr 16S est le marqueur historique de la biodiversité bactérienne caractérisée par
des méthodes de biologie moléculaire (séquengage haut débit, méthodes dérivées de la PCR)
(Deutschbauer et al., 2006 ; Hospodsky et al., 2012 ; Lin et al. ; 2014). De par son universalité et sa
conservation, ’ADNr 16S est décrit comme une cible appropriée pour les études phylogénétiques
(Woese 1987). Ce gene, qui mesure en moyenne 1550 pb, ne peut étre séquencé entiérement en une
seule réaction de séquencage. Cependant, la présence et I'analyse d’une ou plusieurs régions
variables sur ce géne permettent d’obtenir une bonne résolution phylogénétique au niveau du genre
(figure 8B) (Schloss and Westcott 2011). Les régions variables peuvent différer de plusieurs maniéres
entre les espéces : une région variable peut étre différente d’une espéece a une autre alors qu’une
autre région variable peut étre identique entre ces deux mémes espéces (Di Bella et al., 2013).
L'’ADNr 16S n’est pas le marqueur le plus robuste pour une identification au niveau de I'espéce. La
biodiversité bactérienne a été caractérisée dans de l'air urbain et I'air d’'un élevage de volaille par

séquencage des genes codant I’ARNr 16S (Nonnenmann et al., 2010 ; Yamamoto and Bibby 2014).
[ s |
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Figure 8 A. La région ITS est encadrée par la petite sous-unité ribosmoique (SSU : 18S) et la grande sous-unité-ribosomique
(LSU : 26S). Les régions ITS1 et ITS2 sont séparées par le 5,8S. Ces régions sont les marqueurs des eucaryotes, les ITS sont
davantage des marqueurs fongiques. La figure est issue de Bellemain et al. (2101) B. Régions codant les ARN ribosomaux,
elles sont constituées de 10 régions variables. Les régions codant '’ARNr 16S sont souvent utilisées comme marqueur
bactérien pour les analyses de biodiversité. Figure issue de Gurtler et al. (1996).

5.2.3 Etude et comparaison de communautés

Ces méthodes regroupent différentes techniques qui ont pour objectif d’identifier des
différences de profils entre plusieurs communautés microbiennes. Ces techniques sont basées sur la
séparation de séquences ADN par migration dans un gel par électrophorése en conditions
dénaturantes ou non. Elles constituent un ensemble de méthodes permettant de différencier des
taxons ou de détecter des changements de structure dans une communauté mais pas pour décrire la
biodiversité ou détecter un taxon spécifique (Liu et al., 1997). Les bandes d’ADN peuvent étre
extraites du gel pour étre ensuite séquencées et renseigner sur les taxons présents dans ces
échantillons.

La SSCP (Single-Strand Conformation Polyphormism) permet de séparer des séquences d’ADN
simple brin de méme taille en fonction de leur composition en nucléotides. La migration des
fragments dans le gel dépend de leur structure secondaire. Elle peut mettre en évidence une
mutation ou un nouveau polymorphisme entre différents échantillons. La DGGE (Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis) et la TGGE (Temperature Gradient Gel Electrophoresis) sont dérivées
de la SSCP et reposent sur I'analyse de marqueurs phylogénétiques (ex : géne codant ’ARNr 16S) de
'ensemble d’une communauté. Pour se faire, ’ADN total d’'un environnement est extrait et le
marqueur d’intérét est amplifié par PCR grace a des amorces universelles contenant une région riche
en GC ou CG clamp. Le pool de genes amplifiés est différencié par migration sur un gel avec un
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gradient de dénaturation (chimique pour la DGGE ou gradient de température pour la TGGE). En
absence de clamp GC, I’ADN se dénature pour devenir simple brin. La distance de migration des
fragments dépend de leur composition en nucléotides. Il est possible de comparer les différents
profils de migration entre plusieurs échantillons et de voir leurs différentes compositions
taxinomiques ou de suivre un méme échantillon au cours du temps. Ces deux méthodes sont
reproductibles, fiables, rapides et peu colteuses. Elles permettent d’analyser un nombre important
d’échantillons simultanément. Ces techniques ont quelques limites. Pour la SSCP, une séquence
d’ADN peut adopter plusieurs conformations stables, la méthode est également limitée par les biais
introduits par la PCR (Kirk et al., 2004). 1l a été estimé que seulement 1-2% des especes majoritaires
peuvent étre identifiées avec la DGGE (MacNaughton et al., 1999). La TGGE a été utilisée dans une
étude caractérisant la biodiversité dans les aérosols d’une station de métro et de deux étables en
France (Nieguitsila et al., 2007). Toutefois, la TGGE et la DGGE sont surtout des méthodes utilisées
pour caractériser des échantillons de sol ou d’eau (Kirk et al., 2004 ; Douterelo et al., 2014).

Les techniques de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) constituent d’autres
techniques d’étude et de comparaison de communautés. Ces techniques se basent sur des
différences de profils de restriction de 'ADN génomique ou de produits d’amplification PCR sur un
gel non dénaturant. Les profils de migrations pouvant souvent étre complexes et difficiles a
interpréter, certaines techniques utilisent I'amplification et la digestion de marqueurs
phylogénétiques tel que le géne codant 'ARNr 16S (ARDRA) ou des amorces marquées avec un
fluorochrome (t-RFLP). Dans cette derniére technique, chaque fragment de méme taille est considéré
comme une OTU et la fréquence de chaque OTU peut étre calculée.

Ces techniques sont limitées par I'extraction d’ADN, les biais de PCR, le choix des amorces
universelles et la complexité des profils de migration. Par ailleurs, une digestion partielle des
séquences peut amener a une sur-estimation de la diversité (Kirk et al., 2004 ; Fakruddin and
Mannan 2013). Néanmoins, ces techniques sont un bon moyen pour étudier les différences entre
plusieurs échantillons (différences spatiale ou temporelle), détecter et surveiller les populations.

5.2.4 Métagénomique et séquencage de deuxieme génération (NGS)

En 2005, le premier séquenceur de deuxieme génération est commercialisé (technologie 454
commercialisée par Roche). L’avantage de ce type de séquencgage repose sur |'automatisation des
réactions qui réduit a la fois les colts et les temps d’analyse mais également augmente le nombre de
fragments d’ADN qui peuvent étre séquencés en simultanée. Cette avancée technique a permis
d’augmenter les connaissances sur la composition des communautés microbiennes dans des champs
d’application variés. En effet, le séquencage a haut débit a permis d’améliorer la compréhension du
microbiote humain (Human Microbiome Project, 2012) et plus particulierement au niveau intestinal
(Wylie et al., 2012), de la cavité buccale (Chun et al., 2010) ou du systéme urinaire (Dong et al., 2011
; Wolfe et al.,, 2012). Il permet également le suivi de pathogenes (Reeves et al., 2011; Grad et
al.,2012) ou la résistance aux antibiotiques (Toprak et al., 2012). Les NGS ont également été utilisés
pour caractériser des échantillons d’air (Hospodsky et al., 2012 ; Kumari et al., 2016), d’eau (Quaiser
et al., 2011 ; Somboonna et al., 2012), de sol (Arfi et al., 2012 ; Uroz et al., 2013), pour étudier
I'interaction champignons/plantes (Danielsen et al.,2012) ou champignons/invertébrés (Sun et al.,
2011). Cette technologie a permis la détection d’'un grand nombre de nouveaux microorganismes
non cultivables. Il existe plusieurs types de plates-formes de séquengage haut débit dont deux ont
été utilisées dans le cadre de cette thése: technologie 454 (454 Life Sciences), systeme lllumina
(Hlumina/Solexa). Le principe de ces deux plates-formes est décrit dans les paragraphes ci-dessous.
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5.2.4.1 Préparation des bibliotheques

Pour ces deux plates-formes, la premiere étape est la préparation de bibliotheques de séquences qui
a pour objectif d’amplifier 'ADN a séquencer. L'amplification peut étre faite en émulsion (454
technologies) ou par PCR par pontage (lllumina) (figure 9). Les premiéres étapes sont communes aux
deux méthodes. L’ADN est fragmenté puis fixé a des adaptateurs spécifiques selon la technologie
puis les brins sont ensuite dénaturés. Pour la PCR en émulsion, les adaptateurs sont hybridés a des
billes (de 25 um de diamétre). Les billes sont réparties dans des vésicules eau/huile, I'amplification
des fragments et la génération de la bibliotheque se produit dans une émulsion. Apres
I"amplification, I'émulsion est cassée et les billes sont réparties dans des puits ou elles sont fixées
avant la réaction permettant le séquencage des fragments amplifiés. Les vésicules sont dénaturées
pour récupérer les billes et éliminer les séquences qui ne seraient pas hybridées (Shendure and Ji
2008). Pour la plate-forme lllumina, I'amplification des fragments se fait par hybridation des
adaptateurs sur une plaque (figure 9B.). L'amplification par « bridge PCR » permet de regrouper les
fragments en clusters.
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Figure 9 Préparation des bibliotheques. A. pour les plates-formes technologies 454. Les fragments d’ADN sont hybridés sur
des billes qui sont ensuite réparties dans des vésicules d’émulsion eau/huile ou la réaction d’amplification se produit. A la
fin de cette réaction, les vésicules sont dénaturées, les séquences non hybridées sur les billes sont éliminées par I'ajout
d’agent dénaturant. B. pour la plate-forme Illumina, les adaptateurs sont fixés sur une plaque, a la fin de I'amplification, les
fragments sont regroupés en clusters.

5.24.2 Principes de séquengage des différentes plates-formes

Technologie 454

La technologie 454, ou pyroséquencage, est la premiére méthode commercialisée. Elle repose sur le
dosage du pyrophosphate émis lors de la réaction de polymérisation (Nyren et al., 1993). A chaque
ajout de dNTP dans le brin d’ADN, le pyrophosphate émis va réagir avec de I'APS pour former de
I’ATP. Cet ATP sera utilisé dans la réaction de la luciférase transformant la luciférine en oxyluciférine
libérant un photon (figure 10). Entre chaque ajout de base, un lavage est effectué pour éliminer les
bases non appariées et les produits formés lors de la réaction. Le signal lumineux est proportionnel
au nombre de bases incorporées. Cependant, une des sources de biais du pyroséquencage est la
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mauvaise détection des homopolyméres. Cette technique permet de séquencer des fragments de
700 pb. La technologie 454 a été utilisée pour caractériser la biodiversité dans I'air de différents
environnements : I'air d’'une salle de classe (Hospodsky et al., 2012), des élevages de volailles
(Nonnenmann et al., 2010), I’air atmosphérique urbain (Yamamoto et al. 2012 ; Dannemiller et al.,
2014). La société Roche ne commercialisant plus les réactifs nécessaires au séquencage par la
technologie 454, ce type de séquencgage ne peut plus étre utilisé.
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Figure 10 Principe du pyroséquencage par la technologie 454.

Technologie lllumina

Cette technologie a été mise sur le marché en 2006 par la société Solexa (Voelkerding et al., 2009). Le
principe du séquencgage repose sur I'ajout de dNTPs marqués par des fluorochromes bloquant la
polymérisation. Apres incorporation du dNTP marqué, un lavage permet d’éliminer les autres dNTPs.
Suite a cette étape, le fluorochrome est clivé puis détecté et un nouveau cycle commence (figure 11).
Un des principaux inconvénients de cette méthode est la courte lecture de séquence (150 pb pour la
plateforme HiSeq et 250 pb pour la plateforme Miseq) ne permettant pas une bonne résolution au
niveau de I'espéce. Les substitutions sont les principales sources d’erreurs de séquencgage.

S
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Figure 11 Principe du séquencage par la technologie Illumina.
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5.2.4.3 Analyse des résultats de séquengage nouvelle génération

Apres séquencage, les séquences brutes sont prétraitées pour éliminer les amorces et les séquences
de mauvaise qualité ou contenant des erreurs de séquencage. Cette étape peut étre intrinseéque a la
plateforme de séquencage ou réalisée avec un logiciel tels Mothur (Schloss et al., 2009) ou QIME
(Caporaso et al., 2010). La bonne qualité des séquences conditionne la qualité des résultats de
séquencage. Pour alléger le traitement des données, les séquences ayant un pourcentage de
similarité prédéfini sont regroupées en OTUs (operational taxonomic unit). En régle générale, le
pourcentage de similarité dans une OTU est fixé a 97 % prenant en compte les erreurs de
séquencage et permettant de réduire le jeu de données. Ce pourcentage semble étre bien adapté
pour 'identification des régions ITS fongiques (Nilsson et al., 2008). Les OTUs seront assignées, apres
alignement, par comparaison avec des séquences de référence présentes dans des bases de données.
Pour les séquences bactériennes, les bases de données les plus utilisées sont SILVA, RBP (ribosomal
data project), Greengenes, GenBank (base de données de NCBI). Les bases AFTOL (assembling the
fungal tree of life) et UNITE sont des bases de données spécifiques pour les séquences ITS. La plupart
des séquences présentes dans les bases de données spécifiques aux ITS peuvent étre retrouvées
dans la base de données GenBank (Porter and Brian Golding 2011). L’étape d’identification des OTUs
peut se faire en utilisant différents algorithmes. Parmi les plus utilisés, il y a I'algorithme BLAST (Basic
Local Alignement Search Tool); qui utilise une matrice de similarité pour calculer des scores
d’alignements (E-value) entre la séquence d’intérét et les séquences de la base de données ; MEGAN
(algorithme du plus petit ancétre commun : phylogénétique) ou d’autres algorithmes utilisés dans les
logiciels de traitements de séquences (Mothur, QIME). Il semblerait que BLAST soit plus indiqué pour
I’analyse de données issues du séquencage haut débit, MEGAN étant plus approprié pour les petits
jeux de données. Par ailleurs, MEGAN serait plus fiable pour I’analyse de séquences de petites tailles
(<400 pb) tandis que BLAST aurait la meilleure couverture pour tous les rangs taxonomiques (Porter
and Brian Golding 2011). Il existe donc un grand nombre d’outils permettant le traitement des
données issues du séquencage, du nettoyage des séquences a |'assignation des OTUs.

5.2.5 Synthese des méthodes utilisées pour étudier la biodiversité dans les
bioaérosols

Le tableau 1 présenté ci-dessous est une synthése des méthodes employées pour I'étude de la
biodiversité dans les bioaérosols. Ce tableau ne se veut pas exhaustif mais a pour objectif de montrer
la variété de techniques d’analyse utilisées ainsi que les différents secteurs investigués. La
biodiversité dans les bioaérosols est principalement étudiée par des techniques d’identification
d’isolat aprés une mise en culture y compris pour des études récentes. La métagénomique est moins
utilisée pour I'analyse des communautés microbiennes dans les bioaérosols émis notamment en
milieu professionnel. Aucune étude permettant la caractérisation de la biodiversité microbienne
aéroportée en centre de tri par séquencage a haut débit n’a été rapportée.
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Table 1 Mesure de la biodiversité microbienne dans les bioaérosols via différentes méthodes d’identification

Pays

Environnement

Bioaérosols

Méthode

Référence

Portugal
Finlande
Finlande

Inde

Portugal

France

Portugal

Danemark
USA
USA

Australie
Pologne

France
Belgique
France
Danemark
Danemark

Suisse

Norvege

Tri et incinération des
déchets ménagers
Traitement des déchets
Traitement des déchets
Air urbain

Air intérieur :
habitations, garderie
d’enfants, écoles,
centres de soin pour
personnes agées
Etable, station de métro,
poulaillers
Recyclage des déchets

Recyclage du papier
Ecoles
Bureaux
Air urbain
Centre d’enfouissement
des déchets
Air intérieur, habitations
Air intérieur, habitations
Air intérieur, habitations
Production de semences
végétales
Collecte des déchets

Production de lait

Stations de métro

Champignons

Champignons
Champignons
Bactéries et
champignons
Champignons

Champignons

Champignons

Champignons
Champignons
Champignons
Champignons
Champignons

Champignons
Champignons
Champignons
Bactéries et
champignons
Bactéries et
champignons
Bactéries

Bactéries

Culture suivi par identification macro et microscopique

Culture suivi par identification macro et microscopique
Culture suivi par identification macro et microscopique
Culture suivi d’'une identification macro et microscopique

Culture suivi d’une identification macro et microscopique

Culture suivi d’identification

Culture suivi par identification macro et microscopique
Détection d’Aspergillus flavus, A. fumigatus et
Stachybotris chartarum par PCR
Culture suivi par identification microscopique
Méthodes cultures-dépendantes
Culture suivi d’identification des colonies
Culture suivi d’une identification microscopique
Culture suivi par une identification des colonies

Culture suivi d’une identification macro et microscopique
Culture suivi par une identification des colonies
Culture suivi d’une identification macro et microscopique
Culture suivi de spectrométrie de masse (MALDI-TOF MS)
Culture suivi de spectrométrie de masse (MALDI-TOF MS)

Culture suivi de spectrométrie de masse (MALDI-TOF MS)

Culture suivi de spectrométrie de masse (MALDI-TOF MS)

(Viegas et al., 2014)
(Tolvanen 2001)
(Lehtinen et al., 2013)
(Raghav et al., 2015)

(Madureira et al., 2015)

(Nieguitsila et al., 2007)

(Malta-Vacas et al., 2012)

(Breum et al., 1999)
(Cooley et al., 1998)
(Tsai et al., 2007)
(Irga and Torpy 2015)
(Breza-Boruta 2012)

(Reboux et al., 2009)
(Beguin and Nolard 1994)
(Dallongeville et al., 2015)
(Madsen et al., 2015)
(Madsen et al., 2016)
(Brandl et al., 2014)

(Dybwad et al., 2014)
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Danemark
Portugal
Chine
Finlande
Corée du
sud

USA

Jordanie

Pologne

France
Chine
Norvege
France

Canada
Chine

Danemark
Allemagne

Israél

Collecte des déchets
ménagers
Tri du verre

Milieux hospitaliers

Centre de traitement des
déchets
Centre de compostage

Production d’ceufs

Air urbain

Centre d’enfouissement
des déchets

Air intérieur : archives
du film francais
Traitement des eaux

Air extérieur
Etable, station de métro,
poulaillers
Elevage de volailles
Air extérieur, air
intérieur : bureau, hotel
Porcherie

Toit (extérieur) sur un
campus
Toit d’'un immeuble

Bactéries et
champignons
Bactéries et
champignons
Bactéries

Bactéries

Champignons et

Actinomycetes
Bactéries

Bactéries et
champignons

Bactéries et
champignons

Champignons

Bactéries et
champignons

Bactéries
Champignons

Bactéries
Bactéries

Bactéries et
champignons

Champignons

Champignons

Culture suivi d’une idenfication microscopique (champignons) ou
par tests biochimiques (API) pour les bactéries
Culture suivi d’une idenfication microscopique (champignons) ou
par tests biochimiques (API) pour les bactéries
Culture suivi d’une identification macro et microscopique, tests
biochimiques (API et VITEK)
Culture suivi d’'une identification macro et microscopique,
analyses chimiques (FAME)

Culture suivi d’'une identification macro et microscopique, tests
biochimiques (Biolog et API) et analyses chimiques (FAME)
Culture suivi d’une identification macro et microscopique, tests
biochimiques (Biolog)

Champignons : Culture suivi d’'une identification microscopique
Bactéries : Culture suivi de tests biochimiques (RapID CB® plus
system), séquencage (méthode non précisée)

Culture suivi de tests biochimiques (API) (bactéries),
identification macro et microscopique (champignons),
génotypage par PCR MP
Culture suivi de séquencgage (méthode non précisée)

Champignons: culture suivi d’identification
Séquencage clones bactériens (ABl 3730DXL DNA
Sequencer)

Séquencage de clones par « chain-termination method »
TTGE

DGGE
DGGE

Fluorescence in situ hybridization
Séquencage (ABI Prism 377 (Applied Biosystem)

Sequencgage
(GS FLX Titanium Platform)

(Nielsen et al., 1995)
(Pinto et al., 2015)
(Yu et al., 2015)
(Rahkonen 1992)
(Byeon et al., 2008)
(Wang-Li et al., 2012)

(Jacob et al., 2016)

(Fraczek and Kozdrdj 2016)

(Rakotonirainy et al., 2016)
(Guo et al., 2014)
(Fahlgren et al., 2010)
(Nieguitsila et al., 2007)

(Just et al., 2011)
(Shen et al., 2013)

(Kristiansen et al., 2012)
(Frohlich-Nowoisky et al.,

2009)
(Dannemiller et al., 2014)
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USA

USA
USA

Chine

Corée du
sud
Danemark

Chine
Suisse

Corée du
sud
Corée du
sud
USA
Hongrie

Salle de classe

Air urbain
Elevage de volaille

Mine de charbon
Porcherie
Production de semences
végétales
Mine de charbon
Production de lait
Porcherie

Air extérieur

Air intérieur : habitation
Compostage

Bactéries

Champignons
Bactéries et
champignons
Bactéries et
Archebactéries
Bactéries

Bactéries et
champignons
Bactéries et
champignons
Bactéries

Champignons
Champignons

Bactéries
Champignons

Séquencgage (454 GS-FLX multiplex identifiers)

Séquencage (454 FLX Titanium)
Séquencage (454 FLX Titanium)

Séquencage (454 FLX Titanium)
Séquencgage 454 FLX Titanium
Séquencage (Illumina)

Séquencage (454 FLX Titanium)
Séquencage (Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit)

Séquencage (lllumina HiSeq sequencing)
Séquencage (lllumina MiSeq)

Séquencage (Roche GS FLX)

Séquencage (ABI
310 Genetic Analyzer)

(Hospodsky et al., 2012)

(Yamamoto et al., 2012)
(Nonnenmann et al., 2010)

(Guo et al. 2015)
(Kumari and Choi 2015)
(Madsen et al., 2015)
(Wei et al., 2015)
(Brandl et al., 2014)
(Kumari et al., 2016)
(Lee et al., 2016)

(Miletto and Lindow 2015)
(Sebdk et al., 2015)
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6. Exposition professionnelle aux bioaérosols dans le secteur du
traitement des déchets

Des expositions aux bioaérosols ont été recensées dans divers secteurs d’activité tels que
I'agroalimentaire, les élevages, le traitement des eaux usées et le traitement des déchets. La
présente étude s’est focalisée sur ce dernier domaine d’activité.

6.1 Secteur du traitement des déchets
En France, un déchet est défini comme étant « tout résidu d’un processus de production, de
transformation ou d’utilisation, toute substance, matériau, produit abandonné ou que son détenteur
destine a I'abandon » par l'article L-541-1 du Code de I’environnement. Les produits qui sont
directement réutilisés sur leurs lieux de production ne sont pas considérés comme déchet. En 2012,
la France a produit 345 millions de tonnes de déchets dont 30 millions pour les ménages. Les déchets
ménagers et assimilés (déchets non dangereux provenant des entreprises) sont collectés par les
services municipaux puis traités dans différentes infrastructures. Au dernier recensement (2014), le
parc d’installations dédiées au traitement des déchets non dangereux comptait : 410 centres de tri,
626 centres de compostage, 228 centres de stockage, 126 centres d’incinération dont 115 sont
équipés pour la valorisation énergétique, 12 centres de méthanisation et 43 centres de tri mécano-
biologique. L'élimination des déchets par des filieres de valorisation matieére et énergétique est
favorisé avec environ 11 millions de tonnes de déchets non dangereux traités en centre de tri. Cette
tendance est dictée par I’'Union Européenne qui projette de recycler 50% des déchets ménagers d’ici
2020. Ceci explique la constante augmentation du nombre de centres de tri avec une progression de
265 a 410 installations entre 2000 et 2014 (ADEME 2017).

6.2 Organisation d’un centre de tri
Les centres de tri sont classés selon trois typologies par le rapport établi par 'ADEME en 2012
(ADEME and FNADE 2012). Le type « pelle a grappin » est trés peu mécanisé, le tri des déchets
s’effectue au sol avec une pelle et un grappin. Les centres de type « chaine manuelle » ont un niveau
d’automatisation intermédiaire, ils doivent posséder au moins une chaine de tri mécanisée et/ou une
cabine de tri manuel. Le troisiéme type est dit « chaine automatisée ». Malgré les différences de
typologie entre les installations, les centres de tri ont le méme plan de fonctionnement général
(figure 12). Les déchets sont acheminés dans une plateforme de réception, ou les camions sont pesés
sur un pont a bascule. La qualité des déchets est vérifiée visuellement dans les camions suivie d’un
contrdle plus approfondi pour éviter I'acheminement de déchets non admis (déchets dangereux). Les
déchets sont ensuite déchargés et entreposés, le plus souvent au sol. Un pré-tri mécanique et
manuel est ensuite effectué pour éliminer les déchets qui ne sont pas valorisables ou qui pourraient
perturber la chaine de tri (sachets plastiques). Le tri manuel est généralement réalisé en cabine, les
déchets sont acheminés sur des tapis roulant, I'opérateur répartit les déchets dans différentes
alvéoles situées en contrebas. Les cabines de tri et de pré-tri sont isolées, en hauteur, du reste de la
chaine par une enceinte fermée pour limiter les nuisances sonores et le risque de choc avec les
engins au sol. Le tri peut également étre mécanique (cribles) pour séparer les déchets en fonction de
leur forme, de leur taille ou de leur nature. Il peut étre complété par un tri plus automatisé qui utilise
des séparateurs magnétiques ou des appareils de tri optique. Les déchets sont ensuite conditionnés
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pour étre expédiés vers d’autres installations. Quatre types d’emploi sont identifiés dans les centres
de tri : les salariés travaillant comme opérateur trieur (avec une activité de contréle de la qualité des
produits triés), les caristes qui alimentent les trémies, vident les alvéoles et chargent les balles des
matériaux triés dans les camions, le personnel de maintenance et le personnel
d’encadrement/administratif. En 2012, le nombre de salariés dans les centres de tri est estimé a
7000 personnes (Cabaret and Follet 2013).

Quai de réception des déchets

[ Cabine pré-tri cartons J ( vre sas }

[ Séparateur rotatif, tri densitométrique

Tri magnétique \

Corps
Plats

[ Cabine de tri manuel }

Alvéoles de tri

Presse et stockage

Figure 12 Organisation générale d’un centre de tri des déchets. Les étapes en vert sont réalisées au sol avec parfois
I'intervention de véhicules, les étapes en bleu plein sont manuelles et exécutées en hauteur. Les étapes de tri cerclées
bleues sont automatisées et en hauteur. Pour finir, I'étape en violet peut étre manuelle ou automatisée en fonction des
centres de tri. En régle générale, les étapes manuelles sont exécutées sur des plates-formes en hauteur pour étre isolées
des véhicules au sol.

6.3 Exposition aux bioaérosols dans le secteur de traitement des

déchets
Le secteur du traitement des déchets est une source d’émission de bioaérosols (tableau 2). La plupart
des mesures sont réalisées en ambiance, il y a peu de données d’exposition des salariés aux
bioaérosols dans ce secteur. Les mesures d’ambiance montrent la présence de champignons, de
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moisissures et parfois d’endotoxines dans ces bioaérosols. Il semblerait que les concentrations en
moisissures mesurées dans I'air varient en fonction de I'activité associée au déchet : 4,3.10*+ 1,4.10*
UFC.m>dans un centre de tri; 3,7.10°+ 9,7.10° UFC.m™ pour la collecte des déchets (Park et al.
2013). La comparaison des résultats entre les études est difficile a cause du manque de
standardisation de I'analyse des données et de I'expression des résultats. Les résultats sont exprimés
par des moyennes (géométriques et/ou arithmétiques), des médianes et méme le nombre total de
colonies dénombrées dans les cultures. Le minimum et le maximum des valeurs mesurées ainsi que
|’écart-type viennent dans certains articles compléter les valeurs pour en améliorer I'interprétation
(Park et al., 2013). A la variabilité de I'analyse des résultats vient s’ajouter des différences dans la
stratégie de prélevement : appareil et durée de prélévement, type de filtre, débit des pompes... Cette
hétérogénéité ne permet pas de déterminer si les variations de concentrations en microorganismes
entre les études sont réelles ou si elles sont dues a des différences d’échantillonnage et d’analyse. La
biodiversité fongique ou bactérienne est peu étudiée. Elle est souvent caractérisée par des méthodes
culture-dépendantes comme lidentification macroscopique et microscopique. Les genres
majoritaires qui sont observés dépendent de I’étude. Ainsi, Aspergillus est le genre dominant dans un
centre de tri au Portugal (Viegas et al., 2014), tandis que Penicillium I'est au Danemark (Breum et al.,
1999). D’autres études recherchent une ou plusieurs espéces spécifiques en utilisant une détection
par PCR (Malta-Vacas et al., 2012 ; Viegas et al., 2014). Les analyses par identification aprés culture et
PCR sont sélectives et si elles apportent des informations essentielles, elles ne permettent pas une
caractérisation globale de la biodiversité fongique ou bactérienne. Les prélevements sont le plus
souvent réalisés ponctuellement, a un instant donné. Les variations de concentration ou de
composition des bioaérosols ainsi que les parametres pouvant influer sur ces données ne sont pas
étudiés. En Corée du sud, Park et son équipe ont étudié les déterminants de la concentration
fongique dans le secteur du tri des déchets (Park et al., 2013). lls ont analysé différents parametres
tels que le type d’activité, les conditions météorologiques avant et pendant le prélévement, le type
de gestion du centre, la nature du déchet... Hors il semblerait que la nature des déchets ainsi que leur
temps de stockage ont une influence sur les concentrations en microorganismes cultivables
(Schlosser et al., 2015 ; Gladding and Gwyther 2017). Mais la biodiversité, selon ces déterminants,
n’est pas renseignée. Les connaissances sur la composition des bioaérosols émis dans les centres de
tri et recyclage des déchets sont partielles. Pourtant, les effets néfastes sur la santé des salariés sont
manifestes et plusieurs revues scientifiques sur le sujet demandent une meilleure connaissance des
bioaérosols dans le secteur du traitement des déchets (Poulsen et al., 1995 ; Tolvanen 2004 ; Giusti
2009). Dans ce contexte, une caractérisation approfondie de la biodiversité fongique et bactérienne,
ainsi que l'étude de ses déterminants, dans le secteur de recyclage et tri des déchets sont
pertinentes et nécessaires. L'objectif sera d’augmenter les connaissances sur la composition des
bioaérosols dans ce secteur d’activité pour ensuite améliorer les connaissances sur les expositions
des salariés.
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Table 2 Mesures des particules biologiques dans le secteur du traitement des déchets avec deux stratégies de prélévement : prélévements d’ambiance (A) et préléevements individuels (1). Les
concentrations correspondent a des moyennes (moy), a des médianes (Med) ou a un nombre total de colonies dénombrées (nb UFC).

Pays Type d’activité Bioaérosols Biodiversité Résultats Références
Portugal Centre de recyclage des déchets Champignons Identifications sur 7508 UFC.m™ (nb UCF) (Viegas et
(A) criteres macro et Genre Aspergillus majoritaire al., 2014)
microscopiques (A. Niger, A. fumigatus, A. flavus)
Finlande Centre de tri optique des sacs de  Champignons, bactéries et Identification Champignons : 22x10" UFC.m'g(moy) (Lehtinen
déchets verts (A) endotoxines microscopique Genre Penicillium majoritaire etal.,
Bactéries : 68,9x10° UFC.m™ (moy) 2013)
Endotoxines : 10980 EU.m™ (moy)
Allemagne Cabines de tri (A) Champignons et bactéries Identification Champignons : 1,4x10° UFC.m" (med) (Reinthaler
microscopique A. fumigatus : 1,7x10* UFC.m™ (med) etal.,
Bactéries : 1,1x10° UFC.m” (med) 1999)
Danemark Centre de tri des papiers Champignons, spores Identification Champignons : 15x10° UFC.m (med) (Breum et
recyclables (A) fongiques, bactéries et macroscopique Spores : 14x10% UFC.m (med) al., 1999)
endotoxines (champignons) Bactéries : 3,6x10° UFC.m" (med)
Identification Endotoxines : 9,7 EU.m? (med)
métabolique Genre Penicillium majoritaire
(bactéries)
Corée du Recyclage (A) Champignons, bactéries, - Champignons : 4,3x10°+1,4x10* UFC.m™ (Park et al.,
sud bactéries Gram négatif (moy) 2013)
Bactéries : 3,1x10"+5,8x10° UFC.m™ (moy)
Bactéries Gram négatif : 3,2x104i5,9x103
UFC.m> (moy)
Pays-Bas Compostage (A) Champignons, bactéries - Champignons : 2x10° UFC.m™ (moy) (van
Gram négatif, endotoxines Bactéries Gram négatif : 6,7x10° UFC.m" Tongeren
(moy) etal,
1997)
Allemagne Compostage (A) Champignons et bactéries Identification Champignons : 6,5x10° UFC.m" (med) (Reinthaler
microscopique A. fumigatus : 1,2x10> UFC.m (med) etal.,
Bactéries : 4,5x10° UFC.m" (med) 1999)
Allemagne Compostage (A) Spores de champignons, - Spores : 10’ UFC.m™ (Bunger et
bactéries, actinomycetes Bactéries : 10’ UFC.m> al., 2000)
Actinomyceétes : 10° UFC.m"
Canada Collecte des conteneurs de Champignons et bactéries - Champignons : 6500 UFC.m™ (med) (Lavoie et
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Canada

Danemark

Corée du
sud

Allemagne

Danemark

Danemark

Finlande

Pays-Bas

déchets recyclables (A)

Collecte des conteneurs de
déchets recyclables (I)

Collecte des papiers recyclables
(A)

Collecte des déchets (A)

Collecte des déchets verts (A)

Collecte des déchets (A)

Collecte des déchets (1)

Centre de transfert des déchets
(A)

Centre de transfert des déchets
(A)

Champignons et bactéries

Champignons, bactéries et
endotoxines

Champignons, bactéries,
bactéries Gram négatif

Spores de champignons,
bactéries, actinomycetes

Bactéries et champignons

Bactéries et champignons

Champignons, bactéries et
endotoxines

Champignons, bactéries,
endotoxines

Identification
macroscopique
(champignons)
Identification
métabolique
(bactéries)

Culture suivi de
spectrométrie de
masse MALDI-TOF

Culture suivi de
spectrométrie de
masse MALDI-TOF

Identification
microscopique

Bactéries : 5250 UFC.m (med)
Champignons : 12850 UFC.m'3(med)
Bactéries : 5600 UFC.m'g(med)
Champignons : 0,91- 14x10° UFC.m™® (med)
Bactéries : 0,1-4x10°> UFC.m (med)
Endotoxines : 0,23-3,8 EU.m" (med)

Champignons : 3,7x103i9,7x102 UFC.m>
(moy)

Bactéries : 1,1x10"+2,8x10° UFC.m™ (moy)
Bactéries Gram négatif : 1,2x1044_r5,2x103
UFC.m> (moy)

Spores : 10° UFC.m™

Bactéries : 10° UFC.m>

Actinomycetes : 10" UFC.m™

Bactéries : 1,1 x 10 UFC.m’3(moy)
Genres majoritaires : Micrococcus,
Staphylococcus, Brevibacterium
Champignons : 5,7 x 10° UFC.m™ (moy)
Genres majoritaires : Penicillium,
Aspergillus

Bactéries : 261 UFC.m™ (moy)

Genres majoritaires : Micrococcus,
Staphylococcus, Brevibacterium
Champignons : 1,2 x 10° UFC.m™ (moy)
Genres majoritaires : Penicillium,
Aspergillus

Champignons : 3500 UFC.m™ (moy)
Bactéries : 1190 UFC.m™ (moy)
Endotoxines : 449 EU.m" (moy)

Genre Penicillium majoritaire
Champignons : 10° UFC.m>< (moy)
Bactéries : 2,1x10° UFC.m” (moy)
Endotoxines : 5,6 ng.m” (moy)

al., 2006)
(Lavoie et
al. 2006)
(Breum et
al., 1999)

(Park et
al., 2013)

(Blinger et
al., 2000)

(Madsen
etal,
2016)

(Madsen
etal.,
2016)

(Lehtinen
etal.,
2013)

(van
Tongeren
etal.,
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Partie 1 contexte bibliographique

Corée du
sud

Allemagne

Portugal

Transferts des déchets (A)

Centre d’enfouissement (A)

Centre d’incinération des déchets
(A)

Champignons, bactéries,
bactéries Gram négatif

Champignons et bactéries

Champignons

Identification
microscopique

Identifications sur
critéres macro et
microscopiques

Champignons : 1,0x10*+1,8x10 UFC.m™
(moy)

Bactéries : 1,7x10"+8,0x10° UFC.m™ (moy)
Bactéries Gram négatif : 2,2x104i9,5x103
UFC.m> (moy)

Champignons : 2,0.10° UFC.m” (med)

A. fumigatus : 2,7x10" UFC.m" (med)
Bactéries : 6,1.10° UFC.m (med)

3540 UFC.m™ (nb UCF)
Genre Penicillium majoritaire

1997)
(Park et al.,
2013)

(Reinthaler
etal.,
1999)

(Viegas et
al., 2014)
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Objectifs de la these

Le secteur du tri et recyclage de déchets est en pleine expansion, le nombre d’installations
augmentant, le nombre de salariés exposés aux bioaérosols est lui aussi en augmentation. Des effets
néfastes sur la santé suite a I'exposition de ces bioaérosols ont été observés. Pourtant, le secteur est
trés peu étudié. A I'heure actuelle, seules quelques mesures ont été effectuées dans des centres de
tri des déchets. Les analyses de dénombrement des microorganismes cultivables ont montré des
concentrations importantes notamment pour les moisissures (tableau 2). Or, ces techniques basées
sur le dénombrement des microorganismes suivi de l'identification des colonies sous-estiment Ila
diversité et la quantité de microorganismes présents dans les bioaérosols. La métagénomique basée
sur les NGS constitue une méthode qui permet de s’affranchir des limites de la culture et pourrait
représenter une bonne alternative. Cette technique a déja été utilisée par exemple pour étudier la
composition des bioaérosols dans plusieurs secteurs tels que I'air urbain (Yamamoto et al., 2012), les
mines de charbons (Guo et al., 2015), les élevages (Nonnenmann et al., 2010) ou le compostage
(Mbareche et al., 2017). Cette technique n’était pas utilisée au laboratoire. Par conséquent, avant
d’utiliser cette méthode, il était important de I'évaluer pour définir un processus de mesure robuste
et d’en identifier les limites.

Dans ce contexte, les objectifs de la these sont les suivants :

1) concevoir et étudier les caractéristiques d’une méthode d’analyse de la biodiversité dans les
bioaérosols ;

2) évaluer la biodiversité, bactérienne et fongique, dans les bioaérosols émis dans des entreprises du
secteur du tri des déchets ;

3) identifier les principaux déterminants de la diversité microbienne dans les entreprises investiguées
(conditions atmosphériques, intensité de I'activité, nature de I'activité, influence du jour de
prélevement....).
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Déroulement des travaux

Pour répondre aux différents objectifs, les travaux ont été organisés en plusieurs parties. La premiéere
étape a été consacrée a I'étude de faisabilité de la méthode de séquencage a haut débit pour
I’analyse des bioaérosols émis en situations professionnelles. L'étude des travaux publiés a permis de
faire le point sur les méthodes utilisables pour mesurer la biodiversité dans les bioaérosols et d’en
appréhender les limites. Elle a aussi permis de concevoir une méthode de mesure de la biodiversité
microbienne par des méthodes de métagénomique (NGS). Des échantillons ont été prélevés dans un
premier centre de tri avant le début de la these. Ce premier travail a permis d’introduire la technique
au laboratoire, de mettre en place les outils bio-informatiques pour I'analyse des séquences et
I'analyse des résultats qui seront nécessaires pour la suite des travaux. Cela a également permis
d’obtenir des premieres données de biodiversité par séquengage a haut débit dans le secteur
investigué et de montrer la faisabilité du processus global de mesure envisagé sur des échantillons de
bioaérosols. Cette premiére partie est I'objet de la partie 2.

Dans une seconde partie, la méthode a été caractérisée en analysant la biodiversité fongique via
différentes techniques dans des bioaérosols expérimentaux générés en laboratoire. Un consortium
de quatre souches de moisissures (Aspergillus niger, Cladosporium cladosporioides, Penicillium
brevicompactum et Wallemia melicolla) a été généré par bullage dans un banc de génération
développé a I'INRS (Simon et al., 2011, 2013). Les parametres de génération ont été standardisés
pour garantir la répétabilité et la reproductibilité des bioaérosols produits. Pour définir les avantages
et les limites de différents outils analytiques de la biodiversité, différentes techniques ont été
comparées : 1) culture vs séquengage a haut débit, 2) séquencage de I'ADNr 18S vs région ITS2, 3)
assignation des séquences par utilisation de I'algorithme BLAST vs méthode Wang exécutée sous
Mothur. L'efficacité de deux kits d’extraction d’ADN a également été comparée pour définir la
meilleure méthode a utiliser. Les quatre souches utilisées appartiennent aux genres fongiques
majoritaires retrouvés dans les bioaérosols prélevés dans le premier centre de tri. Les résultats ont
montré une complémentarité entre les résultats obtenus par culture et par séquencage a haut débit.
Cette partie a permis de choisir la cible de séquencage (ITS2) et la méthode d’assignation des
séquences (BLAST) qui seront utilisées pour la suite des travaux. Les résultats obtenus étant
méthode-dépendants, cela a également permis de démontrer la nécessité de standardiser la
méthode d’analyse pour les études de comparaison. Ces travaux sont détaillés dans la partie 3.

Le processus de mesure (appareil de prélevement, temps et débit de prélevement) défini dans le
chapitre 1 et le protocole d’analyse déterminé dans le chapitre 2 ont été déployés sur le terrain.
Pendant un an, la biodiversité dans les bioaérosols émis dans un deuxieme centre de tri a été
investiguée. La campagne a été réalisée dans un centre de tri d’ordures ménageres avec des mesures
effectuées tous les mois a cing points différents répartis au coeur des activités ainsi que dans un
bureau non contaminé par les déchets, représentant la référence intérieure. Outre la mesure de la
biodiversité, la campagne a permis de collecter des informations sur les concentrations en
microorganismes cultivables, la température et I'humidité relative de I'air, la quantité de poussiére
inhalable et des données sur la production de I'entreprise. Des mesures ont également été
effectuées toutes les semaines pour un mois précis et tous les jours pour une semaine précise. Il est
apparu une grande complexité des bioaérosols bactériens et fongiques avec des variations
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importantes en termes de nombre de taxons et de leur proportion au cours de l'année de
prélevement. Cependant, certains taxons majoritaires (phylum ou genre) ont été retrouvés a tous les
points dans I'entreprise et a chaque mois de prélevement. Pour expliquer I'origine de la variation de
la biodiversité, une analyse statistique approfondie a été menée. Cette analyse a permis de mettre
en évidence la différence de composition bactérienne et fongique entre les points dans I'entreprise
et la référence intérieure mais pas entre les différentes localisations du procédé de tri des déchets.
La biodiversité bactérienne est apparue comme non prédictible par les méthodes habituelles de la
statistique (réseaux bayésien, régression multiple, classification de Wang, modele linéaire général ou
moindres carrés partiels). Les données environnementales acquises lors de la campagne ne
permettent pas d’expliquer ni de prédire les variations observées. A ce stade, il semblerait que le
moment de prélevement conditionne les résultats de biodiversité bactérienne. Pour la biodiversité
fongique, I'approche par réseau bayésien a montré un regroupement des échantillons par saisons. La
globalité des résultats de la campagne de prélevement est présentée dans les parties 3 et 4.
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Partie 2: essai préliminaire de
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1. Résumé

L'objectif de ce chapitre était d’évaluer la faisabilité du séquencage a haut débit dans les
études de biodiversité microbienne dans les bioaérosols émis en situation professionnelle. Des
prélévements de bioaérosols ont été effectués dans un centre de tri en France. Le centre investigué
ne traite que des déchets dits « non dangereux » dont des journaux ou magazines ; emballages divers
en plastiques, métal ou cartons ainsi que d’autres types de déchets provenant des entreprises
(mobiliers..). Le centre traite environ 4000 tonnes de déchets par mois et emploie environ 50 salariés
pour les activités de tri réparties dans trois cabines de tri.

Dans une des cabines, dédiée au pré-tri des gros cartons, trois échantillons ont été prélevés
simultanément par filtration avec des cassettes fermées de 37 mm contenant un filtre en
polycarbonate. Les prélévements ont été réalisés avec un débit de 10 L.min™" pendant 5h. Un
échantillon a également été collecté a distance des activités de la méme maniére que les trois autres
pour constituer la référence dite « extérieure ». Apres le prélevement, les quatre échantillons ont été
transportés réfrigérés a 4°C puis conservés au laboratoire avant leur analyse dans les 24h suivant leur
réception. L'ADN a été extrait avec le kit FastDNA®SPIN kit for soil (MP Biomedicals,USA) pour
ensuite étre séquencé par un prestataire extérieur (INRA Transfert, France). Une région codant
I’ADNr 16S bactérien a été séquencée avec la technologie MiSeq d’lllumina tandis que la région ADNr
18S spécifique des eucaryotes a été séquencée avec une plateforme 454 de Roche. Le traitement
bioinformatique des séquences a également été réalisé par INRA Transfert avec deux pipelines
d’analyse développé dans le logiciel de traitement de séquences Mothur (Schloss and
Westcott,2009).

Les concentrations en ADN dans tous les échantillons étaient suffisantes pour permettre le
séquencage (moyenne des concentrations mesurées par spectrophotométrie: 6 ng.uL?). Les
résultats ont montré une différence de composition entre les bioaérosols prélevés dans la cabine de
pré-tri et la référence extérieure et ce pour les biodiversités bactériennes et fongiques. Plus de 80%
des lectures (reads) bactériennes ont pu étre assignées au niveau du phylum et 50% au niveau du
genre. Les principaux phyla retrouvés dans les bioaérosols émis dans la cabine étaient les Firmicutes
(29%) et les Proteobacteria (35%). Les Actinobacteria et Bacteroidetes également en proportions
importantes constituant 9% et 7% des lectures. Les dix OTU (Operational Taxonomic Unit ou unité
taxinomique opérationelle) eucaryotes majoritaires représentaient 95% des lectures dans les
échantillons prélevés dans la cabine avec une prédominance des genres Aspergillus (21%) et
Penicillium (64%) tandis que Cladosporium spp. représentait le genre majoritaire dans la référence
extérieure (45%).

Cette premiere étude a permis de détecter 4 phyla et 112 genres bactériens ; 3 phyla et 22
genres fongiques. Les bioaérosols avaient une composition complexe supérieure a celle observée
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dans les études précédentes utilisant les techniques par culture. D’aprés ces premiers résultats, il
semblerait que la composition des bioaérosols émis dans la cabine ait une composition différente de
celle de bioaérosol en absence de déchets. Ces données doivent étre confirmées par une campagne
de prélevement réalisée a plus grande échelle. Le séquencage a haut débit est une méthode adaptée
aux mesures de biodiversité des bioaérosols émis dans les centres de tri. Le processus global de
mesure a pu étre défini avec un prélevement sur filtre polycarbonate dans une cassette fermée de 37
mm, a un débit de 10 L.min™ pendant 5h. C’est ce protocole de mesure qui sera appliqué pour la
poursuite des prélevements de bioaérosols en milieux professionnels. La biodiversité eucaryote étant
majoritairement composée de champignons, le séquencage d’une cible plus spécifique aux
champignons comme la région ITS est envisagée.
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ABSTRACT

Waste sorting activities are source of occupational bioaerosol exposures that are associated with
several health disorders. New analytical tools, based on next generation sequencing (NGS)
technologies, provide powerful methods to assess the microbial composition of bioaerosols. The
objectives of the study were (1) to assess the feasibility and the repeatability of NGS based
biodiversity measurements and (2) to study the microbial biodiversity using NGS in bioaerosols
emitted in a waste sorting plant (WSP). Three stationary parallel samples were collected in a sorting
cabin using closed-face cassettes equipped with polycarbonate membranes. Bacterial and fungal
diversity was assessed by sequencing 16S and 18S rDNA genes using either Illumina sequencing or
454 pyrosequencing methods. At sampling point, airborne bacteria were dominated by
Proteobacteria, Firmicutes and Actinobacteria with prevailing genera assigned to unclassified
Enterobacteriaceae, Staphylococcus, Acinetobacter, Leuconostoc, Pseudomonas and Lactobacillus.
Airborne fungi were dominated by Ascomycota with prevailing genera assigned to Penicillium,
Aspergillus, Rhizopus, Wallemia and Hemicarpenteles. The NGS biodiversity measurements revealed
a higher biodiversity bioaerosols that previously reported for WSP in studies carried out using culture
methods followed by identification of microorganisms. These results provide the first survey about
taxonomic biodiversity in bioaerosols from WSPs using high-throughput sequencing.

Keywords: Waste sorting plant, Bioaerosol, Occupational exposure, Biodiversity, Next-generation
sequencing, 16S rDNA lllumina sequencing, 18S rDNA 454 pyrosequencing

INTRODUCTION

Household waste sorting activities are source of occupational exposure to bioaerosols
including bacteria, fungi, endotoxins, (1,3)-B-D-glucans as well as inhalable dust (Breum et al., 1999 ;
Gladding et al., 2003 ; Hebisch and Linsel, 2012 ; Schlosser et al., 2015). Studies carried out in waste
sorting plants (WSP) reported health disorders such as non-allergic symptoms (chronic bronchitis and
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mucous membrane irritations) as well as allergic symptoms (allergic asthma, allergic rhinitis and
hypersensitivity pneumonitis) among the population of WSP workers exposed to bioaerosols
(Gladding et al., 2003; Ivens et al., 1997; Perez et al., 2006).

Bacteria, fungi and viruses found in bioaerosols at the workplaces, as well as the associated
microbial compounds such as endotoxins, (1,3)-B-D-glucans, mycotoxins and allergens, were
presented as the possible causative agents of occupational diseases (Douwes et al., 2003 ; Eduard et
al., 2012). However, the complex composition of bioaerosols still prevents identifying the specific
microbial agents responsible for health effects as well as their precise role in symptoms. As a
consequence, the dose-response relationships have not yet been established for most of non-
infectious airborne microorganisms and no occupational exposure limit values are available. Thus,
defining the precise composition of the bioaerosols to which employees are exposed to would
provide a better understanding of biological risks at the workplaces.

So far, the microbial biodiversity data published in (WSP) were obtained by cultivation of
microorganisms on nutrient media prior to identification. The corresponding studies found that the
dominant fungi belonged to Penicillium sp., Aspergillus sp., Cladopsorium sp. (Breum et al., 1999;
Lehtinen et al., 2013; Tolvanen, 2001; Viegas et al, 2014). However, the culture method
underestimates the total number of microorganisms in samples as dead cells and microorganisms at
viable but non cultivable (VBNC) state due to the selecting effect of culture media and cultivation
conditions (Amann et al., 1995; Heidelberg et al., 1997). Thus, the cultured based biodiversity
measurements previously performed in WSP surely have underestimated the real microbial taxon
richness.

Advances in molecular biology and Next-generation sequencing (NGS) provided new
powerful methods for biodiversity studies (Cuadros-Orellana et al., 2013). These molecular methods
were already used in bioaerosol studies carried out in different occupational environments such as
composting facilities (Partanen et al., 2010), wastewater treatment plants (Lin et al, 2014), and
swine houses (Kumari and Choi, 2015). NGS overcame the limitations of culture based methods and
provided useful data (greater observed biodiversity, detection of non-preponderant taxa etc.) for a
better understanding of the microbial communities to which workers may be exposed. However, the
NGS have also some limitations due to the DNA extraction efficiency, PCR (Polymerase Chain
Reaction) biases or the short size of the amplified DNA fragments which do not allow the
identification at the species level. Nevertheless, the NGS could provide additional information as
compared to culture-based methods (Yoo et al., 2017). To date, metagenomics methods were not
applied to investigate the microbial biodiversity found in WSP. The aims of the present study were (1)
to assess the feasibility and the repeatability of NGS based biodiversity measurements in WSP and (2)
to apply this method in order to study the bioaerosol microbial biodiversity in bioaerosols emitted in
a WSP.

MATERIALS AND METHODS

Description of the WSP

Bioaerosol biodiversity was assessed in July 2014 in a French WSP sorting journal
newspapers, papers, cardboards, food packaging and other sorting wastes (4000 tons per month).
The WSP employed about 50 workers mainly dedicated to manual sorting in three cabins.
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Bioaerosol sampling

Three stationary parallel samples were collected in a cardboard sorting cabin (SC) and one
outdoor reference (OR) sample was also collected at about 50 m upwind far from the WSP boundary
to determine the background level. Bioaerosols were sampled with 37 mm closed-face cassettes
(CFC) equipped with a sterile polycarbonate filter (Nuclepore®, 0.8 pm pore size) and a backing
cellulose pad (Millipore®, thick cellulose absorbent pad). The cassettes were connected to constant
flow pumps (Bravo, Tecora, France) and sampling was performed at a flow rate of 10 L.min™. The
flow rate was calibrated before and after sampling using a flow meter (Mass Flowmeter 4040, TSI
Inc., USA). Sampling devices were placed at 1.7 m above ground level and the sampling was
conducted for five hours during the work shift. Temperature and relative humidity were monitored
using a portable device (Thermohygrometer B6285C Pocket, Fischer, France) at the beginning and at
the end of each sampling. Bioaerosol samples were transported to the laboratory during the day of
sampling using a cold box and were then stored at 4°C until analysis. All samples were analyzed
within 24 hours after being collected.

DNA extraction

A volume of 10 mL of a sterile solution (0.01 % Tween 80 in ultra-pure water) was introduced
into the cassettes by the inlet. The cassettes inlets and outlets were closed with a cap and placed on
a rocker (HeiIdoIph®, Multi-Reax shaker) at 2000 rpm for 20 min, at room temperature. DNA
extraction was performed with 500 pL of the subsequent elution solution with FastDNA” SPIN kit for
soil kit (MP Biomedicals, Illkirch, France) according to the manufacturer’s instructions. The DNA
concentration was measured using Nanodrop 2000c spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific,
lllkirch, France). Mean concentrations observed in all samples was 6.17+1.30 ng.uL™. The DNA
samples were stored at -20°C until sequencing.

DNA sequencing and sequence data analysis

DNA purification, amplification, sequencing and reads analysis were achieved by INRA
Transfert Environnement (Narbonne, France). Bacterial 16S rDNA gene (V4-V5 variable region) was
amplified using the universal primers F-GTGYCAGCMGCCGCGGTA and R-CCCCGYCAATTCMTTTRAGT.
The universal primers used for Eukaryota ~ DNA  amplification were w553
CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGCGGTAA TTCCAGCTCCAA and w554
GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTTGGCAAAT GCTTTCGC, targeting the V1 variable region of
Eukaryota 18S rDNA. Each PCR mixture consisted of: 5 uL of DNA template, 4 pyL of dNTPs (25 mM), 1
uL of each primer (100 ng.uL™), and 0.5 pL of Taq polymerase in a total volume of 50 pL. . A PCR cycle
was 2 min at 95°C (denaturation step), 1 min at 56°C or 65°C for 18S or 16S rDNA amplification
respectively (annealing step) followed by 1 min at 72°C (elongation step). Bacterial 16S rDNA was
sequenced using MiSeq technology (lllumina, San Diego, USA). The Eukaryota 185 rDNA was
sequenced using GS-FLX pyrosequencer (454 Life Sciences, Branford, CT, USA).

The preprocessing of sequence analysis was performed using a Mothur pipeline version
1.33.2 (Schloss et al., 2009) developed by INRA Transfert Environnement. After trimming and
denoising, barcodes, primers and homopolymers longer than 8 pb were removed. Chimera were
detected and deleted using UNCHIME (Edgar et al., 2011) executed in Mothur. Reads with 100 per
cent of identity were clustered into a unique sequence. Then, sequences were clustered into
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Operational Taxonomic Units (OTU) at a threshold of 97 % sequence similarity. Bacterial taxonomy
assignments were performed using the Mothur platform (“average” method) using SILVA database.
The ten dominant eukaryotic OTUs were identified at the genus rank at 95% sequence similarity
using BLASTn algorithm in Genbank (NCBI database; https://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

The Shannon’s index, H’, was calculated with the following formula: H’=- 5 Pi x InPi, where
Pi= Ni/N, Ni is the OTU number in a genus and N is the total OTU number. The Simpson’s index, D,
was calculated with the following formula: D = 3 (Ni x (Ni-1)/N x (N-1)). The Simpson’s index
measures the probability that two OTU chosen randomly will be associated with the same taxon (in
that case the genus). The more the index value is near the value 0, the more the taxa are present in

different proportions. On the contrary, the more the index value is near 1, the more the taxa are
present in the same proportion. The values of Shannon’s index are between 0 and InS, the total taxa
number and values of Simpson’s index are between 0 and 1.

Repeatability of the biodiversity measurement process

The repeatability of the bioaerosol measurement process was assessed on the 16S rDNA
OTUs found in the three parallel replicate samples collected in the SC. Simple descriptive statistics of
the proportions of each phylum were calculated. The arithmetic mean (AM) and the arithmetic
standard deviation (SD) allowed computing the coefficient of variation (SD / AM). The average
coefficient of variation (CV) of all phyla was also computed and assumed as representing the degree
of similarity between the three samples. The AM and the CV were also calculated for Shannon’s and
the Simpson’s indexes from the replicates samples. The calculation of simple descriptive statistics of
the proportions of each phylum revealed CV values below 10 % (data not shown). For example, the
proportion of Proteobacteria was 34.57 % in SC1, 34.37 % in SC2 and 33.04 % in SC3 which
corresponds to a CV(Proteobacteria) equals 2%. Furthermore, the average coefficient of variation of
all phyla was 9%. Descriptive statistics calculated from the replicates samples regarding the
proportions of phyla revealed CV values below 10 %. The calculated CV for the Shannon’s and the
Simpson’s indexes were below 6 %. These statistics suggest that bacterial and Eukaryota biodiversity
can be assumed as repeatable.

RESULTS

The biodiversity was estimated in the sorting cabin (SC) (three replicates) and compared to
that of the outdoor reference (OR).

Environmental and working conditions

The temperatures monitored in July 2014 in the SC and in the OR were 28°C and 29°C,
respectively. The relative humidity of the air at the same points was 51% and 46% respectively.
During the sampling, the working activity in the WSP was continuous and regular and no particular
malfunction such as stopping in the sorting line occurred. Two operators were working in the
cardboard sorting cabin.

Assessment of biodiversity using deep sequencing

The outlines of high-throughput sequencing data obtained in the study are given in Table 3.
For bacterial 16S rDNA, lllumina sequencing provided about 78,600 reads in the OR sample and
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between 69,600 and 100,000 reads in the SC samples (Table 3). This corresponds to 581 OTU in the
OR sample and between 842 and 1,233 OTU in the SC samples. More than 80% of the sequences
were assigned to bacterial OTUs in all the samples. The Shannon’s indexes were from 6.41 to 6.60 in
the SC samples and 4.24 in the OR one (Table 3). In the three replicates, the mean Shannon’s index
was 6.48+0.10 (CV=1.61%). The Simpson’s indexes were 0.1 in the OR and 0.02 in the SC samples,
indicating that dominant bacterial genera were present in the two areas. For Eukaryota 18S rDNA,
454 pyrosequencing provided about 6,600 reads for in the OR sample and between 14,546 and
21,206 reads for the SC samples (Table 3). This corresponded to 15 OTUs in the OR sample and about
40 OTUs in the SC. The Shannon’s indexes were 1.83 in the OR and 1.25+0.07 (CV=5.60%) in the SC.
The Simpson’s indexes were 0.25 in the OR and about 0.45 in the SC.

Table 3 Overview of high-throughput sequencing data obtained from bioaerosol samples taken in the WSP.

Parameters SC1 SC2 SC3 OR
Bacterial 16S rDNA’
Number of reads 100,895 100,2115 69,655 78,603
Number of OTU 1233 1326 842 581
Number of unique sequences 218 233 255 262
Simpson’s index 0.02 0.02 0.02 0.1
Shannon’s index 6.43 6.60 6.41 4.24
Eukaryota 18S rDNA®
Number of reads 14,546 16,082 21,206 6,588
Number of OTU 38 42 41 15
Number of unique sequences 3 5 2 1
Simpson’s index 0.44 0.46 0.49 0.25
Shannon’s index 1.30 1.28 1.17 1.83

Bioaerosol samples were collected in the Sorting Cabin (SC) and in the Outdoor Reference (OR).
®: lllumina sequencing; ®. 454 pyrosequencing.

Taxonomic diversity of airborne bacterial communities

The phylogenetic taxonomy analysis assigned more than 80% of the reads at the phylum
rank, 70% at the family rank and 60 % at the genus rank (see supplementary data Table S1).

The four main phyla found in bioaerosol samples were Actinobacteria, Firmicutes,
Proteobacteria and Bacteroidetes (Figure 13). They accounted for about 80% of the total reads for
the SC and 83% for the OR. Unidentified 16S sequences represented 17% and 12% in the SC and in
the OR, respectively. The other found phyla belonged to Chloroflexi, Cyanobacteria, Deinococcus-
Thermus and Planctomycetes and account individually for less that 2.5 % of the total reads.
Actinobacteria, Firmicutes and Bacteroidetes showed higher proportions in the SC than in the OR
(Figure 13). Indeed, Actinobacteria and Firmicutes appeared to be more preponderant in bioaerosols
that were emitted in the SC. Proteobacteria were the predominant phylum in all samples and in
higher proportion in the OR sample.

At the family rank (see supplemental data Table S2), the specific richness was higher in the SC
(78 families) than in the OR (59 families) samples. Most of these families belonged to the
Proteobacteria phylum (26 in the SC and 23 in the OR) which accounted for 32% of the reads in the
SC and 58% in the OR. In addition, 25% of the reads were assigned to Firmicutes families in the SC
whereas they only account for 6.3% in the OR. The 20 main families found in the sorting cabin are
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represented in the Figure 14. The proportion of these families was between 9.34%
(Entorobacteriaceae) and 0.83% (Aerococcaceae) in the SC and accounted for 57% of the bacterial
reads. Others predominant families were Staphylococacceae (6.0%) and Pseudomonadaceae (5.0%).
The analysis of sequences at the genus rank revealed 112 bacterial genera in the SC samples
(Table S3). Dominant airborne bacteria in SC samples were unclassified Enterobacteriaceae (8.38 %),
Staphylococcus (5.63 %), Acinetobacter (4.48 %), Leuconostoc (3.07 %), Pseudomonas (2.99 %),
Lactobacillus (2.27 %), unclassified Planococcaceae (2.15 %) and Brevibacterium (2.04 %). The
analysis of sequences at the genus rank also highlighted differences between SC and OR. In the SC, 11
genera were observed with a 20-fold higher than in the OR (see Table S3). These 11 genera
accounted for 25% (< 1% in the OR) of total bacterial reads and belonged to Staphylococcus,
Enterococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc and Brevibacterium.

Chloroflexi
Acidobacteria
Deinococcus-Thermus

Planctomycetes

mSC
OR

Cyanobacteria

Unidentified

Bacteroidetes

Actinobacteria

Firmicutes

Proteobacteria

0.001

o
o
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0.10 1.0
Proportion of sequences (%)

=
o
=}

100.0

Figure 13 Bacterial biodiversity at the phylum Rank in bioaerosols from the WSP. Bioaerosol samples were collected in the
Sorting Cabin (SC) and in the Outdoor Reference (OR). For practical reasons, only the mean of sequencing data from SC1,
SC2 and SC3 are presented.
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Figure 14 Bacterial biodiversity at the family rank in bioaerosols from the WSP.

Bioaerosol samples were collected in the Sorting Cabin (SC) and in the Outdoor Reference (OR). Data are given for the 20
dominant families found in SC samples. For practical reasons, only the mean of sequencing data from SC1, SC2 and SC3 are
presented. *: corresponds to Bacteroidetes.

Biodiversity of airborne Eukaryota communities

The phylogenetic taxonomy analysis of 18S rDNA sequences revealed the occurrence of living
organisms belonging to the Fungi and the Plantae kingdoms and assigned more than 99 % of the
reads at the phylum rank in the 4 collected samples (Table S1).

In SC samples, Fungi represented 99.4 % of the reads and the remaining ones were assigned
to Plantae (0.12 %) or remained unidentified (0.44 %). The three main fungal phyla found in
bioaerosol samples were Ascomycota (91.1 %), an early diverging fungal lineage [Mucor and
Rhizopus] (4.64 %) and Basidiomycota (3.70 %). Twenty two fungal genera were found. The ten
dominant fungal OTUs represented 98.5 % of eukaryotic OTUs with a predominance of the
Penicillium, Aspergillus and Rhizopus genera (Figure 15.a). Wallemia was the dominant
Basidiomycota genus found in SC samples.

In the OR sample, Fungi and Plantae represented 70.0 % and 29.9 % of the reads,
respectively, and the remaining ones were unidentified (0.1 %). The two fungal phyla found in
bioaerosol samples were Ascomycota (59.0 %) and Basidiomycota (11.0 %); fungi belonging to the
early diverging fungal lineage were not found. The dominant outdoor fungal genera were
Cladosporium (45.2 %), unidentified Ascomycota (8.3 %), Oligoporus (7.3 %), unidentified
Basidiomycota (3.6 %) and, Penicillium (3.5 %). Biodiversity also consisted of others Eukaryota such as
Viridiplantae (Figure 15.b).
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Figure 15 Fungal biodiversity at the genus rank in bioaerosols from the WSP.

Bioaerosol samples were collected A: in the Sorting Cabin and B: in the Outdoor Reference. For practical reasons, only the
mean of sequencing data from SC1, SC2 and SC3 are presented.

DISCUSSION

Bacterial and fungal biodiversity in the WSP

Very few data have been published regarding the biodiversity of airborne bacterial and
fungal particles in industrial plants sorting household waste. Furthermore, the available biodiversity
data were obtained by culture of microorganisms followed by macroscopic and/or microscopic
identification as well as biochemical identification. Thus, we have found no equivalent results in
previous published studies to which our findings could be compared to.

The first analysis of NGS data indicates a higher biodiversity in samples collected in the SC as
compared with the outdoor one. Furthermore, biodiversity indexes showed that bacterial
biodiversity was higher than Eukaryota biodiversity. Fungal genera were more present in equi-
proportion than bacterial genera.

For airborne bacteria, in a plant located in Finland where household wastes were sorted,
bioaerosols were dominated by unidentified Gram-positive and Gram-negative cultivated bacteria
and by bacteria belonging to Pseudomonas, Bacillus and Micrococcus (Rahkonen, 1992). In a Danish
paper sorting plant, Breum et al., found that airborne cultivated bacteria were dominated by Gram-
positive bacteria, including Staphylococcus and Bacillus species, and Actinomycetes (Breum et al.,
1999). Cultivated bacteria belonging to Staphylococcus, Bacillus, Streptococcus, or Micrococcus
genera were also found in others studies carried during landfill (Breza-Boruta, 2012), glass sorting
(De Vasconcelos Pinto et al., 2015) and waste collection (Nielsen et al., 1995; Madsen et al., 2016). In
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these studies, bacterial identification was usually achieved on a limited number of colonies and using
Gram staining, metabolic tests, gas chromatography or mass spectrometry after cells culture. Data
from previous biodiversity studies in the waste treatment sector provided similarities with our results
regarding dominant bacterial taxa such as Staphylococcus, Pseudomonas, and actinomycetes. They
also provided differences as Bacillus was not found in great portion in our study as compared
previous published ones. Differences found in bacterial taxa might be explained by the methods used
for assessing biodiversity as well as the geographic and climatic changes in bioaerosol biodiversity
(Smets et al., 2016). Furthermore, due to the limits of the sequencing methods, the bacterial
biodiversity could not be assessed at the species level in the study. Indeed, the DNA fragments
sequenced by the Illumina technology were too short and the genetic target was too preserved to
allow identification at the species level with a good accuracy. So, the NGS provided insufficient
information for an accurate bacterial risk evaluation. To assess the bacterial risk, others methods
such as the identification of cultured bacteria using MALDI-TOF could be used in addition with the
sequencing.

For airborne fungi, findings from our study are in agreement with previous published studies
for similar activities. Indeed, airborne cultivated fungi belonging to the Penicillium genus was found
prevalent during sorting of household waste, while the Aspergillus, Rhizopus, Cladosporium,
Geotrichum, and Chrysonilia genera were also common (Breum et al., 1999; Tolvanen, 2001;
Tolvanen and Hanninen, 2006; Malta-Vacas et al., 2012; Lehtinen et al., 2013; Viegas et al., 2014).
Aspergillus fumigatus was also detected in bioaerosol samples collected in WSP by the culture
method (Tolvanen 2001; Tolvanen and Hanninen, 2006) as well as by PCR (Malta-Vacas et al., 2012).
The genus Penicillium was also found to be dominant in other studies carried during out glass sorting
(De Vasconcelos Pinto et al., 2015) and during waste collection (Madsen et al., 2016). In the latter
study, the authors found 11 Penicillium species as P. brevicompactum, P. camemberti or P.
chrysogenum after identification of colony using MALDI-TOF MS. They also observed 6 Aspergillus
species inclunding A. nidulans, A. niger and A. versicolor. This suggests that a substantial biodiversity
can be found at the species level in bioaerosols emitted during waste collection. Such a biodiversity is
expected in waste soring plants, however, as for the bacterial biodiversity, the methods used in the
present study did not allow identifying the fungal sequences at the species level.

The NGS biodiversity data from the present study revealed a far more important diversity
than expected from the culture data as 112 different bacterial genera. In others studies, the authors
observed from 20 bacterial genera and up to 38 bacterial species using culture-based methods
(Rahkonen, 1992; Nielsen et al., 1995; Breum et al., 1999; De Vasconcelos Pinto et al., 2015; Madsen
et al., 2016). The fungal diversity was more important than expected from culturing approach since
22 different genera were identified in our study versus only 2 to 8 in previous reports (Breum et al.,
1999; Tolvanen, 2001; Tolvanen and Hanninen, 2006; Malta-Vacas et al., 2012; Lehtinen et al., 2013;
Viegas et al., 2014). Thus, NGS provides a deeper accuracy of the types of microorganisms to which
WSP workers might be exposed. To our knowledge, these results are the first report of bacterial and
fungal biodiversity survey, using a metagenomics approach, published about bioaerosol emitted in
waste sorting plant.

Cardboard sorting cabin vs. Outdoor

The first analysis of high-throughput sequencing data indicates a higher biodiversity in
samples collected in the WSP than in the OR. The dominant bacterial genera were different in the OR
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and in the SC and the composition of bioaerosols were different in the two areas whatever the taxon
rank considered. Differences in biodiversity were also observed between OR and SC samples; the
outdoor Eukaryota community was specifically dominated by Cladosporium and Plantae. Such
differences were already reported regarding the fungal community (Malta-Vacas et al., 2012; De
Vasconcelos Pinto et al.,, 2015). Our findings showed that WSP workers are exposed to a specific
bioaerosol at their workstation.

Significance of NGS biodiversity findings

Several bacterial genera found in the present study were associated with human or animal
skin, mucous membrane or intestinal tract such as, Staphylococcus (Schleifer and Bell 2009),
Enterococcus (Svec and Devriese 2009) and Streptococcus (Whiley and Haride 2009). Bacteria from
dairy milk or meat were also found such as Lactobacillus (Hammes and Hertel 2009), Lactococcus
(Teuber 2009), Leuconostoc (Holzapfel et al. 2009), and Brevibacterium (Brennan et al. 2002).
Bacterial biodiversity in the SC appears related to the occupational activities due to the origin of
waste (domestic environment) as well as the presence of workers. This might explain the differences
observed between the two sampling area.

The fungal genera found in our study include species that were associated with allergenic
symptoms, opportunistic infection in immunosuppressed patients (Aspergillus fumigatus) or known
as MVOC or mycotoxin producers (Fischer et al. 2000). The phylogenetic taxonomy analysis of 18S
rDNA sequences allowed highlighting the occurrence of slow growing fungi belonging to the
Stachybotrys and the Wallemia genera. These genera include harmful species that were almost never
cited in previous works. Thus, culture based methods provide essential information, but they do not
allow a global characterization of Eukaryota biodiversity. This confirms that NGS may provide a new
view regarding the types of microorganisms to which WSP workers might be exposed to.

Limits and perspectives of the study

The present study was carried out with a limited number of samples and only three
occupational bioaerosols and one reference were analyzed. This is not enough to draw definitive
conclusion about the exposure of workers to microorganisms at the sorting plant. Indeed, due to the
complexity of the bioaerosols composition and to confirm the difference between the sorting cabin
and the outdoor reference, additional samples need to be collected in order to confirm these first
results of biodiversity in a waste sorting plant. Data analysis showed that the Simpson’s and
Shannon’s indexes were very close among the three replicates. Furthermore, the proportions of
bacterial families found in the WSP bioaerosol appeared in the same range from a sample to another
one. This suggests that the biodiversity measurement process is repeatable but additional statistical
analyses are needed to comfort this. The study shows the usefulness of NGS based biodiversity
measurements for occupational hygiene purposes in WSP but additional research is required to
investigate more precisely the microbial composition of bioaerosols in this environment. Especially,
studies are needed with more numerous bioaerosol samples collected in different WSP, at different
working area in WSP and also at different moment of the year. The NGS is a qualitative method, to
get a better understanding of the microbial exposure; the microbial concentration must be assessed
using molecular biology methods such as gPCR or culture-based ones.

In the study, the 18S rDNA what used as target gene for the assessment of fungal biodiversity
in bioaerosols. This approach reveals that Fungi were the most Eukaryota communities in the sorting
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cabin. Furthers studies, should focus on fungal biodiversity using the ITS (internal transcribed spacer)
barcode which give a better taxonomic resolution for Fungi (Schoch et al., 2012).

NGS technologies have also some biases that were not addressed in our investigation. The
metagenomics DNA must be of good quality to allow its sequencing. Biodiversity studied by NGS is
also affected by the DNA extraction efficiency. Indeed, some microbial species can be preferably
extracted depending on the DNA extraction method (Haugland et al., 1999). In addition, errors were
reported due to PCR biases in the sequences library preparation and to data analysis (sequences
alignment). lllumina technologies provide short reads (150 pb for HiSeq and 250 pb for Miseq), these
shorts reads are aligned with reference sequences to get a match probability. The incorrect
annotation of reference sequences in the database can introduce mistakes in data analysis (Nilsson
et al., 2006, Yamamoto et al., 2014). Because of these facts, the biodiversity, in our study, can only
be assessing at the genus level (deeper assignment). But, an assessment of biodiversity at the species
level is possible with an increase of the reads size using another sequencing technology as PacBio
sequencing. Furthermore, a sequencing of the entire ITS region, rather than the ITS2 sequencing, can
provide an accurate method to assess the fungal biodiversity at the species level (Yamamoto et al.,
2014). Error factors due to NGS methods are sometimes not suspected by the users or difficult to
suppress. Previous studies showed that bioinformatics steps can reduce the impact of these factors.
(Bellemain et al., 2010; Ovaskainen et al., 2010; Gihring et al., 2012; van Dijk et al., 2014 ; O’'Rawe et
al., 2015). Biodiversity studied by NGS is also affected by the DNA extraction efficiency and as well as
the accuracy annotation of the sequences in the data basis (Nilsson et al., 2006, Yamamoto et al.,
2014). Nevertheless, NGS is a useful approach to describe microbial communities in occupational
area, in addition to cells culture methods. To improve the biological risk evaluation, the colonies can
be identified using MALDI-TOF MS for identification at the species level of the main culturable genera
which has been demonstrated to provide complementary data as compared to Illumna sequencing
(Madsen et al., 2015). The metagenomics approach makes it possible to assess the microbial diversity
as never before by removing the limits of the microbial culturability biasing the previous biodiversity
studies. On the other hand, if the sequencing showed a higher biodiversity at the genus level, it did
not provide any information about the bacterial or fungal species present in the bioaerosols. In
furthers studies, an identification of microbial colony could be performed in addition to the
sequencing to get information about the microbial biodiversity at the species level. The use of
metagenomics made it possible to describe for the first time the biodiversity of bioaerosol in WSP
overcoming such culture bias and provided a finer description of bioaerosol composition that may be
inhaled by exposed WSP workers.

CONCLUSION

In the present study, the bacterial and fungal abundance in bioaerosols from a WSP treating
household waste were revealed for the first time using 16S rDNA Illlumina sequencing and 18S rDNA
454 pyrosequencing methods, respectively. The results showed that the components of airborne
microbial communities were assigned to 4 phyla and 112 genera for bacteria and to 3 phyla and 22
genera for fungi. In the WSP, airborne bacteria were dominated by Proteobacteria, Firmicutes and
Actinobacteria with prevailing genera assigned to unclassified Enterobacteriaceae, Staphylococcus,
Acinetobacter, Leuconostoc, Pseudomonas and Lactobacillus. Airborne fungi were dominated by
Ascomycota with prevailing genera assigned to Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Wallemia and
Hemicarpenteles.
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The NGS biodiversity measurements performed in the present study revealed a higher

biodiversity in WSP bioaerosols than the one previously reported in studies carried out using culture
methods followed by identification of microorganisms. This suggests that NGS would provide a
greater accuracy than culture based methods regarding the types of microorganisms to which WSP
workers might be exposed to. Furthermore, different microbial communities were found in the
sorting cabin as compare with the outdoor air, which support the hypothesis that biodiversity in
bioaerosols emitted in the WSP maybe specific to waste sorting activities.
The biodiversity measurement process provided repeatable results. However, further studies based
on a larger number of samples and other targeted genes (ITS, genes involved in microbial
pathogenicity or in the expression of allergens etc.) are needed to confirm these primary results and
to investigate the uncertainty of biodiversity measurements as well as the variation of airborne
microbiomes in time and in space at occupational settings.
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SUPPLEMENTARY MATERIALS

Table S 1 Proportion of identified readsfrom bioaerosol at different taxonomic ranks in samples taken in the WSP.

Parameters SC1 SC2 SC3 OR

Proportion of identified bacterial 16S rDNA sequences”

Total number of reads 100,895 100,2115 69,655 78,603
Phylum rank (%) 80.93 81.65 84.08 87.10
Familly rank (%) 72.85 73.04 73.59 73.76
Genus rank (%) 60.69 59.69 58.48 64.08

Proportion of identified Eukaryota 18S rDNAbsequences

Total number of reads 14,546 16,082 21,206 6,588
Phylum rank (%) 99.41 99.49 99.49 69.97
Familly rank (%) 98.63 98.65 98.96 58.03
Genus rank (%) 98.63 98.65 98.96 58.03

Bioaerosol samples were collected in the Sorting Cabin (SC) and in the Outdoor Reference (OR).?: Illumina
sequencing; b. 454 pyrosequencing.

Table S 2 Bacterial diversity at the family rank (proportion of 16S rDNA reads).

Phylum Family OR SC1 SC2 SC3

Acidobacteria Acidobacteriaceae 0.01% 0.40% 0.42% 0.16%
Brevibacteriaceae 0.04% 2.40% 1.63% 2.10%

Corynebacteriaceae 0.12% 0.70% 0.64% 0.97%

Dermabacteraceae 0.01% 0.48% 0.58% 0.61%
Geodermatophilaceae 0.00% 0.21% 0.16% 0.46%

Intrasporangiaceae 0.00% 0.15% 0.15% 0.11%

Kineosporiaceae 0.88% 0.13% 0.09% 0.17%

) ) Microbacteriaceae 0.44% 0.50% 0.62% 0.80%
Actinobacteria Micrococcaceae 0.06% 1.90% 2.36% 1.90%
Nocardiaceae 0.01% 0.10% 0.16% 0.15%

Nocardioidaceae 0.01% 0.35% 0.52% 0.37%

Nocardiopsaceae 0.27% 0.15% 0.19% 0.12%
Promicromonosporaceae 0.00% 0.43% 0.23% 0.14%

Propionibacteriaceae 0.53% 0.07% 0.12% 0.43%

Pseudonocardiaceae 0.56% 0.68% 0.54% 0.59%

Streptomycetaceae 0.01% 0.42% 0.47% 0.38%

Bacteroidaceae 0.00% 0.17% 0.17% 0.01%

Chitinophagaceae 3.12% 0.56% 0.91% 0.22%

Cytophagaceae 0.01% 0.18% 0.46% 0.82%

Bacteroidetes Flavobacteriaceae 0.14% 4.93% 4.84% 3.82%
Porphyromonadaceae 2.00% 0.31% 0.22% 0.86%

Prevotellaceae 0.00% 0.03% 0.09% 0.10%

Sphingobacteriaceae 1.22% 0.96% 1.14% 1.09%
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unclassified_Bacteroidetes 0.13% 0.28% 0.35% 0.86%
Chloroflexi unclassified_Chloroflexi 0.01% 0.13% 0.10% 0.45%
Cyanobacteria unclassified_Cyanobacteria 1.73% 1.40% 1.03% 0.96%
Ehe;:r‘;zoscc”s Deinococcaceae 0.00% 0.05% 0.30% 0.54%
Aerococcaceae 0.03% 0.59% 0.91% 0.98%
Bacillaceae 0.22% 1.80% 1.80% 2.89%
Carnobacteriaceae 0.02% 0.36% 0.40% 0.25%
Clostridiaceae 0.01% 0.36% 0.21% 0.00%
Enterococcaceae 0.04% 1.11% 1.22% 0.63%
Erysipelotrichaceae 0.01% 0.32% 0.28% 0.18%
Family_XI_Incertae_Sedis 0.01% 0.15% 0.14% 0.06%
Family_Xll_Incertae_Sedis 0.00% 0.19% 0.12% 0.25%
Lachnospiraceae 0.03% 0.91% 0.94% 0.03%
Firmicutes Lactobacillaceae 0.06% 2.41% 2.46% 2.35%
Leuconostocaceae 0.08% 3.36% 3.44% 3.99%
Listeriaceae 0.01% 0.47% 0.26% 0.51%
Paenibacillaceae 0.39% 0.36% 0.32% 0.62%
Planococcaceae 0.13% 2.41% 1.88% 2.16%
Ruminococcaceae 0.01% 0.23% 0.24% 0.78%
Staphylococcaceae 0.16% 5.68% 6.08% 6.89%
Streptococcaceae 0.06% 2.96% 2.47% 2.83%
Thermoactinomycetaceae 0.00% 0.10% 0.13% 0.33%
unclassified_Firmicutes 4.98% 3.63% 3.97% 4.30%
Planctomycetes Planctomycetaceae 2.40% 0.01% 0.52% 1.02%
Acetobacteraceae 0.04% 0.84% 0.97% 1.65%
Aeromonadaceae 0.01% 0.44% 0.14% 0.10%
Alcaligenaceae 0.02% 0.53% 0.74% 0.64%
Alcaligenes 0.01% 0.05% 0.23% 0.00%
Bradyrhizobiaceae 5.76% 0.17% 0.36% 0.24%
Brucellaceae 0.58% 0.08% 0.04% 0.10%
Burkholderiaceae 21.52% 0.73% 0.90% 0.83%
Caulobacteraceae 4.36% 0.73% 1.00% 1.14%
Comamonadaceae 5.07% 0.96% 0.74% 0.91%
Proteobacteria Enterobacteriaceae 0.32% 9.88% 9.83% 8.32%
Halomonadaceae 0.01% 0.05% 0.15% 0.20%
Hyphomicrobiaceae 0.01% 0.24% 0.25% 0.35%
Methylobacteriaceae 0.01% 0.20% 0.26% 0.48%
Moraxellaceae 10.06% 5.82% 5.22% 4.70%
Nitrosomonadaceae 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Oxalobacteraceae 0.08% 0.95% 1.23% 1.02%
Phyllobacteriaceae 3.91% 0.31% 0.32% 0.10%
Pseudomonadaceae 0.97% 4.68% 5.34% 4.62%
Rhodobacteraceae 0.06% 1.23% 1.13% 0.59%
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Rhodospirillaceae 0.00% 0.20% 0.03% 0.00%
Sinobacteraceae 0.00% 0.02% 0.10% 0.00%
Sphingomonadaceae 0.46% 0.57% 0.48% 1.00%
unclassified_Proteobacteria 6.34% 1.69% 1.79% 2.60%
Vibrionaceae 0.01% 0.32% 0.23% 0.26%
Xanthomonadaceae 8.10% 3.33% 2.50% 2.04%

Table S 3 Bacterial diversity at the genus rank (proportion of 16S rDNA reads)

Phylum Genus OR SC1 SC2 SC3 Mean SC
uncultured_Acidobacteriaceae 0.01% 0.27% 0.21% 0.16% 0.22%
Brevibacterium 0.04% 2.39% 1.63% 2.10% 2.04%
Corynebacterium 0.12% 0.69% 0.64% 0.97% 0.77%
Brachybacterium 0.01% 0.48% 0.58% 0.58% 0.55%
unclassified_Intrasporangiaceae 0.00% 0.05% 0.07% 0.08% 0.07%
unclassified_Kineosporiaceae 0.88% 0.12% 0.08% 0.11% 0.11%
unclassified_Microbacteriaceae 0.44% 0.50% 0.61% 0.80% 0.63%

. . | Kocuria 0.02% 0.31% 0.51% 0.37% 0.40%

Actinobacteria — -

unclassified_Micrococcaceae 0.05% 1.55% 1.77% 1.48% 1.60%
unclassified_Nocardiaceae 0.00% 0.01% 0.01% 0.01% 0.01%

Nocardiopsis 0.27% 0.14% 0.18% 0.11% 0.14%
unclassified_Promicromonosporaceae | 0.00% 0.43% 0.23% 0.14% 0.26%
Propionibacterium 0.53% 0.03% 0.03% 0.27% 0.11%
unclassified_Pseudonocardiaceae 0.56% 0.44% 0.33% 0.49% 0.42%

Streptomyces 0.00% 0.20% 0.14% 0.23% 0.19%
unclassified_Streptomycetaceae 0.01% 0.22% 0.33% 0.16% 0.24%

Bacteroides 0.00% 0.17% 0.17% 0.01% 0.12%
Sediminibacterium 3.09% 0.01% 0.12% 0.01% 0.05%
unclassified_Chitinophagaceae 0.01% 0.09% 0.43% 0.19% 0.24%
uncultured_Chitinophagaceae 0.03% 0.46% 0.35% 0.02% 0.27%

Dyadobacter 0.00% 0.02% 0.04% 0.19% 0.08%
Hymenobacter 0.01% 0.11% 0.23% 0.55% 0.30%

Spirosoma 0.00% 0.00% 0.10% 0.00% 0.04%
Chryseobacterium 0.02% 1.28% 0.59% 0.31% 0.73%

Bacteroidetes Cloacibacterium 0.00% 0.05% 0.02% 0.13% 0.07%
Empedobacter 0.00% 0.16% 0.13% 0.01% 0.10%
Flavobacterium 0.00% 0.30% 0.52% 0.46% 0.43%

Myroides 0.04% 1.14% 1.28% 0.27% 0.90%
unclassified_Flavobacteriaceae 0.07% 1.46% 1.59% 2.62% 1.89%

Wautersiella 0.01% 0.25% 0.40% 0.01% 0.22%
Dysgonomonas 0.00% 0.25% 0.21% 0.33% 0.26%
unclassified_Porphyromonadaceae 2.00% 0.03% 0.01% 0.53% 0.19%
unclassified_Prevotellaceae 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%

Pedobacter 0.01% 0.21% 0.32% 0.20% 0.24%
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Sphingobacterium 0.02% 0.41% 0.59% 0.35% 0.45%
unclassified _Sphingobacteriaceae 1.20% 0.34% 0.23% 0.46% 0.34%
Deinococcus
thermus unclassified_Deinococcaceae 0.00% 0.05% 0.30% 0.54% 0.30%
Aerococcus 0.02% 0.53% 0.90% 0.90% 0.78%
unclassified_Aerococcaceae 0.00% 0.03% 0.01% 0.00% 0.01%
Bacillus 0.00% 0.13% 0.31% 0.22% 0.22%
unclassified_Bacillaceae 0.04% 1.46% 1.31% 2.60% 1.79%
Carnobacterium 0.00% 0.18% 0.21% 0.24% 0.21%
Desemzia 0.01% 0.16% 0.17% 0.01% 0.11%
Clostridium 0.01% 0.30% 0.14% 0.00% 0.15%
Enterococcus 0.04% 1.08% 1.22% 0.63% 0.98%
Catenibacterium 0.00% 0.06% 0.03% 0.11% 0.07%
Tissierella 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
unclassified_Family_X|_Incertae_Sedis| 0.00% 0.08% 0.09% 0.06% 0.07%
Exiguobacterium 0.00% 0.19% 0.12% 0.25% 0.19%
Incertae_Sedis 0.02% 0.35% 0.37% 0.01% 0.24%
unclassified_Lachnospiraceae 0.01% 0.55% 0.43% 0.02% 0.33%
Firmicutes Lactobacillus 0.06% 2.29% 2.29% 2.24% 2.27%
unclassified_Lactobacillaceae 0.01% 0.07% 0.16% 0.03% 0.09%
Leuconostoc 0.06% 2.77% 2.99% 3.45% 3.07%
Weissella 0.02% 0.45% 0.36% 0.40% 0.40%
Brochothrix 0.01% 0.47% 0.26% 0.51% 0.41%
Paenibacillus 0.38% 0.25% 0.19% 0.32% 0.25%
unclassified_Planococcaceae 0.13% 2.41% 1.88% 2.16% 2.15%
Incertae_Sedis 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
unclassified_Ruminococcaceae 0.01% 0.18% 0.09% 0.73% 0.33%
Jeotgalicoccus 0.01% 0.23% 0.25% 0.31% 0.27%
Staphylococcus 0.14% 5.12% 5.40% 6.36% 5.63%
unclassified_Staphylococcaceae 0.01% 0.31% 0.34% 0.21% 0.29%
Lactococcus 0.03% 1.86% 1.54% 2.18% 1.86%
Streptococcus 0.04% 1.10% 0.93% 0.65% 0.89%
Thermoactinomyces 0.00% 0.04% 0.09% 0.22% 0.12%
Planctomycetes | Singulisphaera 2.39% 0.00% 0.08% 0.17% 0.08%
Acetobacter 0.01% 0.28% 0.35% 0.32% 0.32%
Acidocella 0.00% 0.00% 0.03% 0.00% 0.01%
Gluconobacter 0.01% 0.25% 0.07% 0.22% 0.18%
unclassified_Acetobacteraceae 0.01% 0.19% 0.33% 0.61% 0.38%
. |uncultured_Acetobacteraceae 0.01% 0.10% 0.17% 0.42% 0.23%
Proteobacteria
Aeromonas 0.01% 0.44% 0.14% 0.10% 0.23%
unclassified_Alcaligenaceae 0.01% 0.18% 0.27% 0.27% 0.24%
Achromobacter 0.01% 0.06% 0.13% 0.17% 0.12%
Bradyrhizobium 5.75% 0.17% 0.23% 0.17% 0.19%
unclassified_Bradyrhizobiaceae 0.01% 0.00% 0.09% 0.00% 0.03%
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uncultured_Bradyrhizobiaceae 0.00% 0.00% 0.00% 0.08% 0.03%
Ochrobactrum 0.58% 0.06% 0.02% 0.00% 0.03%
Burkholderia 0.02% 0.07% 0.04% 0.01% 0.04%
Ralstonia 21.50% | 0.66% 0.85% 0.83% 0.78%
Brevundimonas 0.01% 0.46% 0.52% 0.35% 0.44%
unclassified Caulobacteraceae 0.01% 0.09% 0.13% 0.36% 0.19%
uncultured_Caulobacteraceae 4.34% 0.11% 0.34% 0.42% 0.29%
Comamonas 0.00% 0.25% 0.10% 0.01% 0.12%
Schlegelella 1.57% 0.00% 0.02% 0.01% 0.01%
unclassified_Comamonadaceae 3.50% 0.70% 0.61% 0.88% 0.73%
Proteus 0.02% 0.50% 0.52% 0.59% 0.54%
Providencia 0.02% 0.40% 0.42% 0.32% 0.38%
unclassified_Enterobacteriaceae 0.27% 8.90% 8.85% 7.39% 8.38%
Halomonas 0.00% 0.03% 0.13% 0.20% 0.12%
Methylobacterium 0.01% 0.14% 0.19% 0.36% 0.23%
Acinetobacter 10.03% 5.22% 4.58% 3.63% 4.48%
Enhydrobacter 0.01% 0.07% 0.07% 0.01% 0.05%
Psychrobacter 0.02% 0.43% 0.35% 0.79% 0.52%
unclassified_Moraxellaceae 0.01% 0.10% 0.21% 0.27% 0.19%
uncultured_Nitrosomonadaceae 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Massilia 0.05% 0.63% 0.88% 0.71% 0.74%
unclassified_Oxalobacteraceae 0.02% 0.23% 0.26% 0.29% 0.26%
Mesorhizobium 0.00% 0.01% 0.06% 0.00% 0.02%
unclassified_Phyllobacteriaceae 3.90% 0.30% 0.26% 0.09% 0.22%
Pseudomonas 0.91% 2.63% 3.30% 3.03% 2.99%
unclassified_Pseudomonadaceae 0.06% 1.98% 2.00% 1.58% 1.85%
unclassified_Rhodobacteraceae 0.05% 1.02% 0.99% 0.47% 0.83%
Skermanella 0.00% 0.16% 0.03% 0.00% 0.07%
uncultured_Sinobacteraceae 0.00% 0.00% 0.03% 0.00% 0.01%
Sphingobium 0.00% 0.02% 0.06% 0.02% 0.03%
Sphingomonas 0.45% 0.16% 0.24% 0.65% 0.35%
Ignatzschineria 0.03% 0.58% 0.80% 0.57% 0.65%
Pseudoxanthomonas 0.00% 0.08% 0.05% 0.00% 0.04%
Stenotrophomonas 0.35% 2.34% 1.32% 0.88% 1.52%
unclassified_Xanthomonadaceae 7.71% 0.24% 0.27% 0.20% 0.24%
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1. Résumé

Il existe une grande diversité de parametres permettant I'analyse de la biodiversité microbienne
par une approche utilisant la biologie moléculaire: méthodes d’extraction d’ADN, cible de
séquencage ou outils bio-informatique pour I’analyse des séquences. Le choix de ces outils peut avoir
un impact sur les résultats de biodiversité. L'objectif de cet article était d’étudier différents facteurs
pouvant influencer les analyses de métagénomique pour I'étude des bioaérosols fongiques et de
comparer cette approche avec les méthodes traditionnelles de culture.

Pour cela, des bioaérosols ont été générés en laboratoire a partir d’'une suspension liquide
composée de quatre souches de moisissures : Aspergillus niger, Cladosporium cladosporioides,
Penicillium brevicompactum et Wallemia melicolla. Les bioaérosols ont ensuite été générés par
bullage dans un banc de génération présent au laboratoire (Simon et al., 2011). Les moisissures ainsi
aérosolisées ont été prélevées par filtration sur un filtre en polycarbonate (diametre de pore de 0,8
um) dans une cassette fermée de 37 mm de diamétre avec un débit de 2 L.min™ pendant 60 min.
Trois cassettes ont été prélevées par bioaérosols générés et ce pendant trois jours consécutifs, une
nouvelle suspension liquide étant préparée pour chaque génération. Les paramétres physiques du
bioaérosol généré ont été étudiés et contrdlés pour garantir une standardisation des conditions de
génération et du bioaérosol produit. Les particules ont été éluées du filtre par ajout d’une solution
aqueuse contenant 0,01 % de Tween 80 puis I’ADN a été extrait suivant deux kits commerciaux :
FastDNA®SPIN kit for soil (MP Biomedicals, USA) et PowerSoil® DNA isolation kit (MOBio, USA). Pour
étudier I'impact de la cible génétique sur les résultats de biodiversité, I’ADNr 18S et la région ITS2 ont
été séquencée par la plateforme Miseq de lllumina par un prestataire extérieur (INRA Transfert,
France) qui ont également procédé au nettoyage des séquences. L’assignation des séquences d’ADNr
18S a été réalisée par utilisation de I'algorithme BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) et de la
base de données Genbank de NCBI. Les séquences ITS2 ont été assignées par deux méthodes :
assignation en utilisant I'algorithme BLAST et la base de données UNITE; une méthode dite méthode
de Wang qui est exécutée avec le logiciel Mothur comparant les séquences avec la méme base de
données que précédemment. La composition fongique a également été déterminée apres culture
des particules éluées sur milieu MEA (Malt Agar Extract). Les colonies ayant des profils
macroscopiques trés différents, leur identification s’est faite uniquement sur ce critére.

La distribution granulométrique des bioaérosols était identique pour les trois générations avec
un diameétre aérodynamique médian en nombre de 2,95 um. Les différentes approches ont permis
de détecter les quatre souches fongiques. La composition similaire entre les suspensions liquides et
les bioaérosols a suggéré une absence de biais lors de I'aérosolisation des souches fongiques. Le
protocole de génération est apparu comme répétable, reproductible et robuste. Les résultats de
biodiversité fongique, obtenus avec différentes méthodes, ont donc pu étre comparés. La meilleure
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efficacité d’extraction d’ADN a été obtenue avec le kit commercialisé par MP Biomedicals. Le kit de
MOBio n’a pas permis d’extraire suffisamment d’ADN pour permettre le séquencage (<3 ng.uL™).
Ceci a démontré I'importance du choix de la méthode d’extraction d’ADN pour les études de
biodiversité caractérisée par les techniques de biologie moléculaire. Parmi les quatre souches
fongiques, seulement trois ont été observées par culture. En effet, Wallemia mellicola qui est un
champignon xérophilique, a eu une croissance plus lente que les autres souches sur le milieu MEA.
Par ailleurs, elle forme de petites colonies (1-2 mm de diametre) la rendant difficilement décelable a
I’ceil nu en présence de moisissures avec une cinétique de croissance plus rapide et des colonies de
taille plus importante. Néanmoins, Wallemia était la moisissure majoritaire par séquengage a haut
débit, représentant 60% des lectures (reads) quel que soit la cible de séquencage ou la méthode
d’assignation des séquences. Aspergillus niger a été observé en proportion importante (25%) par
culture mais a été détecté en trés faible proportion par séquencage (0,10%). Les données de
séquencage ont mis en évidence la présence d’organismes qui n’avaient pas été ajoutés a la
suspension liquide comme des séquences assignées a des plantes, protozoaires (pour ’ADNr 18S) ou
d’autres champignons (ADNr 18S ou ITS2). Ces organismes sont présents en trés faible abondance
dans les bioaérosols et absents dans les suspensions liquides ce qui suggérent une contamination des
dispositifs de génération ou d’erreur lors du séquencage ou d’assignation. Néanmoins, aux
incertitudes de mesure pres, la composition fongique était similaire dans les bioaérosols et dans les
suspensions liquides.

Les résultats de biodiversité dépendent de la méthode utilisée pour la caractériser. La culture et
le séquencage haut débit sont apparus comme des techniques complémentaires. En ce qui concerne
les analyses par séquencage a haut débit, I'étape d’extraction d’ADN est une étape limitante. La
région ITS2 était plus appropriée que I’ADNr 18S pour étudier la biodiversité fongique. Pour les
études ultérieures ayant pour objectif de caractériser la biodiversité fongique par séquencage a haut
débit, la région ITS2 sera séquencée et les séquences obtenues seront assignées par BLAST avec la
base de données UNITE.
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ABSTRACT

The biodiversity in bioaerosols is an important issue to investigate for a better understanding of
occupational risks due to exposure to airborne particles. The traditional methods used to study the
biodiversity are based on culture followed by an identification of the colonies by morphological
identification, molecular biology or biochemical techniques. The culture step represents the main
limit of this approach. The aim of the present study was to test a metagenomic approach to assess
fungal biodiversity in bioaerosols and to characterize some of the analytic bias on biodiversity results.
Complex fungal bioaerosol containing four fungal strains (Aspergillus niger, Cladosporium
cladosporioides, Penicillium brevicompactum and Wallemia melicolla) were laboratory generated
using a bubbling aerosolizer. The biodiversity was assessed by culture or sequencing, the DNA
extraction was performed using two kits. Two genetic targets were sequenced and two assignment
methods were compared. Only one kit provided enough DNA amount needed for the sequencing.
Wallemia was detected only by the NGS whereas Aspergillus was observed, in subsequent
proportion, only by culture method. The proportions in the liquid suspensions and in the generated
bioaerosols were nearly the same. The sequencing of the ITS2 region provided closer composition as
the theoretical composition than the 18S rDNA. The study shows that results from biodiversity
investigations are strongly depending on the analysis method used. Further studies are required to
evaluate the impact of these findings when considering biodiversity in complex and unknown
environments.

INTRODUCTION

Exposure to fungal bioaerosols has been demonstrated in many workplaces and was
associated to several health disorders, particularly respiratory tract ones including allergy (asthma,
rhinitis or hypersensitivity pneumonitis), irritation and infection (Douwes et al., 2003; Fung and
Hughson 2003). The biodiversity of fungal aerosols has been investigated in several working sectors
revealing their complex and variable composition (Bru-Adan et al., 2009; Ding et al., 2015; Kristiansen
et al., 2012; Tolvanen, 2001). As a consequence, the specific microbial agents responsible for health
disorders are not totally known and their precise role in symptoms poorly understood (Dylag 2017).
This probably explains the lack of dose-response relationships for most of non-infectious airborne
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microorganisms and the unavailability of occupational exposure limit values for airborne fungi
(Douwes et al., 2003; Fung and Hughson 2003). Thus, biodiversity in bioaerosols is an important issue
to investigate for a better understanding of occupational risks due to exposure to airborne biological
particles.

The methods used for studying biodiversity are diversified and include culture-dependant
methods with morphological, microscopic and biochemical identification, as well as molecular
methods such as high-throughput sequencing (NGS). All these methods have specific advantages and
limits that were reviewed (Yoo et al. 2017; Duquenne, 2018). Culture-based methods are known to
underestimate the actual biodiversity in environmental samples mainly due to the viable but non-
culturable state of most of microorganisms as well as the selective pressure of culture conditions
(Yoo et al. 2017). On other hand, molecular-based methods such as NGS, that avoid the culture step,
consist of several analytical steps (DNA extraction, library preparation, sequencing and
bioinformatics analysis) which may be a source of biases. For example, species may be favorably
detected due to the preferably extraction DNA from cells (Haugland et al. 1999) or to the easiest
DNA amplification of some fungi due the primers used for the library preparation (Bellemain et al.
2010). Different bioinformatics tools are available for the sequencing data analysis such as Mothur
(Schloss et al., 2009), QIME (Caporaso et al., 2010), FHIiTINGS (Dannemiller et al, 2014). The
assignment of the sequences may also be done using different methods or databases that may lead
to differences in biodiversity results.

Thus, biases in biodiversity methods were identified but their respective impact on

biodiversity results remain to be clarified for bioaerosols. A relevant investigation of methods for the
assessment of microbial composition of bioaerosols requires the use of bioaerosols of known and
mastered composition. Most published studies dealing with biodiversity in bioaerosols were carried
out in real exposure conditions (Yoo et al., 2017). As the actual composition of such field bioaerosol
is not known, comparative studies of biodiversity methods may be difficult to interpret.

In the present study, a reproducible fungal bioaerosol of known and mastered composition was
generated and characterize in order to investigate the impact of different analytical procedures on
biodiversity results. The investigated analytical procedures were 1) the biodiversity analysis method
(culture vs. NGS); 2) the DNA extraction kit; 3) the target gene for sequencing; 4) the method used
for sequences assignation on results from biodiversity measurements of fungal bioaerosols
generated in laboratory.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of fungal suspensions and consortia

Four fungal suspensions were prepared with different strains: Aspergillus niger (ATCC
11431.83, CRBIP, France), Penicillium brevicompactum (UMIP 2338.96, CRBIP, France), Cladosporium
cladosporioides (ATCC 16022, LGC standard, France) and Wallemia melicolla (firstly identified as
Wallemia sebi by the manufacturer) (ATCC 42649, LGC standard, France). Each strain was sub-
cultured on malt extract agar (MEA) medium (BD Difco™ Malt Agar) for 7 days at 25°C. Then, the agar
surfaces were scraped and the fungal entities were transferred into 10 mL sterile water. This
preparation was filtered on a glass frit of porosity 2 (40-100 um, Duran). The frit was then cleaned
with sterile water to obtain a final volume of 25 mL. Two subsequent centrifugations at 5100 g for 7
min were performed to remove medium and impurities. The pellets were resuspended in 25 mL
sterile pure water. The optical density at 600 nm was adjusted at 1.3 which corresponded to a
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culturable fungi concentration about 1 x 10° CFU.m™>. To prepare the fungal consortium, 20 mL of
each spore suspension were mixed.

Description of the setup for bioaerosol generation, characterization and sampling

The test rig includes a bubbling-type generator and a chamber to condition and sample
bioaerosols (Figure 16). This setup has been previously described (Simon et al. 2011). Briefly, a
peristaltic pump feeds the liquid culture onto the upper surface of a 2-mm thick stainless steel
porous disc (Stemm, 30 mm in diameter, 1 um pore diameter), which settles as a liquid film. A
dispersion cell is used to produce a constant, reproducible liquid film height (H;q = 8 mm) throughout
a test and between tests. Fungal particles are dispersed by bubbling compressed air (flow rate 5 < Qg
< 10 L.min™) through the film of liquid culture. Transport of the aerosolised particles towards the
generator outlet is improved by an upward injection of entraining air (flow rate 13 < Qg < 18 L.min™),
which is composed of a mixture of dry and humid air in adjustable proportions to ensure a constant
relative humidity (RH = 50 = 1.5 % - thermo-hygrometer Rotronic’, HygroPalm2) throughout the
assay. Temperature and relative humidity are continuously measured; the thermo-hygrometer probe
(Rotronic®, HygroCIip®). Depending on the day of generation, the 60-min averaged values of air
temperature were comprised between 21.5 and 25 °C. The compressed air is first dried and filtered
in a treatment unit (TSI™, model 3074B); airflow rates are adjusted using regulated thermal mass
flow metres (Brooks®, models 5850S) and a mass flow metres’ read-out and control unit (Brooks®,
model 0154 — 0.1 L.min"* accuracy).
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Figure 16 Diagram of the test rig used to generate and sample the experimental bioaerosols. (Qg = bubbling airflow; Q¢ =
entraining airflow; T = temperature of air; RH = relative humidity of air; CFC = closed-face cassette)

The test rig is completed by a 12-L sampling chamber where the bioaerosol is conditioned and
sampled. This chamber is equipped with six 20 cm long, 10 mm i.d. sampling probes, for
simultaneous connection of devices (real-time instruments, samplers, etc.).

Each generated bioaerosol was simultaneously sampled by three closed-face cassettes (MiIIipore®,
37-mm polystyrene 3-piece closed face cassette - CFC) connected to the sampling chamber. A
cassette contained a support pad (Millipore®, thick cellulose absorbent pad) and a filter (Whatman®,
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Nuclepore® polycarbonate membrane, 0.8um pore size). Sampling was performed at a flow rate of 2
L.min™ with a personal sampling pump (Gilian®, GilAir-3) during 60 min.

An optical particle counter (OPC-Grimm®, G1109) was used for real-time monitoring of the particle
number concentration. The OPC-Grimm® works at a sampling airflow of 1.2 L.min™ and classes
particles according to their size (optical diameter, d,,:) between 0.25 and 32 um, across 31 channels;
particle counting was integrated over 6 s. We assumed that particles with an optical diameter greater
than 1 um are fungal entities (spores, mycelium fragments, agglomerates of spores, strands of
mycelium), whether they are culturable, non-culturable or dead. The cumulated particle number
concentration with an optical diameter greater than 1 pm, Cy(dos > 1 pm), was considered as an
indicator of the total fungal concentration in the generated bioaerosol. All experiments were
performed using a target value for Cy(do,> 1 um) as close as possible to 7,000 #.L" (upper limit
considering the particle concentration in the liquid cultures). Section S1 in the online supplemental
information (SI) contains more information.

The size distribution of the generated particles was also assessed with an Aerodynamic Particle
Sizer” (APS-TSI™, model 3321). The APS spectrometer measures the aerodynamic diameter (d,e) in
real-time for particles from 0.5 to 20 um, using 52 channels and a sampling flow rate of 5 L.min;
particle counting was integrated over 120 s. 60-min averaged number size distribution was used to
adjust a log-normal distribution (least squares optimization) and to determine the median

aerodynamic diameter (d,e ), and the associated geometric standard deviation (o).

Elution of fungal particles collected on filters

At the end of the sampling, a volume of 10 mL of a sterile solution (0.01 % Tween 80 in ultra-
pure water) was introduced into the cassettes by the inlet. The cassette inlets and outlets were
closed with a cap and placed on a rocker (Heildolph®, Multi-Reax shaker) at 2000 rpm for 20 min and
at room temperature.

Enumeration and identification of culturable fungi

Culturable fungi concentration and biodiversity were assessed in bioaerosol samples,
consortia suspensions and pure-culture samples. Three successive dilutions were spread in Petri
dishes containing MEA medium (Duquenne et al., 2012). During 5 days of incubation at 25°C, fungal
colonies were counted on each Petri dish. The culturable fungi concentrations were expressed as
Colony Forming Unit per milliliter of liquid analysed (CFU.mL") in the suspensions and as CFU per
cubic meter of sampling air (CFU.m?®) in the CFC. In the liquid consortia and bioaerosol consortia,
each colony was identified at the genus level by macroscopic morphology.

DNA extraction

DNA extraction was performed with 500 uL of each bioaerosol consortia and liquid consortia.
To compare DNA extraction efficiency and the impact on biodiversity analysis, two DNA extraction
kits were used: the PowerSoil® DNA isolation kit (MOBio, USA) and the FastDNA®SPIN kit for soil
(MPBio, USA); in three repetitions per sample and per kit; according to the manufacturer’s
instructions. The DNA samples were stored at -20°C until analysis. The DNA concentration was
measured using Nanodrop 2000c spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific, Illkirch, France).
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Observed concentration mean was 6.7+1.9 ng.uL™” for the MPBio kit and 1.4+1.1 ng.uL™ for the
MOBio kit.

gPCR

To compare the DNA extraction efficiency, the DNA concentrations were assessing by gPCR.
The DNA amplification was performed using the primers nu-SSU-0817-59
(TTAGCATGGAATAATRRAATAGGA) and nu-SSU-1196-39 (TCTGGACCTGGTGAGTTTCC) developed by
Borneman and Martin (2000). Each gPCR mixture consisted of 400 nM of each primers, 12.5 pL of
mix (iQ™ SYBR® Green Spermix, Bio Rad,) and 5 uL DNA templates in a reaction volume of 25 pL.
After a first denaturation at 95°C for 15 min, forty cycles of PCR were then performed by using 94°C
for 15 s, 52°C for 30 s, and 72°C for 45s. The DNA concentration was expressed in number to achieve
the C; (Cycle threshold).

Sequencing and data analysis

One bioaerosol consortium per generation (one CFC per day, three in total) was randomly
selected for the sequencing. Each suspension consortium was also sequenced. Two genetic barcodes
were sequenced to evaluate the impact of the genetic barcode on fungal biodiversity analysis. DNA
purification, amplification and sequencing were performed by INRA Transfert Environnement
(Narbonne, France). The universal primers used for Eukaryota DNA amplification were w553
CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGCGGTAA TTCCAGCTCCAA and w554
GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTTGGCAAAT GCTTTCGC, targeting the V1 variable region of
Eukaryota 18S rDNA. The primers used to amplify the specific fungal barcode ITS2 were w404
CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTGTGARTCATCGAATCTTTG and w40
GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCCTCCGCTTATTGATATGC. Each PCR mixture consisted of: 5 puL
of DNA template, 4 pL of dNTPs (25 mM), 1 pL of each primer (100 ng.uL™?), and 0.5 pL of Taq
polymerase in a total volume of 50 pL. The PCR temperature cycle was 95°C for 2 min, 56°C for 1 min
and 72°C for 1 min. The two genetic targets were sequenced using MiSeq technology (lllumina, San
Diego, USA). The preprocessing of sequence analysis was performed using a Mothur pipeline version
1.37.4 (Schloss et al., 2009) developed by INRA Transfert Environnement. After trimming and
denoising, barcodes, primers and homopolymers longer than 8 pb were removed. Chimera were
detected and deleted using UNCHIME (Edgar, Haas et al. 2011) executed in Mothur. Reads with 100
per cent of identity were clustered into a unique sequence. Then, the 18S unique sequences were
assigned at the genus rank (E value min: 10'%) using BLASTn algorithm in Genbank (NCBI database;
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). To assess the impact of data analysis step, the ITS2 unique sequences

were assigned by two ways: 1. massBLASTer algorithm against UNITE database
(https://unite.ut.ee/analysis.php), 2. Wang method executed in Mothur against UNITE database.

RESULTS

Size distribution of airborne fungal particles

The experimental design allowed the generation of bioaerosols from the 4-strains
consortium mixing liquid culture and an example of the size distribution of airborne particles as a
function of their aerodynamic diameter is shown in Figure 17. The main population had a CMAD
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(count median aerodynamic diameter) of 2.95 um, with a geometric standard deviation of 1.16.
Airborne experimental particles presented aerodynamic diameters between around 1.7 and 6.0 um.
A second population of particles with a diameter less than about 1.7 um is also visible on Figure 17.
The size distributions of the 4-strains mixing experimental bioaerosol were almost identical for the
three independent generation runs that were carried out (Figure S2).

The size distribution of bioaerosols generated from a pure culture of each individual fungal strain was
also investigated. The population of Wallemia melicolla spores had a CMAD of 2.45 um, with a
geometric standard deviation of 1.11 (Figure S3). As well as Penicillium brevicompactum, Wallemia
melicolla particles presented aerodynamic diameters between around 1.7 and 5.0 um. Aspergillus
niger and Cladosporium cladosporioides presented CMADSs slightly higher: 3.45 (mainly between 2.5
and 6.0) and 2.75 (mainly between 1.7 and 7.0), respectively.
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Figure 17 Size distribution of airborne particles in the bioaerosol generated from a liquid consortium of the 4 fungal strains.
The aerodynamic diameter was measured using TSI™ APS 3321.

Repeatability and reproducibility of the bioaerosol generation

The different parameters measured during and after the generation for each generated
bioaerosol are shown in Table 4. The count concentration of generated particles was 6.77 x 10° +0.2
x10° p.m? for bioaerosol consortia and 7.24 x 10° + 0.24 x 10° p.m™ for pure bioaerosols. The
concentration of culturable fungi ranged from 7.32 x 10° CFU.mL™ (bioaerosol consortia 1) to 2.0 x
10® CFU.mL™ (Wallemia melicolla bioaerosol). The concentration of culturable fungi in the generated
bioaerosols was about 2-3 x 10° CFU.m™ except for Wallemia melicolla which was found at 2.5 x 10°
CFU.m>. The number of counted colonies varied from 271 to 302 per generation in the three CFC
collecting the bioaerosol (Table S4). The average number of colony per CFC was less than 100 with a
reduced standard variation. This figure increased for the liquid suspensions. The numbers of ITS2 and
18S rDNA reads also varied depending on the generation and the liquid suspension. These read
numbers were about 50000-60000 and no significant differences were found between the liquid

suspensions and the bioaerosols (p=0.17).

9 |Page



Partie 3: développement métrologique du processus d’analyse de la biodiversité sur des bioaérosols générés en
laboratoire

Table 4 General generation runs data.

Particle Aerodynamic Geometric Airborne fungi Fungi concentration in the
concentration diameter (um) standard concentration (CFU.m?®) suspension (CFU.mL™)
(p.m?) deviation
Bioaerosol consortia 1 6.69x106 2.95 116 3.76)(106 7.32x10°
Bioaerosol consortia 2 6.61x106 2.95 1.16 3‘13)(105 7.91x10°
Bioaerosol consortia 3 7.00)(106 2.95 116 3.80)(106 1.36x107
A. niger 6.88x10 3.45 1.10 3.40x10 7.80x10’
C. cladosporoides 7. 42x106 2.75 117 1.3(),(106 8.20x107
P.brevicompactum 7.33)(105 2.45 1.12 2.20)(106 1.60x10"
% g 7310 245 111 250410 2.00x10°

DNA extraction efficiency

Two common DNA extraction kits were used to compare their efficiencies and their impact
on biodiversity results. The assays allowed the collection of 27 and 9 DNA samples per extract for
bioaerosol consortia and liquid culture consortia, respectively. For six bioaerosol samples and one
liquid culture sample extracted with the MO Bio kit, the amount of extracted DNA was not enough to
be detected by the Nanodrop. For the other samples extracted with this method, the median of the
amount of DNA was very low (1.5 ng.uL™). In gPCR, the mean numbers of the threshold cycle (Ct
number) were 11.46 (liquid culture consortia) and 23.18 (bioaerosol consortia) for the MP Bio kit and
25.53 (liquid culture consortia) and 32.57 (bioaerosol consortia) for the MO Bio kit (figure 18). In our
study, the MP Bio kit was significantly more efficient than the MO Bio kit regarding to the confidence
interval at 95%. The DNA samples extracted with the MO Bio kit were not sequenced because of the
bad extraction efficiency. The amount of DNA extract was under the required concentration
recommended by the provider (3 ng.uL™).
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Figure 18 DNA concentration measured by gPCR in the fungal consortia samples. The values represented the average and
the error bars indicated the confidence interval at 95%.
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Fungal biodiversity
Impact of analytical tools

Fungal biodiversity was assessed using different methods and analytical strategies in
bioaerosol consortia. The results indicate that three out of four molds were identified when the
biodiversity was assessed by culture on the nutrient medium and morphological identification (figure
19). Wallemia melicolla was not observed in any samples, neither in the bioaerosol consortia nor in
the liquid culture consortia. Penicillium brevicompactum was the dominant strain (53%) and
Aspergillus niger and Cladosporium cladosporioides were found in the same proportion (23% and
24%, respectively).

When the biodiversity was assessed by sequencing, the reads were assigned at the genus
level and Wallemia was the predominant genus (about 65%), found regardless of the targeted gene
or the analytical strategy (figure 19). The proportion of Cladosporium was different depending on the
analytical method and was 15.6% for the 18S sequencing and 27.3% with the ITS2 sequencing
followed by BLAST assignation. It was not detected using ITS2 sequencing and assignment of the
reads in the Mothur software. Penicillium was detected with all the methods and represented 4.8%
of the 18S reads and about 2% of the ITS2 reads (with the two assignment algorithms). Aspergillus
was the less detected mold using sequencing: not detected by 18S sequencing and only in low
proportion using ITS2 sequencing (<1%). In addition to the four fungal strains that were generated,
the DNA sequencing allowed the detection of other Fungi or Eukaryota (called “others” in figure 19).
These other detected organisms represented 13% of the 18S reads, 5.4% of the ITS2 reads assigned
with BLAST algorithm and 32.5% of the ITS2 reads assigned with the algorithm in Mothur. The 18S
sequencing also detected DNA from Viridiplantae (1.2%), Metazoa (0.3%) or other fungi (11.4%) and
more specially Zygosaccharomyces (11.1%). By ITS2 sequencing, the other found fungi depended on
the algorithm used for the assignment. Others Basidiomycota or Ascomycota were found with the
BLAST algorithm such as Malassezia (2.8%). Using the Wang method in Mothur, 28 others fungal
genera were found. The most predominant was Davidiella (27.9%). Malassezia represented 3.0% of
the ITS2 reads using this method.

Ts2emother

ITs2+blast [N IR = Aspergillus

W Cladosporium

185 rONA [T T = penicillium

m Wallemia

morphological
identification F | | H Other

0% 20% 40% 60% 80% 100%
Genus proportion (%)

Figure 19 Fungal biodiversity in the bioaerosol consortia found using several methods. The value of each fungal proportions
corresponded to the mean of proportions found in the three bioaerosol consortia.
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Comparison between liquid cultures and biaoerosols consortia composition

The composition of the liquid cultures and bioaerosols consortia were assessed using the
culture method and the ITS2 sequencing followed by BLAST for the reads assignment. The results
showed that Cladosporium was found in lower proportion in the bioaerosols as compared to the
liquid culture with a decrease of 6% by culture identification and 7.4% by ITS2 sequencing (figure 20).
On the contrary, an increase in proportion was observed for Aspergillus (+ 2.7%) and Penicillium (+
3.4%) by culture and for of Wallemia (+ 2%) and “Other” (+ 5%) by ITS2 sequencing. The suspensions
and the bioaerosols showed nearly the same composition.
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Figure 20 Fungal biodiversity in the bioaerosol consortia and suspension consortia found using culture and ITS2 sequencing.
The value of each fungal proportions corresponded to the mean of proportions found in the three bioaerosol or suspension
consortia.

DISCUSSION

The primary objective of the study was to investigate the impact of the analytical methods on
biodiversity measurements in fungal bioaerosols produced in laboratory conditions. For that
purpose, the generation of an experimental complex bioaerosols of known and reproductive
characteristics (composition, concentration and size distribution) was required. Furthermore, it was
important to insure that both the generation and the sampling processes executed during
experimentations would not induce additional biases in biodiversity measurements.

Characterization of the complex fungal bioaerosols

We were able to generate a complex fungal bioaerosols from a mixed culture of A. niger, P.
brevicompactum, C. cladosporioides and W. melicolla. These strains belong to the main fungal genera
found in bioaerosols emitted in a waste sorting plant in a previous study (Degois et al., 2017). The
generated bioaerosols had a mean d,. of 2.95 um (Figure 17).

When generated as single strain in bioaerosols, the size distributions of the A. niger, P.
brevicompactum, C. cladosporioides and W. melicolla had median aerodynamic diameters of 3.45
um, 2.45 um, 2.75 um and 2.45 um, respectively (Figure S2-2). These values are close to previous
studies; it may differ somewhat from previous experimental works, but this could be explained by
differences between generation devices, particle size measuring instruments, aerosolization
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operating conditions (e.g. relative humidity) or composition of the bioaerosol (e.g. proportion of
mycelium, growth conditions before aerosolization) (Reponen et al., 1996; Lee et al., 2002). A. niger
spores are globose or subglobose in shape and range from 2.5 to 5.0 um in physical diameter (Raper
and Fenell, 1965). Using a scanning electron microscope, Scheermeyer and Agranovski (2009)
reported average sizes of generated spores of A. niger between 3.2 and 3.9 um; the smallest
diameter measured was 2.1 um (deflated spores) and the largest was 5.1 um (rounded spores).
Kanaani et al. (2008) measured a mean aerodynamic diameter for aerosolized A. niger spores of 3.51
1 0.08 um ; more than 99% were between 2.3 and 5.8 um. P. brevicompactum spores are spherical or
slightly ellipsoidal and range from 3 to 4.5 um in physical diameter (Samson et al., 1995). Previous
studies reported a mean aerodynamic diameter for aerosolized P. brevicompactum spores of 1.8-2.4
pm (1.11 < oy < 1.17) (Reponen et al., 1996) or 2.56 (o, < 1.15) (Jankowska et al., 2000). C.
cladosporioides spores are ellipsoidal or show lemon-shaped and range from 3-7x2-4 um (Samson et
al., 1995). Previous studies reported a mean aerodynamic diameter for aerosolized C. cladosporioides
spores of 1.75-1.87 pm (1.14 < 0, < 1.17) (Reponen et al., 1996) or a modal aerodynamic diameter of
2.65 £ 0.08 um (Jung et al., 2009).

Control and reproducibility of the generation process

Our generation methodology is based on the assumption that particles with an optical
diameter greater than 1 um are fungal entities. Consequently, the cumulated particle number
concentration with an optical diameter greater than 1 pm, Cy(dos > 1 um), was considered as an
indicator of the total fungal concentration in the generated bioaerosol and the reproducibility of the
experiments was determined according to a target value for Cy(dop: > 1 pm) as close as possible to
7,000 #.L'. The protocol used to prepare liquid cultures before aerosolization was specifically
adapted to the needs of aerosol generation with our bubbling system. Thus, the populations of
interest of fungal spores could easily be tracked by optical counter without being randomly affected
by undesired residual particles. These residual, undesired particles are residues of the culture
medium, salt, fungal debris or other impurities still present in the suspension despite the washing
steps included in the preparation protocol (more comments are given in Sections S1 and S2 of the SI).
The use of real-time indicator such as Cy(dop: > 1 um) is only possible because of the non-overlapping
diameters of the biological particles population with another unknown and uncontrolled particle
population (Figure 17 and S3). It allowed a better control / prediction of the biological parameters
which were only measurable after subsequent analyses of samples.

The targeted count concentration was 7x10° p.m™ to obtain a culturable concentration as
close as possible to 10° CFU.m™. The particle count concentration target (7x10° p.m™) was achieved
within a £6% uncertainty for all the complex and simple fungal bioaerosols for three independent
generation runs (Table 4). This reproducible particle count concentration consequently provided a
reproducible culturable concentration (about 10° CFU.m™) except for W. melicolla which showed a
culturable airborne concentration 10 times lower than expected. W. melicolla may have been more
sensitive to the stress associated with the generation and the sampling on CFC than for others
aerosolized strains, leading to a decrease in its culturability. While W. sebi is the only species of
Wallemia capable of growth on media without additional solutes (NaCl, glucose), it remains a
xerophilic species and the restricted growth conditions provided by the MEA medium probably
impaired its growth (Zalar et al., 2005). Despite this, W. mellicola was detected on MEA medium in
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the single strain suspension and bioaerosols indicated the growing capacity of Wallemia mellicola on
this particular medium.

The composition of the different bioaerosols varied in a wider range than the concentrations.
The calculated confidence interval was more widespread for the culture method than for the NGS
one. It reached more than 10% (Penicillium and Aspergillus proportions in liquid suspension) using
culture and 6% (Wallemia 18S rDNA in bioaerosols) using NGS (data not shown). Indeed, the number
of counted colonies (about 100-200 per sample) was very low as compared to the number provided
by the sequencing (about 50000-60000). So, small variations in colonies number would lead to huger
variations in proportion as compared to the number of reads.

Biodiversity biases due to sampling and generation process

The generated fungal bioaerosols were sampled using 37-mm closed-face cassette containing
a 0.8 um pore size polycarbonate membrane of as collection medium. The physical collection
efficiency of a 1 um pore size polycarbonate filter is close to 90% for 0.2 um particle optical diameter
and close to 100% for particle of optical diameter superior to 0.3 um (Burton et al., 2007). Thus,
generated airborne fungal particles were fully collected in filters in our experiments with equal
efficiency and the sampling process did not represent selective biases that could affect the actual
biodiversity in the generated bioaerosols.

The results confirm that the four strains mixed in the liquid culture were aerosolized.
However, it is not possible to attest that strains were aerosolized with an equal efficiency from the
liquid culture. The fungal proportions in the bioaerosols are driven by the initial composition in the
liquid suspension and by the aerosolization efficiency of individual strains. As the proportions in the
bioaerosols and in the liquid suspension were nearly the same, the bioaerosol generation step might
not have influenced the fungal proportions in bioaerosols. But, as the theoretical proportion of each
strain in the liquid suspension was not exactly known, this is uncertain.

The use of microbial consortia to produce experimental microbiomes of known composition
for biodiversity studies were performed in simulated liquid environments (Coronado et al., 2005;
Schafer et al., 2017) and in soil (Liebich et al., 2007). However, tentative for generation of complex
bioaerosols are scarce and the very few published studies reported bioaerosols made of a mixture of
five bacteria (Perrott et al., 2017) or one bacterium and one fungus (Forthomme et al., 2013). Thus,
our fungal model, composed of four different strains simultaneously generated, appears as an
original methodology. Environmental bioaerosols are more complex than our bioaerosol model and
the impact of the analytical methods could be different with a more complex fungal community.
Such investigations will probably become widespread in order to generate aerosols realistic in terms
of composition at the species level (Madsen et al., 2016).

DNA extraction efficiency

The use of an efficient DNA extraction method is required for the accurate assessment of
microbial biodiversity using NGS sequencing. In the present study, our primary aim was to
investigated the effect of two commercial DNA extraction kits on both the quantitative (number of
target gene copies) and qualitative (biodiversity) measurement of bioaerosols. The two DNA
extraction kits (PowerSoil® DNA isolation kit, MOBio and FastDNA®SPIN kit for soil, MPBio) were
chosen because of their frequent use in bioaerosol studies (Nieguitsila et al., 2007; Dannemiller et al.
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2014; Guo et al., 2015; Kumari and Choi 2015). Results from quantitative measurements showed that
the DNA extraction method had a significant effect on the extraction efficiency with a DNA amount
about 10° higher (10 cycles) for the FastDNA®SPIN kit for soil as compared to the PowerSoil® DNA
isolation kit . These results corroborate those from previous studies carried out on bioaerosols and
other matrix showing that quantitative PCR results were influenced by the method used to extract
nucleic acids from microbial cells (Haugland et al., 2002, Hospodsky et al., 2010, Desneux and
Pourcher 2014).

We were not able to perform the comparison of qualitative measurements from the two
commercial kits due to the insufficient amount of DNA extracted with the PowerSoil® DNA isolation
kit. Indeed, the method used for DNA extraction has also been shown to impact the results of
biodiversity measurements but findings are different from a study to another one. Experiments with
in vitro-simulated microbial communities demonstrated that the biodiversity was depending on the
method used to extract DNA (Morgan et al., 2010). A study carried out with permafrost with five
commercial kits, also revealed an impact of the DNA extraction kit on the biodiversity results after
several analytical methods (Vishnivetskaya et al., 2014). However, the PowerSoil® DNA isolation kit
and FastDNA®SPIN kit for soil kits provided comparable results for bacterial community assessment.
Another study underlined that an incomplete bacterial DNA extraction for soil was a source of bias
for biodiversity measurements regarding bacterial communities, but not for fungal ones (Feinstein et
al., 2009).

Both our results and the literature findings suggest that the need to verify the ability of the
DNA extraction method to provide subsequent amount of DNA for further molecular analytical steps.
What’s more, standardization of methods is required for further a comparison of results between
studies to avoid DNA extraction bias.

Analytical tools for biodiversity assessment

To assess the impact of analytical tools for fungal the evaluation of biodiversity, culture-
dependent and non-culture-dependent methods were used. For the sequencing, two genetic targets
(18S rDNA and ITS2 region) and two methods for sequence assignation were compared. All the four
fungal strains were detected throughout the study, but none of the used method allowed the
detection of the four strains with a subsequent proportion. Furthermore, other fungal species than
those initially added were detected in the generated bioaerosols.

Indeed, W. mellicola was poorly detected using culture followed by morphological
identification. Among 867 grown colonies, about 20 were identified as W. melicolla. This xerophilic
fungus was under unfavorable competitive conditions due to its slow growth on most of common
culture media especially on the MEA medium (Zeng et al., 2004; Flannigan 1997). Furthermore, W.
melicolla forms small colonies (1-2 mm of diameter) that are only usually seen when the propagules
of faster growing species are absent (Flannigan, 1997). On the other hand, by sequencing, regardless
the genetic sequenced target and sequences analysis tools, Wallemia was the main genus found in
bioaerosols and in liquid cultures. On the contrary, Aspergillus was found in subsequent proportion
(> 20%) by culture but poorly detected by sequencing. To date, no universal efficient DNA extraction
method was defined and DNA extraction is a critical step for PCR dependent analysis (Manian et al.,
2001; Fredricks et al., 2005; Karakousis et al., 2006; White et al., 2010). It is supposed that the DNA
extraction method used in the present study was not efficient on A. niger spores.
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The two main explanations for detecting fungal species other than those initially added were
a contamination of the generation and sampling (CFCs or filter) equipment, or an error of sequences
assignment. Indeed, the composition of the liquid microbial suspension was in conformity with the
added strains and it could be suggested a slight contamination of the sampling devices. What’s more,
others studies showed that microbial components, like glucans, were present on the filters which
were decontaminated before use (Shogren and Park 2011). Among the “others”, the genus Davidiella
was assigned to several fungal reads in the database (Silva database for 18S rDNA assignment).
Davidiella is a Cladosporium-like genus and the two genera are confined (Braun et al., 2003). Data
analysis interpretation is depending on the accuracy, the uniformity of the taxonomic assignment of
the databases. But, it was shown by several studies that ITS barcode did not allow a good
identification of the fungal communities because of misidentification of fungal sequences,
sequencing errors or shortness of the reads (Nilsson et al., 2009; Ovaskainen et al., 2010). Moreover,
the assignment of fungal sequences using BLASTn method seemed to be reliable (Yamamoto et al.,
2014). The proportions of the fungal strains could also be affected by the choice of the primers or by
the number of the 18S rDNA and ITS2 copies (Bellemain et al., 2010).

As a consequence, the results showed that the biodiversity results depended on the methods
used to assess it from the principle of the method (culture vs sequencing) to bioinformatics step.
Neither the culture method nor the NGS methods allowed the recovery of all fungal strains in the
liquid cultures and in the bioaerosols. But, the culture-dependent method and ITS2 sequencing
followed by BLASTn assignment gave complementary results and both the methods can give useful
data for a better understanding of the environmental bioaerosol composition.

CONCLUSION

The purpose of the present study was to identify the limits and the biases of the analytical
tools commonly used to assess the fungal biodiversity to choose a reliable measurement processing
but not to optimize each step of these processing. Laboratory experiments allowed controlling the
liguid suspension composition for a better interpretation of the results and understanding the
boundaries compared to an unknown environmental samples. Every steps of the analytical
processing (method of identification, DNA extraction, and genetic target for sequencing and
bioinformatics) had an important impact on biodiversity results. It demonstrated the significance of
the standardization of the measurement processing for comparative study.
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SUPPLEMENTARY MATERIALS

S1 Generated particle size distribution measured with the OPC-Grimm® and use of the real-
time indicator Cn(dopt> 1 pum)

Examples of the size distribution of airborne particles as a function of their optical diameter,
measured using a Grimm” G1109, are shown in Fig. S1-1.
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Figure S 1 Size distribution for particles generated measured with Grimm® G1109. Examples for the 4-strains mixing (a) and
for Wallemia melicolla (b).

The size distributions of the bioaerosols indicate that two distinct particle populations are
generated. These two populations are separated around a diameter of 1 um.

A first population, corresponding to optical diameters between 1 and 5 um is fully visible. This
population presents a median optical diameter close to 1.8 um with a geometric standard deviation
close to 1.35. These descriptive parameters vary little with test day or liquid culture generated:
between 1.6 and 2 um for the median optical diameter and between 1.32 and 1.40 for the geometric
standard deviation across all the tests performed.

A second population of particles with a diameter of less than 1 um is also visible on Fig. S1a and
Fig. S1b. This population is not fully characterized by the Grimm® G1109 which is only capable of
detecting a portion of the distribution (0.25 < d,: < 1 um). These residual, undesired particles are,
probably, residues of the culture medium or fungal debris still present in the suspension despite the
washing steps included in the preparation protocol. Part of this could also be due to impurities or
dissolved particles present in the water, resulting in the formation of residual particles after droplet
drying. Whatever their origins or nature, the presence of these residual particles is not a problem
given that the size distribution of the fungal particles population remains quite discernible and
identifiable.
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Particles with an optical diameter greater than 1 um are considered to be fungal entities, whether
they are culturable, non-culturable or dead cells. The cumulated particle number concentration with
an optical diameter greater than 1 um, Cy(dop: > 1 um), was considered in our tests as an indicator of
the total fungal concentration in the generated bioaerosol. All experiments were performed using a
target value for Cy(dop> 1 pm) as close as possible to 7,000 #.L'". The operator then attempted to
maintain Cy(doee > 1 um) at the target value to improve stability during aerosol generation or to
improve inter-assay reproducibility. In both cases, the same method was used: slight adjustment of
the bubbling flow rate to maintain the target value near 7,000 #.L™. The OPC is a necessary element
of the test rig insofar as it gives real time data. Depending on the day of generation, the seven 60-
min averaged values of Cy(d,p: > 1 pm) were comprised between 6,620 and 7,430 #.Ln

S2 Further results concerning size distribution of the particles generated measured with TSI™
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Figure S 2 Size distributions for particles generated using the 4-strains mixing liquid cultures.

The size distributions of the bioaerosols measured with the TSI™ APS indicate that two distinct
particle populations are generated. These two populations are separated around a diameter of 1.7
pm.

A first population, corresponding to aerodynamic diameters between 1.7 and 6 um is fully visible
on the figures. This population presents a median aerodynamic diameter of 2.95 pum with a
geometric standard deviation close to 1.16. These descriptive parameters vary little with test day.

A second population of particles with a diameter of less than around 1.7 um is also visible on Fig. S2.
These residual, undesired particles are, probably, residues of the culture medium or fungal debris still
present in the suspension despite the washing steps included in the preparation protocol. Part of this
could also be due to impurities or dissolved particles present in the water, resulting in the formation
of residual particles after droplet drying. Whatever their origins or nature, the presence of these
residual particles is not a problem given that the size distribution of the fungal particles population
remains quite discernible and identifiable.
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Figure S 3 Size distributions and size distributions parameters for particles generated using a liquid culture of a. Wallemia
melicolla, b. Aspergillus niger, c. Penicillium brevicompactum and d. Cladosporium cladosporoides.The aerodynamic
diameter measured was measured using TSI™ APS 3321.

Table S 4 Fungal biodiversity determining data in the suspensions and in the bioaerosols.

Suspension 1

Suspension 2

Suspension 3

Colony number per generation
Number of 18S rDNA reads
Number of ITS2 reads

171
54123
55721

180
50954
51573

166
55928
62361

Generation 1

Generation 2

Generation 3

Colony number per generation
Average number of colony per
CFC

Number of 18S rDNA reads
Number of ITS2 reads

294
98+2

52705
60378

271
84+7

63087
55623

302
101+6

58415
69694
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1. Résumé

Les activités de tri des déchets sont une source d’émission de bioaérosols. Les expositions
des salariés a ces bioaérosols ont été associées avec différents troubles respiratoires tels que de
I'asthme, des rhinites ou des pneumopathies d’hypersensibilité. La composition microbienne des
bioaérosols émis dans ce secteur d’activités est trés peu renseignée dans la littérature. Les données
publiées ont été obtenues par une approche basée sur la cultivabilité avec une identification des
microorganismes par différentes méthodes. Du fait des limites des techniques culture-dépendante
qui sont bien connues, la biodiversité peut étre sous-estimée. Les progrés en biologie moléculaire ont
permis le développement de nouvelles techniques d’analyse telles que le séquencage d’ADN a haut
débit (NGS). Les NGS permettent I'exploration de la biodiversité dans divers environnements en
s’affranchissant des limites des approches par culture. L'objectif de cette étude était de caractériser
la biodiversité bactérienne et fongique par séquencage a haut débit, dans un centre de tri des
déchets, et ce, sur une année.

L'entreprise de tri des déchets investiguée employait environ 50 salariés essentiellement
dédiés au tri manuel des déchets tels que des journaux, des papiers, des cartons, des emballages
alimentaires et autres types de déchets recyclables. Tous les mois pendant un an, les échantillons de
bioaérosols ont été collectés a cing points de I'entreprise par filtration sur un filtre en polycarbonate
dans une cassette fermée de 37 mm pendant 5h a 10 L.min™. Un prélévement dans un bureau non
contaminé par les déchets a également été prélevé en parallele pour constituer une référence
intérieure. Apres transport réfrigéré des échantillons, ils ont été conservés a 4°C au laboratoire avant
leur analyse dans les 24h suivantes. Les particules ont été éluées du filtre par ajout d’'une solution
aqueuse et de Tween 80 a 0,01% et agitation a 2000 rpm pendant 20 min. L’ADN a ensuite été extrait
avec le kit FastDNA®SPIN kit for soil de MPBiomedicals selon les instructions du fabricant. Le
séquencage des régions ADNr 16S (bactéries) et ITS2 (champignons) a été réalisé par un prestataire
extérieur en utilisant la plateforme MiSeq de lllumina. Le pré-traitement des séquences a été
effectué avec le logiciel Mothur (Schloss et al. 2009). Les séquences ont été assignées par
comparaison avec la base de données SILVA pour ’ADNr 16S et UNITE pour I'ITS2.

Au cours des douze journées de prélevements, 72 échantillons de bioaérosols ont été
prélevés ; la biodiversité bactérienne a pu étre caractérisée dans 63 échantillons et la biodiversité
fongique dans 68. La plupart des échantillons ont pu étre séquencés. Les autres contenaient de
faibles concentrations en ADN et ont été prélevés soit en hiver soit au niveau de la référence. Tous
les bioaérosols étaient composés de quatre phyla bactériens prédominants: Actinobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes et Proteobacteria. Les proportions d’Actinobacteria et de Firmicutes
étaient plus importantes dans les échantillons prélevés au coeur des activités que dans la référence
intérieure.

Au total, 605 genres bactériens ont été détectés pendant I'année de prélévement dont 57 étaient
prédominants. Parmi les genres majoritaires dans |’entreprise, il y avait un grand nombre de
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Firmicutes comme Staphylococcus, Lactobacillus, Streptococcus mais aussi Prevotella (Bacteroidetes)
ou Pseudomonas (Proteobacteria). Les genres prédominants détectés au coeur des activités ne sont
pas les genres dominants de la référence intérieure suggérant une différence de biodiversité entre
les points exposés aux déchets et les locaux administratifs. Le nombre de genres fongiques détectés
lors de la campagne de préléevement était de 592. Comme pour les taxons bactériens, une variation
importante du nombre de taxons et de leurs proportions a été observée durant I'année de
prélevement. Néanmoins certains genres étaient présents en abondance relative importante au sein
des activités comme Wallemia, Cladosporium, Debaryomyces, Candida ou Penicillium.

La richesse de la composition microbienne dans les bioaérosols lors de la campagne s’est
révélée plus importante dans notre étude que dans les études précédentes avec I'utilisation de
méthodes culture-dépendantes. La biodiversité microbienne était complexe avec certains taxons qui
sont retrouvés tout au long de l'année de prélevement mais en abondance variable.
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Article non soumis

ABSTRACT

Domestic waste recycling showed an increased activity in developed countries. More and more
workers are thus exposed to the bioaerosols emitted during the waste treatment activities. However,
so far, little is known regarding the complex microbial composition of such aerosol and their
potential risk for the worker health. The objective of this study was thus to monitor the variation of
this biodiversity over a year in a waste sorting center. To do so, we used a noncultured-biased
method in using high-throughput sequencing and metagenomics approaches. Bioaerosols were
collected every month in a waste sorting center using filtration-device at five waste-exposed
locations. In general, the bioaerosols appeared complex in term of composition and with a high
microbial biodiversity different from those encounter in an indoor reference. Most of the microbial
diversity found in all samples was represented by the same predominant genera that were
Staphylococcus, Prevotella, Pseudomonas and others Firmicutes or Proteobacteria genera for
bacteria and Wallemia, Cladosporium, Candida, Penicillium and Debaryomyces for the fungi. Despite
these genera constituted the core of the bioaerosols microbial diversity, variations were observed in
their proportion during the year and also of the working place.

INTRODUCTION

The treatment of waste is an important issue in our society. For 2020, the European Union
plan to increase the amount of domestic waste recycled to reach 50% of the overall waste mass
(Council of the European Union, 2008). In France, the number of waste sorting plants (WSP)
increased from 265 to 410 between 2000 and 2014 (ADEME 2015). They treated several million tons
of non-hazardous household or industrial wastes every year. The numbers of workers in the type of
activity increased too and the waste treatment is an occupational source of biological exposure to
airborne microorganisms as bacteria and fungi, or biological compounds as endotoxins or (1,3)-B-D-
glucans. Health disorders as respiratory, gastrointestinal or dermatologic outcomes were reported in
household waste handling tasks and waste treatment plants (Heldal et al. 2003, Perez et al. 2006).
The respiratory symptoms often described in the literature are upper respiratory tract irritation, dry
cough, respiratory failure, fever, bronchoconstriction, allergic asthma and rhinitis, hypersensitivity
pneumonitis (Douwes et al., 2003; Lavoie et al., 2006; Giusti, 2009). Previous studies, in waste
treatment activities, provided data about concentrations of bacteria and fungi using culture methods
(Breum et al., 1999; Reinthaler et al., 1999; Park et al., 2013).

The microbial biodiversity in bioaerosols from WSPs was poorly studied and the few studies
about the microbial composition were carried out using culture-dependent method and showed that
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the genera Aspergillus and Penicillium were the predominant fungi (Breum et al., 1999; Lehtinen et
al. 2013; Viegas et al., 2014). The culture-methods are known to underestimate the composition and
the concentration of airborne microorganisms (Duquenne 2017). A better measurement of the
microbial composition of occupational bioaerosols would improve the knowledge about their
characterization on the dose/response relationship which is not established yet. Since a decade, the
next generation sequencing (NGS) provided a new approach for microbial environmental studies. It
was already used to characterize microbial community in various environments such as human
microbiome (Human Microbiome Project, 2012), soil (Arfi et al., 2012; Uroz et al., 2013), water
(Quaiser et al., 2011; Somboonna et al., 2012) and so on. In bioaerosols emitted at occupational
places, the NGS provided data about airborne biodiversity in swine houses (Nehme et al., 2008;
Kumari and Choi 2015), composting (Mbareche et al., 2017) or waste water treatment plant (Lin et
al., 2014; Ding et al., 2016). The molecular methods overcame the culture-limits but can introduce
other types of bias such as DNA extraction efficiency, errors of sequencing etc (for NGS). The NGS
biodiversity measurements revealed more complexity of microbial communities in bioaerosols
emitted in WSP with more detected microbial taxa than the ones found with culture-dependent
methods (Degois et al., 2017).

In previous published studies (Lehtinen et al., 2013; Viegas et al., 2014), the biodiversity was
generally assessed by collecting a limited number of bioaerosols samples. However the
representativeness of theses samples in regard with the potential variations of bioaerosol
biodiversity over time and in space is uncertain. Furthermore, learning about variations in
composition of microbial communities to which workers are exposed to would improve the
understanding of biological risks at the workplace. Previous studies have reported variations of
airborne microorganism communities in different occupational environments (Adams et al., 2013;
Emerson et al., 2016; Kumari et al., 2016). Time and spatial variations of microbial concentrations
were shown during waste collection and in indoor air (Frankel et al. 2012, Park et al., 2013).
However, variations in biodiversity were not investigated in WSP. The aims of the present study
were: 1) to characterize the bacterial and fungal biodiversity in bioaerosols at six sampling areas of a
WSP, 2) to assess the time and spatial variations of the microbial biodiversity.

MATERIALS AND METHODS

Waste sorting plant description

The investigated French waste sorting plant treated household wastes and non-hazardous
industrial waste produced by 44 towns (about 235000 inhabitants). The plant sorted journal
newspapers, papers, cardboards, food packaging and other sorting wastes. The refusal wastes, which
were non-recyclable, were burnt to supply the hot water system of the town. About 50 workers were
employed for the sorting activity. The work was organized in two shifts, the first one in the morning
and the second one in the afternoon. Five stationary sampling points were located inside the waste
treatment activities (waste-exposed locations) and a reference sampling was located in an office
(indoor reference) (table 5).

112 |Page



Partie 4: Suivi sur un an de la biodiversité microbienne dans les bioaérosols émis dans un centre de tri

Table 5 Description of the stationary sampling locations in the waste sorting plant.

Name Description of the sampling point Amount of waste
treated (t)
Unloading waste area  Wastes are unloading on the floor by 73.79 + 8.64

lorries, then they are carried in the first-
sorting cabin by a conveyor

First-sorting cabin Removing the big cardboards by two No data
workers

Sorting cabin Manual wastes sorting by a dozen workers No data

Press/storage Packaging of sorted waste into bales and 25.18 + 6.69
Storing of paper and cardboard bales

Shredder Shredding of industrial waste as furniture  15.81 + 4.77

Indoor reference Meeting room 0

Bioaerosols sampling

Bioaerosols were sampled at each sampling locations each month of 2016 (12 collected
samples by sampling locations). To performed bioaerosol sampling, 37 mm closed-face cassettes
(CFC) equipped with a polycarbonate filter (Nuclepore®, 0.8 um pore size) and a backing cellulose
pad (Millipore®, thick cellulose absorbent pad) were connected to constant flow pumps (Bravo,
Tecora, France) calibrated at the flow rate of 10 L.min™ using a flow meter (Mass Flowmeter 4040,
TSI Inc., USA). Flow rates were measured before and after the sampling. CFCs were placed at 1.7 m
above ground level and the sampling was conducted for five hours during the work shift. To assess
the environmental conditions, temperature and relative humidity were measured using a real-time
measuring devices (Labguard® 3D Mobiguard, Biomérieux, France) located near each sampling
device. All samples were transported to the laboratory in a cold box, stored at 4°C and analyzed
within 24 hours after being collected.

Samples analysis

To elude the particles from the filter, a volume of 5 mL of a sterile solution (0.01 % Tween 80
in ultra-pure water) was introduced into the cassettes by the inlet. Then, the cassette inlets and
outlets were closed with caps and shook (Heildolph®, Multi-Reax shaker) at 2000 rpm for 20 min and
at room temperature. The genomic DNA extraction was performed using a commercial kit (FastDNA®
SPIN kit for soil, MP Biomedicals, Illkirch, France), according to the manufacturer’s instructions, with
500 L of eluted particle solution. The DNA samples were stored at -20°C until sequencing.

DNA sequencing and sequence data analysis

The DNA samples were purified, amplified and sequenced by INRA Transfert Environnement
(Narbonne, France). The bacterial biodiversity was performed using the universal primers F-
GTGYCAGCMGCCGCGGTA and R-CCCCGYCAATTCMTTTRAGT which targeting the 16S rDNA (v3-v5
variable region). The primers used to amplify the specific fungal barcode ITS2 were w404
CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTGTGARTCATCGAATCTTTG and w40
GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCCTCCGCTTATTGATATGC. For the DNA amplification by PCR,
the mixture contained: 5 uL of DNA template, 4 uL of dNTPs (25 mM), 1 uL of each primer (100 ng.uL’
'), and 0.5 uL of Taq polymerase in a total volume of 50 uL. The PCR cycle was 2 min at 95°C
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(denaturation step), 1 min at 56°C or 65°C for ITS2 or 16S rDNA amplification respectively (annealing
step) and 1 min at 72°C (elongation step). The two genetics target were sequenced using Miseq
technology (lllumina, San Diego, USA). After sequencing, the reads were trimmed, denoised;
barcodes, primers and homopolymers longer than 8 pb were removed using Mothur (v.1.37.4)
software (Schloss et al., 2009). Chimera were detected and deleted using UNCHIME (Edgar et al.,
2011) executed in Mothur. Then, the reads with 100% of identity were clustered in a unique
sequence. The bacterial reads were assigned by the Wang method executed in Mothur with SILVA
database. The ITS2 reads were assigned at the genus level using the massBLASTer algorithm in UNITE
database (https://unite.ut.ee/analysis.php) with an E-value superior at 10*° and an identity superior
to 95%.

Data selection

The interpretation of the results of the microbial biodiversity at the genus rank, we selected
the 10 most present genera in each samples, deleted the duplication and represented the selected
genera in a heat map drawn using Origin pro 2017.

RESULTS
Sampling conditions

Environmental conditions (temperature and humidity) were monitored during the sampling
time at each point (table S5). The temperature varied from 5°C to 27°C depending on the month and
the sampling location. It was warmer in the indoor reference especially in cold season (about 20°C).
In the waste-exposed area, the lowest temperatures were observed in the hall (unloading waste
area, shredder and press/storage). In the two cabins, the temperature was higher than in the hall but
lower than the indoor reference. More generally, the temperatures were low in winter (<15 C°),
intermediate in spring and in fall (15-20°C) and warm in summer (>20°C). The relative humidity varied
from 40% to 60% for all the sampling periods and sampling points.

General sequencing data

During the twelve sampling days, 72 bioaerosol samples were collected for microbial
biodiversity analysis. Bacterial biodiversity was assessed by sequencing 63 samples and the fungal
biodiversity by sequencing 68 samples representing 87% and 94% respectively of the collected
bioaerosols. Most of the non-sequenced samples were collected in the winter or at the indoor
reference and showed low DNA concentrations which were under the detection limit (3 ng.uL™)
claimed by the provider (table 6). The number of reads after the sequencing varied in a wild range
depending on the location and on the month of the sampling. The median of the reads was about 20-
30 thousands except for 16S rDNA reads at the indoor reference which contained less reads than the
others sampling locations. Two samples showed a very low bacterial reads number sampled near the
press in November and in the indoor reference in September.
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Table 6 Overview of high-throughput sequencing data obtained from bioaerosol samples taken in the WSP during the year
of sampling.

Sampling point Median of Min of Max of Number of Month of non-
reads reads reads sequenced sequenced
number number number samples samples

Bacteria® Unloading area 31,282 15,290 35,073 12 None

First-sorting 30,3935 4,918 42,222 12 None

cabin

Sorting cabin 33,875 1,581 37,463 10 February,

November

Shredder 33,467 2,660 39,888 11 November

Press/storage 28,075 153 40,098 11 February

Indoor 2,078 37 22,105 7 February, June,

reference July, November,

December
Fungib Unloading area 26,894 19,552 46,777 12 None

First-sorting 30,346 16,681 44,581 12 None

cabin

Sorting cabin 23,309.5 12,199 49,119 12 None

Shredder 25,825.5 12,583 47,207 12 None

Press/storage 26,144 12,934 43,240 11 March

Indoor 23,477 12,325 52,283 8 February, March,

reference July, October

% sequencing of a region of 165 rDNA
b . .
sequencing of ITS2 region

Bacterial biodiversity

Dominant bacterial phyla and their variation

Most of the bacterial reads were assigned; the median of “Bacteria_unclassified” was 1.2%
(maximal 20.4% in February in the first-sorting cabin) and in the sorting activities and 8.4% in the
indoor reference (figure 21). Thirty bacterial phyla were observed but 96% of the reads represented
the five most prominent phyla in all the samples: Actinobateria, Bacteroidetes, Cynaobacteria,
Firmicutes and Proteobacteria (total of the 5 phyla relative abundance: min= 79% in the waste-
exposed locations and 77% in the indoor reference). Among these 5 main phyla, Firmicutes and
Proteobacteria were the two dominant phyla at the waste-exposed locations (median=41.5% and
24.6% respectively) and in the indoor reference (median= 20.0% and 48.6% respectively).
Actinobacteria and Bacteroidetes were also two phyla present in significant proportions. They were
in higher proportions inside the waste-exposed locations, 11.0% for Actinobacteria and 14.4% for
Bacteroidetes than in the indoor reference (2.0% and 6.5% respectively). The median of
Cyanobacteria was 2.1% inside the activities and 0.8% in the indoor reference.

The proportions of all the main phyla varied at each point during the year and depending on the
sampling locations. This observation is illustrated in the figure 21 for three sampling locations:
unloading waste area, in the first-sorting cabin and in the indoor reference (for the other sampling
points, see figure S3 in the supplementary materials). The relative abundance of the Firmicutes
represented until 57.0% of the bacterial reads (in June in the first-sorting cabin) and the
Proteobacteria up to 80.2% (in April in the sorting cabin). The Cyanobacteria were in a high
proportion in February in the unloading waste area with 65.7% of the bacterial reads assigned to this
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phylum. This value was not expected and had not been found in the others locations nor at any time
during the sampling campaign.
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Figure 21 Bacterial biodiersity at the phylum level in the samples collected in :a. the waste unloading area, b. in the first-
sorting cabin, c. in the non-exposed indoor reference.

Dominant bacterial genera and their variation

At the genus rank, a total of 605 bacterial genera were observed in all combined samples.
After trimming and selection of the ten most dominant genera in each samples, 57 bacterial genera
remained. Among the 57 predominant genera, there were 8 Actinobacteria, 11 Bacteroidetes, 17
Firmicutes, 1 Nitrospinae, 19 Proteobacteria and 1 Verrucomicrobia genera. The main genera
represented from 9.3% (waste unloading area in February) to 83.8% (indoor reference in September)
of the bacterial reads. The main genus at each sampling point, including the indoor reference, was
Staphylococcus (figures 22 and S4). The median proportion of Staphylococcus was nearly the same in
the indoor reference and waste-exposed locations (about 9%) but it represented up to 49% of the
bacterial reads near the press (in March) whereas its maximal proportion was 8.4% in the indoor
reference.

As for the bacterial phyla, the proportions and the number of the bacterial genera varied
depending on the locations of sampling in one hand and on the sampling period in another one
(figure 22). Because of the biodiversity complexity, the further results description will be focused on
three sampling points: the unloading waste area, the first-sorting cabin and the indoor reference (for
the other results, see figure S4). To facilitate the reading, the figure 22 represents only the 45 main
genera present in a proportion superior than 0.3%. Prevotella and Pseudomonas were present during
all the year in subsequent proportion in the two waste-exposed locations (about 3%) and in less
proportion in the indoor reference (less than 0.6%). Streptococcus was also found every month but in
lower proportion (1.5%, 1.2% and 3.0% in the unloading waste area, the first-sorting cabin and the
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indoor reference respectively) with a maximal value of 11.3%, observed in the indoor reference in
January. Other bacterial genera were frequently found during the year in the bioaerosols collected in
the unloading area and in the first sorting cabin: Lactobacillus (3%), Bacillus (1%), Leuconostoc (2%)
which was absent in the indoor reference but also Aerococcus, Lactococcus, Acinetobacter,
Corynebacterium and so on. The bioaerosol sampled in the unloading waste area in February had a
different composition with a high proportion of the Cyanobacteria taxon: “Chloroplast_unclassified”

(65.7%).
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Psychrobacter
alomonas
assilia
Gluconobacter
hizobium
Achromobacter
Burkholderia =
Ignatzschineria
Stenotrophomonas
Sphingomonas | -]
Paracoccus
_ Ralstonia
Acinetobacter 0.15

Weissel
Enhydrobacter
lostridium
Phascolarctobacterium
Enterococcus
lautia 0.10
Lactococcus = =
Aerococcus
Leuconostoc
Faecalibacterium
Jeotgalicoccus
Streptococcus =i

acillus
L - 0.050

Lactobacillus il i

_ Staphylococcus Il S [ —— | ]
Candidatus_Amoebinatus
Hymenobacter
Agquamonas
Chryseobacterium

ysgonomonas | 0.010

yroides
Flavobacterium
Prevotella i

Yaniella
Microbacterium
Arthrobacter
Brevibacterium
Brachybacterium
Corynebacterium

LI L L E R R EE L E L ER L L L L
25T FL28 50060 5T 32T o308 6553223338388
g g Lo S330909090 88t o 5 30999 g g 2o S 29 99 9
228<=359E9EE 228<23°3ESEE 228<=23°PESEE
S 8= 8808 §a8= I890908 8= «x< 2990 Qg
S o B0 2 9 S o 20 2 9 S o R0 0
w o) o o w o) o o w o) (o]
& 2Zia & zZza 3 zo
* * %k

Figure 22 Bacterial biodiversity at the genus level in bioaerosols collected in the unloading waste area, in the first-sorting
cabin and in the indoor reference (* no data collected for the samples).

Fungal biodiversity

Dominant fungal phyla and their variation

As for bacterial biodiversity, most of the fungal reads were assigned with a median value of
“Fungi_ unclassified” of 3% with an extreme and unusual value at 17.2% in September at the
unloading waste sorting area. Among the 6 phyla detected in the bioaerosols, Ascomycota,
Basidiomycota and Mucoromycota were the dominant ones. Ascomycota reads represented more
than 50% of the fungal reads (56.3% waste-exposed locations and 53.2 in the reference). There were
34.6% and 40.2% of Basidiomycota reads inside the activities and in the reference respectively. The
Mucoromycota phylum was less observed with 1.1% of Mucoromycota reads for waste treatment
locations. This phylum was in little relative abundance in the reference (0.050%) with a maximal
observed in April (3.2%).

The main fungal phyla were present at every time and at each sampling points but their
proportions varied depending on the place and the time of the samples collection. Theses variations

were demonstrated in the figures 23 and S5.
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Figure 23 Fungal biodiversity at the phylum rank in bioaerosols collected in: a. the unloading waste area, b. in the first
sorting cabin, c. in the non-exposed indoor reference.

Dominant fungal genera and their variation

A total of 592 fungal genera were identified considering all the samples. Among them, 52
genera (25 Ascomycota, 25 Basidiomycota and 2 Mucoromycota) constituted the main genera. They
varied from 58.7% (October near the press) to 91.2 % (January in the first-sorting cabin)
(med=77.2%).

The variations the relative abundance of the main fungal genera found in the unloading
waste area, the first-sorting cabin and the indoor reference are described in the figure 24. The fungal
biodiversity found in the sorting cabin, near the shredder, near the press was illustrated in the figure
S4 in the supplementary materials. On the 52 main genera, 46 were founded in huge proportions all
the year: Cladosporium, Alternaria, Debaryomyces, Penicillum, Candida, Wallemia, Cryptococcus and
Mucor (figure 24). Wallemia was the predominant genus in the two occupational sampling points. It
was representing 17.3% (until 66.4% in February) and 21.4% (until 54.8% in November) of the ITS2
reads in the unloading waste area and in the first sorting cabin respectively. In the indoor reference,
Wallemia was also in subsequent proportion (6.5%) with a maximum equivalent to the two other
points (57.7% in June). Cladosporium and Debaryomyces were also dominant genera found at the
three sampling locations along the year. Cladosporium was the predominant genus in the indoor
reference. In the unloading waste area and in the first-sorting cabin, 5% of fungal reads were
assigned to Penicillium and Candida (5.2% and 6.1% in the unloading waste area; 5.2% and 4.5% in
the first-sorting cabin). These two genera represented only 1% in the indoor reference. Aspergillus
was present in low proportions from January to June. Its proportion increased from July to reach
3.7% in the unloading waste area and 4.1% in the first-sorting cabin in August. Aspergillus
proportions remained lower all the year in the indoor reference.
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Figure 24 Fungal biodiversity at the genus level in bioaerosols emitted in: the unloading area, the first-sorting cabin and in
the indoor reference (* no data collected for the samples).

DISCUSSION

Overview of the sampling campaign

During the sampling campaign, the climatic conditions were typical of those of the semi-
continental climate usually found in the North East of France. The WSP had an activity and a number
of workers which were similar to the ones of previous years with an increase of the amount of sorted
wastes. No production dysfunctions were monitored during sampling periods except a production
stop in November with any activity in the two sorting cabins. Thus, the overall production as well as
working activities was considered to be representative of usual ones for the investigated WSP.

Dominant airborne microorganisms in the WSP

The biodiversity data revealed that some microbial taxa were present in subsequent
proportions all along the year and at all the sampling locations. For bacteria, the Firmicutes was the
dominant bacterial phylum followed by Proteobacteria and Bacteroidetes (with an exception for the
unloading waste area in February). About 605 bacterial genera were found but only few of them
(about 50) account for the most of the 16S rDNA reads in collected bioaerosol samples. Among these
genera, Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus and Lactococcus were almost present and
dominant all along the year and at each sampling point. For fungi, dominant phyla were Ascomycota
and Basidiomycota and only few genera represented the most of ITS2 reads as compared to bacteria.
Indeed, the genera Wallemia, Cladosporium, Debaryomyces, Candida and Penicillium accounted for
12% to 83% (median= 54%) in the plant. Therefore, among the 592 fungal genera, only five genera
constituted more than half of the relative abundance of the ITS2 reads.
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As already pointed out; data about the bacterial and fungal biodiversity in bioaerosols from
WSPs are scarce. Indeed, most of biodiversity data from studies carried in WSP were obtained by
culture of microorganisms followed by macroscopic and/or microscopic identification as well as
biochemical identification. Furthermore, the biodiversity in bioaerosols has been far less
documented for bacteria than for fungi. We have recently published the first results of biodiversity in
bioaerosols from measurements in a WSP using NGS methods (Degois et al., 2017).

These results corroborate previous findings from a study in a waste sorting plant using NGS
technologies where dominant bacteria phyla were Firmicutes and Proteobacteria and fungal ones
were Ascomycota and Basidiomycota (Degois et al., 2017). In this previous study, the same bacterial
(Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus and Lactococcus) and fungal (Penicillium and
Aspergillus) genera were also found predominantly. The same bacterial genera were also isolated
and considered as predominant ones in different environments and using cultural methods. For
example, Staphylococcus was isolated from samples collected in truck cabs for waste collection by
colonies identification using MALDI-TOF (Madsen et al., 2016). Staphylococcus and Bacillus were
found by culture in bioaerosols emitted during paper sorting plant (Breum et al.,, 1999). In the
present study, the genus Prevotella was also found in an important relative abundance all along the
year. To our knowledge, this genus was not reported in study measuring the bacterial composition in
bioaerosol emitted in waste sorting plant. These fungal genera Penicillium and Aspergillus were also
isolated by culture from samples collected in truck cab samples (Madsen et al., 2016), in a waste
treatment plant (Breum et al., 1999; Tolvanen 2001; Lehtinen et al., 2013; Viegas et al., 2014). In
addition with Penicillium, Cladosporium was the predominant fungal genus in a sorting paper plant
(Breum et al., 1999) and Candida was found in high proportion, using NGS, in a domestic composts
and in bioaerosols from which they are produced (Mbareche et al., 2017). The results indicate that
Wallemia was the predominant fungal genus found in the bioaerosols. Indeed, Wallemia was not
found by culture in bioaerosols in previous studies published and was detected using NGS methods in
a lower relative abundance (Degois et al., 2017). The NGS provided higher biodiversity records than
the culture-dependent methods that were discussed in a previous study (Degois et al., 2017).

The differences found in microbial biodiversity might be explained by different factors
including the methods used biodiversity measurements, the geographic and climatic conditions
(Smets et al., 2016). The Wallemia genus was isolated from indoor air, food even in food with low
water activity, and salty environment. It is a xerophilic fungi and only one species, Wallemia sebi,
growth on media as MEA without solutes addition (Zalar et al., 2005). Therefore, the detection and
the abundance of this genus can be underestimated using culture-dependent methods. Wallemia
was also isolated from fine particles in outdoor samples collected in Germany (Fréohlich-Nowoisky et
al., 2009). Surprisingly the genus Aspergillus was poorly detected in the present study regarding to a
previous sampling campaign and others studies. Indeed, Aspergillus was found as a predominant
genus in several studies (Tolvanen 2001; Viegas et al., 2014; Degois et al., 2017). This fact may be due
to the few relative abundance of the genus Aspergillus in the WSP investigated compared to the
others sites. It also may due to a methodological bias such as a lack of DNA extraction of this specific
genus. Indeed, an experimental precedent work showed a bad efficiency of the MPBio kit to extract
Aspergillus DNA (data not shown). In general, it is admitted that a unique DNA extraction method do
not enable the extraction of the whole diversity by the same way (Manian et al., 2001; Fredricks et
al., 2005; Karakousis et al., 2006).

Thus, the study provides additional biodiversity data about bioaerosols emitted in WSP and
reveals their real complex composition all along the year.
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Reported heath disorders of the found microbial taxa

Several of the dominant microbial genera found in the present study include species that
were involved in heath disorders among general and occupational populations. For example, some
Prevotella species were involved in human health disorders as pulmonary diseases and chronic otitis
and sinusitis (Tanaka et al., 2008). The effects of airborne fungal particles are well described in the
literature. The risk due to airborne fungal particles is better described than bacterial risk. Fungi can
induce different type of effects: allergy (asthma, rhinitis or hypersensitivity pneumonitis), toxicity
(mycotoxins exposure), and irritation or infection. Airborne Cladosporium, Aspergillus and Penicillium
exposition was related with allergic skin disease as contact dermatitis (Kallawicha et al., 2016) and
are volatile organic compound producers which cause several symptoms such as dry cough,
pharyngitis... What’s more, the wall cell of Aspergillus and Candida ssp. are composed by mannan
which is a known allergic compound (Dylgg 2017). Furthermore, Wallemia sebi is involved in
allergenic disorders such as the farmer’s lung disease and produces a toxic metabolite, the wallemiol
with had the same effect as the mycotoxin, penicillic acid (Wood et al., 1990).

Furthermore, because of the high number of genus, only the main genera were represented
on the figures. However, as the dose/response relationship was not established, the minor and the
rare taxa could have an effect on worker health. What is more, the pathogenic property is not the
only aspect. Indeed, the bacteria presented in low proportions can carry endotoxins or B-D-glucans.
Exposures to these compounds were reported in waste treatment plants in other studies (Tolvanen
2001; Lehtinen et al., 2013). These components are described in the literature to induce several
health effects as irritation of the upper airways or mucous membranes, inflammation for the glucans
(Bgnlgkke et al., 2006; tawniczek-Watczyk and Gérny 2010) and irritation of the respiratory system,
fever, diarrhea (Rylander et al., 1985; Duquenne et al., 2012; Balty et al., 2015).

On the other hand, the biodiversity data provided by the present study are not sufficient for
an eligible risk assessment in the WSP. First, the dose/response relationship between airborne
microorganism exposure and human health disorders was not well established yet (Walser et al.,
2015). Secondly, individual samplings are required for the assessment of occupational exposure.
Indeed, the stationary sampling did not consider the movement of the workers during the shift.
Finally, the NGS technologies do not allow the identification at the species level due to the short
reads provided by the Illlumina sequencing or to the errors of sequence annotations in databases
(Nilsson et al., 2006; Yamamoto and Bibby 2014). The genus level does not allow a precise risk
assessment. Indeed, a genus can gather a large number of species; more than an hundred for the
genus Bacillus and within a genus, only some species can be pathogenic as Staphylococcus aureus for
the Staphylococcus genus (Kwok et al., 1999).

The NGS allows in a first step to characterize the entire genus to in a second step, focusing on
specific genera with another method to assess the microbial exposure at the species level. The global
sequencing using PacBio technology allows identification at the species level thanks to longer
sequenced reads (1000 pb) (Rhoads and Au 2015).
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Variation of microbial biodiversity over time

To study the variation of microbial biodiversity, 72 bioaerosol samples were collected over
twelve months at five waste-exposed points and in an indoor reference. Finally, 63 bacterial
compositions and 68 fungal compositions were assessed. Consequently, the sampling measurement
strategy provided information about the microbial biodiversity found in different conditions during
one year to monitor the potential community variation.

Results revealed a temporal and a spatial variation of the number of microbial taxa (bacteria
and fungi) as well as their proportions (at the phylum, class, order and genus levels) providing the
first record of such variations of biodiversity in bioaerosols emitted in WSP. Thus the bioaerosols
emitted in the waste sorting plant had a complex composition that varied over time. These results
are in agreement with previous studies showing a variation in time of microbial biodiversity observed
in five swine houses in South Korea (Kumari et al., 2016) and in indoor air (Adams et al., 2013;
Emerson et al., 2016). All the studies reported important variations and a high complexity of the
bioaerosols emitted in the different environments.

The biodiversity was closer between the sampling points in the plant than in the non-
exposed indoor. Moreover, the environmental parameters (temperature, relative humidity) and the
amount of sorted waste also varied in regard with the period of sampling. The environmental
conditions can impact the concentrations of fungi and bacteria in bioaerosols emitted during waste
handling (Park et al., 2013) but also impact the biodiversity in bioaerosols. We were not able to
collect information about the precise nature of the sorted wastes, their microbial content and the
duration of waste storage in the plant before being sorted because of the plant organization.
However, several studies reported that the nature of wastes or the duration of the bin storage may
increase the level of airborne microorganisms (Schlosser et al., 2015; Gladding and Gwyther 2017).

The high complexity and variability of the bioaerosols in waste sorting plants may explain
why published epidemiological studies did not clearly establish the impact of airborne
microorganisms on worker’s health.

Significance of findings on sampling strategy for biodiversity monitoring

The bacterial biodiversity is less investigated than the fungal biodiversity in waste treatment
plants. The exposure to airborne bacterial is generally assessed by measuring the concentration of
culturable bacteria or determining the endotoxin level exposure (Tolvanen 2001; Lehtinen et al.,
2013). However, an experimental study showed that bacteria were present in higher abundance than
fungi and that they represented the most colonizers of the household waste bins (Gladding and
Gwyther 2017). So, investigating bacterial biodiversity is needed for a better understanding of
airborne microorganism exposures in WSP.

Moreover, because of the high bioaerosol complexity, a long monitoring survey is
appropriate to an accurate assessment of bioaerosol composition. Indeed, a unique sampling may
induce misinterpretation about the occupational exposure. Thus, a single sample collected in specific
environmental conditions and at a specific time can induce a misinterpretation of the bioaerosol
composition and under or overestimate the biological exposure. That is why; the collection of several
bioaerosol samples is required to characterize the bioaerosol biodiversity and to get a representative
overview of the bioaerosol composition.
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Perspectives of the study

While providing useful data for a better understanding of the microbial biodiversity in
bioaerosols emitted in waste sorting plant, the present study had some limitations. The temporal
variation was assessed by only one sample per month it is not necessarily representative of the
month. The study could be amended by shorter scale-time investigations. Further measurements
could be done in other WSPs with different organizations (levels of automation, ventilation system or
household waste instructions etc.) which could affect the microbial bioaerosol composition. The new
biodiversity data provided by the study allow the further specific quantification of main microbial
genera and to focus on the identification of species belonging theses genera.

NGS methods have also limits and biases due to DNA extraction efficiency, the bioinformatics
steps such as chimera removing, sequences clustering in operational taxonomic unit (OTU) or the
OTU labeling (Bellemain et al., 2010; Mbareche et al., 2017). The NGS and more generally molecular
biology methods are blamed to not considerate the viability aspect of the microorganisms and thus
overestimating the biological risk and more especially the infectious risk (Mbareche et al., 2017).

CONCLUSION

The study allowed the characterization of the microbial biodiversity in a waste sorting plant
during one year. The results revealed a real complexity in the composition of bioaerosols emitted at
occupational settings in the WSP. Indeed, the identified bacterial communities were dominated by
the Firmicutes and the Proteobacteria with Staphylococcus and Pseudomonas while as dominant
genera. Wallemia, Cladosporium, Candida, Debaryomyces and Penicillium accounted for the main
genera composing the airborne fungal communities. The NGS biodiversity data showed higher
biodiversity records as compared with the previously published ones measured with the culture-
dependent methods and brings new insights about bacterial and fungal biodiversity in bioaerosols
emitted in WSPs.

Furthermore, the study showed a temporal and a spatial variation of the number and
proportion of microbial taxa at the phylum and genus ranks, which constitute the first report of
variations of biodiversity in bioaerosols emitted in WSPs. These results also suggest that sampling
strategies would include the collection of several samples for an accurate and representative
assessment of biodiversity in occupational environments. They these results highlight that waste
sorting workers are likely exposed to airborne microbial communities of varying composition and
pathogenicity over time.

The findings also encourage the further specific quantification of target bacterial and fungal
taxa by gPCR in WSP bioaerosols to improve the quantitative exposure assessments in this sector. On
the other hand, further statistical analysis of NGS data are needed to investigate factors determining
the composition of airborne microbial communities in WSPs and to better understand the origins of
its variation. This would improve the understanding of biological risks in this working environment.
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SUPPLEMENTARY MATERIALS

Table S 5 Temperature and relative humidity measured at each sampling points during the sampling campaign.

Month Sampling point Temperature Relative humidity
January Unloading waste area 0 ND
First-sorting cabin 12 40
Sorting cabin 12 41
Shredder 0 ND
Press/storage ND ND
Indoor reference 19 37
February Unloading waste area 5.6 48
First-sorting cabin ND 41
Sorting cabin ND 39
Shredder ND 47
Press/storage ND 50
Indoor reference ND 38
March Unloading waste area ND ND
First-sorting cabin ND ND
Sorting cabin ND ND
Shredder ND ND
Press/storage ND ND
Indoor reference ND ND
April Unloading waste area 12 35.71
First-sorting cabin 16 33.7
Sorting cabin 19 32.29
Shredder 13 35.75
Press/storage 13 34.5
Indoor reference 23 33.59
May Unloading waste area ND ND
First-sorting cabin 17 44,7
Sorting cabin ND ND
Shredder 14 44.15
Press/storage 15 46.13
Indoor reference 23 43.42
June Unloading waste area 20 60.78
First-sorting cabin 22 57.98
Sorting cabin 21 60.53
Shredder 20 60.63
Press/storage 21 60.13
Indoor reference 26 57.33
July Unloading waste area 28 51.35
First-sorting cabin 29 50.07
Sorting cabin 28 47.88
Shredder 27 52.05
Press/storage 28 51.37
Indoor reference 26 50.7
August Unloading waste area ND ND
First-sorting cabin 24 58.86
Sorting cabin 22 59.22
Shredder 22 59.5
Press/storage 23 59.52
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Indoor reference 24 54.38
September Unloading waste area 19 55.54
First-sorting cabin 20 54.14
Sorting cabin 21 52.79
Shredder 19 55.12
Press/storage 20 54.81
Indoor reference 27 50.4
October Unloading waste area 13 58.75
First-sorting cabin 18 50.76
Sorting cabin 19 53.58
Shredder 14 54.76
Press/storage 14 55.04
Indoor reference 21 50.21
November Unloading waste area 6 51.92
First-sorting cabin 14 43.61
Sorting cabin 18 41.45
Shredder 6 52.19
Press/storage 7 51.45
Indoor reference 21 38.83
December Unloading waste area 0 45.85
First-sorting cabin 11 35.07
Sorting cabin 11 37.08
Shredder 1 44.84
Press/storage ND ND
Indoor reference 18 33.25
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Figure S 4 Bacterial biodiersity at the phylum level in the samples collected in :a. the sorting cabin, b. near the press, c. near
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1. Résumé

L’article précédent a montré la grande variabilité de la biodiversité bactérienne et fongique
des bioaérosols prélevés dans le centre de tri investigué au cours de I'année de prélevement.
L'objectif de ce chapitre est d’expliquer ces variations et d’identifier les parameéetres
environnementaux influant sur la composition microbienne des bioaérosols émis dans ce centre de
tri des déchets.

Des prélévements de bioaérosols ont été effectués pendant un an dans un centre de tri des
déchets francais. Les activités manuelles de tri étaient réparties dans deux cabines ou une
cinquantaine de salariés avaient pour tache de séparer les déchets ménagers.

Les préléevements ont été réalisés a point fixe a cing endroits différents au coeur des activités
de tri et dans un bureau non exposé aux déchets représentant la référence intérieure. Ces
prélevements ont été réalisés un jour par mois pendant un an, un jour par semaine pendant un mois
précis et chaque jour pendant une semaine précise. Les bioaérosols ont été collectés sur filtres en
polycarbonate placés dans une cassette fermées de 37 mm & 10 L.min™ pendant 5h. En paralléle, la
température et I'humidité relative a été mesurée a chaque point de prélevements (Labguard® 3D
Mobiguard, Biomérieux, France). Les données atmosphériques (température, humidité relative et
pluviométrie) du jour du prélevement ainsi que des trois jours le précédent ont été renseignées par
une sonde météorologique située a proximité (49,07°N ; 6,13°E). Le nombre de salariés et la quantité
de déchets traités ont également été renseignés. Aprés extraction de I'’ADN génomique
(FastDNA®SPIN kit for soil, MP Biomedicals, USA), la région ITS2 fongique et I’ADNr 16S bactérien ont
été séquencés (MiSeq, lllumina) par un prestataire extérieur (INRA Transfert, France). L’analyse bio-
informatique des séquences a été exécutée sous le logiciel Mothur (Schloss and Westcott, 2009). Les
différences de composition entre les bioaérosols prélevés au sein des activités et la référence
intérieure ont été évaluées par le calcul du coefficient de Sorensen-Dice. Plus ce coefficient est
proche de 1 et plus les deux échantillons ont une composition identique. Des tests de Mann-Whitney
et Kruskal-Wallis ont également été effectués pour attester de la différence statistique des indices de
biodiversité Shannon et richesse spécifique. Une analyse de données utilisant des réseaux Bayésiens
a permis d’évaluer I'impact des parameétres environnementaux sur les résultats de biodiversité
(Bayesialab).

Comme décrit dans le précédent chapitre, 605 genres bactériens et 592 genres fongiques ont
été détectés au cours de I'année de prélevement. Les tests de Mann-Whitney réalisés sur les valeurs
de Shannon et de richesse spécifique entre les différentes périodicités ont montré une différence
significative des valeurs de I'indice de Shannon entre les échantillons prélevés chaque mois et ceux
prélevés au sein d’'un mois. Le calcul du coefficient de Sorensen-Dice a montré une différence
significative de composition entre les points dans I'entreprise et la référence. Cette différence est
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d’autant plus marquée pour la biodiversité fongique lorsque I'humidité relative au point de
préléevement est élevée. Pour la biodiversité bactérienne, cette différence est plus marquée lorsque
les températures mesurées sont basses. Avec |'analyse avec le réseau Bayésien, les échantillons de
bioaérosols ont été classés sur des bases statistiques en différents groupes de biodiversité similaire
(20 pour les champignons et 17 pour les bactéries). Les bioaérosols fongiques ont été classés en
fonction du moment de prélevement (mois ou saison). L'impact de la nature de I'activité de tri (tri
manuel, broyage, presse) sur la composition des bioaérosols n‘est pas identifié. D’aprés ces
observations, il semblerait que le moment de prélevement affecte la composition du bioaérosol
fongique prélevé en centre de tri. Néanmoins, les conditions de température et d’humidité relative
ne suffisent pas a expliquer la composition fongique (R?<40% aprés modélisation par régression
multiple et du modeéle linéaire général). D’autres facteurs influent sur cette biodiversité. En ce qui
concerne la biodiversité bactérienne, aucun parametre investigué n’a permis de déterminer le ou les
facteurs qui ont conduit a la formation des différents groupes apres l'analyse avec le réseau
bayésien. L’hypothése privilégiée est que la nature du déchet ainsi que son temps de stockage dans
I’entreprise ont également un effet important mais non quantifiable sur les résultats de biodiversité
bactérienne et fongique.

Cette étude a permis de quantifier la complexité de la biodiversité bactérienne au regard des
différents indices d’alpha diversité (richesse spécifique et indice de Shannon). Ces variations sont
d’autant plus importantes que les jours de préléevements sont éloignés. L’analyse statistique a permis
de montrer une différence de composition entre les bioaérosols émis lors des activités de tri par
rapport a ceux émis dans des locaux administratifs. En revanche, il n'y a pas de différence de
composition microbienne entre les différents points dans I'entreprise. Les variations de biodiversité
fongique observée durant I'année de préléevement peuvent étre en partie expliquées par la saison. Il
en résulte une grande complexité de la biodiversité microbienne qui n’est pas prédictible sur la base
des données collectées dans cette étude et dont le résultat dépend du moment de prélévement.
Pour avoir une bonne représentativité de la biodiversité microbienne, plusieurs mesures effectuées
dans des conditions climatiques différentes sont nécessaires.
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Article non soumis

ABSTRACT

The airborne biodiversity may be impacted by environmental parameters. The aim of the study was
to assess the determinants which impact the microbial biodiversity in bioaerosols emitted in a waste
sorting plant. To do this, bioaerosol samples were collected in a waste sorting plant over one year at
five waste-exposed locations and an indoor reference using filtration devices. After genomic DNA
extraction, the bacterial 16S rDNA and the fungal ITS2 were sequenced. A statistical analysis
including alpha diversity parameters and Sorensen-Dice coefficient calculation was performed
followed by an approach using a Bayesian networks. The results showed that the waste-exposed
bioaerosols had a specific composition regarding to the reference regardless the seasons. A temporal
variation was observed for both bacterial and fungal compositions. The fungal variations may be
explained by the season whereas no studied parameters could explain the bacterial variability. The
bioaerosol emitted in waste sorting plant was complex and the origin of the variation of its
composition was multifactorial. To get accurate and representative biodiversity results of bioaerosols
in this environment, it is recommended to multiply the samples, collected at different moment of the
year.

INTRODUCTION

Waste treatment activities such as waste collection, waste sorting or waste composting are
reported as a source of bioaerosols emission (Tolvanen 2001 et al., 2013; Sebék et al., 2015; Madsen
et al., 2016). Exposure to these bioaerosols can induce various health disorders and more especially
respiratory adverse effects for workers (Douwes et al., 2003; Lavoie et al., 2006; Bellemain et al.;
2010). A very few published studies investigated the microbial composition of the bioaerosols. The
data highlighted a real complex biodiversity with an extended number of taxa at each classification
level (Lehtinen et al., 2013; Viegas et al., 2014; Degois et al., 2017; Mbareche et al., 2017). Most of
the time, few bioaerosol samples were collected and regarding to the high complexity of the
bioaerosols, the representativeness of the results appears uncertain. Some studies investigated the
variations of the biodiversity in bioaerosols from different environments and environmental
parameters such as temperature, relative humidity and more generally the season were identified as
a potential determinant of the microbial biodiversity in bioaerosols from wastewater treatment
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plants (Ding et al. 2016), swine houses (Kumari et al., 2016) and outdoor air (Bowers et al., 2012).The
results and the parameters varied from a study to another one. Because of the high complexity of the
environmental parameter impact, no extrapolation can be made from data found in a given
environment to another one. Such investigations were not performed yet for the bioaerosols emitted
in waste sorting plant. However, understanding the factors that may induce variation in airborne
communities will improve the knowledge about the worker’s exposure to microbial particles. It also
could provide useful information for the establishment of further sampling strategy. Biodiversity
measurement was performed in a waste sorting plant (WSP) for one year. The aim of the present
study was to investigate the environmental parameters which may impact the microbial biodiversity
in the bioaerosols emitted in a waste sorting plant.

MATERIALS AND METHODS

Waste sorting plant and sampling points

The waste sorting plant was located in the east of France and employed about 50 workers for the
sorting activities. The plant treated non-hazardous household and industrial wastes. The household
wastes (journal newspapers, papers, cardboards, food packaging...) were sorted depending on the
material; the industrial wastes (furniture) were shredded and burnt to supply the hot water system in
the neighboring town. The general organization of the plant and the sorting activities is given in
figure 1. The household wastes were unloaded on the floor in a large waste sorting area (1) and were
transported via conveyer belts to a first-sorting cabin (2) where two workers removed the big
cardboards. Wastes were then conveyed to a trommel and to a second cabin dedicated to the
manual removal of plastic bags. The remaining wastes were treated in a third sorting cabin (3) by
several workers (about 10 depending on the shift). Finally, the sorted wastes were pressed in bales
and stored in a dedicated area (5) before they were sent for recycling of materials in other plants.
The industrial wastes were dropped in a different area (4); they were shredded and sent to an
incinerator using a conveyor belt. Five sampling points were placed close to significant working areas
inside the plant: the point 1 in the unloading area, the point 2 in the first sorting cabin, the point 3 in
the third sorting cabin, the point 4 near the shredder and the point 5 near the press (figure 25). In
addition, an indoor reference was sampled in a meeting room located in another part of the building.
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Figure 25 Schematic organization of the waste sorting plant and location of the sampling locations.

Bioaerosols sampling

The sampling campaign took place in 2016 with different time scales. For the investigations of yearly
variation of microbial biodiversity, the stationary samples were collected for all the sampling points,
every month and for all the 12 months in the year. Investigations of monthly variation were carried
out by collecting bioaerosol samples. In addition, during June, bioaerosols were sampled one day per
week for 3 consecutive weeks for all the sampling points. Weekly variation was investigated during
three consecutive days in June (points 2, 3 and 4). The bioaerosol sampling was performed by air
filtration through polycarbonate filter (0.8 um pore size, Nuclepore®, France) and a backing pad
(Millipore®, thick absorbent pad) placed in a 37 mm closed-faced cassettes (CFC). The CFC were
connected to a constant flow rate pumps (Bravo, Tecora, France). The air flow rate was calibrated at
10 L.min™" before the beginning of the sampling and measured at the end of the sampling with a flow
meter (Mass Flowmeter 4040, TSI Inc., USA). The sampling devices were placed at 1.7 m above
ground level and sampling was performed for five hours. Samples were transported and stored at 4°C
to the laboratory for analysis within 24 h after the end of the sampling. Temperature and relative
humidity were monitored using a real-time measuring device (Labguard® 3D Mobiguard, Biomérieux,
France) located near the CFC.

Filters treatment

Before analysis, the particles were eluted from the filter by addition of 5 mL of sterile solution
containing Tween 80 at 0.01% inside the CFC inlet. Then, the CFC were shaken at 2000 rpm for 20
min at room temperature. The eluted particles were collected using a sterile needle. A volume of 500
uL of the subsequent solution was used for the biological molecular analysis.
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DNA extraction

The DNA extraction was performed immediately after the particles elution. The genomic DNA was
extracted using a commercial kit according the manufacturer’s instructions (FastDNA® SPIN kit for
soil kit, MP Biomedicals, lllkirch, France). Two aliquots of 50 pL per samples were stored at -20°C until
analysis.

DNA sequencing and bioinformatics analysis

The preparation of DNA samples (purification and amplification) and sequencing were performed by
an external provider (INRA Transfert Environnement, Narbonne, France). The bacterial 16S rDNA was
amplified with the universal primers F-GTGYCAGCMGCCGCGGTA and R-CCCCGYCAATTCMTTTRAGT
and the  fungal barcode ITS2 was  amplified using  the primers w404
CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTGTGARTCATCGAATCTTTG and w40
GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCCTCCGCTTATTGATATGC. The PCR mixture contained 5 pL of
DNA template, 4 uL of dNTPs (25 mM), 1 uL of each primer (100 ng.uL?), and 0.5 pL of Taq
polymerase in a final volume of 50 pL. The temperature for the denaturation step was 95°C for 2 min
followed by an annealing step at 56°C for ITS and 65°C for 16S rDNA for 1 min and finally an
elongation step at 72°C for 1 min. The DNA was sequenced using Miseq technology (Illumina, San
Diego, USA). For the sequence preprocessing, the ITS2 and 16rDNA reads were trimmed and
denoised. The barcodes, primers and homopolymers longer than 8 pb were removed using Mothur
software (Schloss et al., 2009). Chimera were detected and deleted using UNCHIME (Edgar et al.,
2011) executed in Mothur. To reduce the reads number, the reads with 100% of identity were
clustered in unique sequence. The bacterial sequences were assigned using the “classify.seq”
command in Mothur using the SILVA data base. The fungal biodiversity was assessed at the genus
rank by assignation of the sequences using massBLASTer algorithm in UNITE database
(https://unite.ut.ee/analysis.php) with an E-value superior at 10® and a homology superior at 95%.

Statistical analysis
Samples labeling

The samples were named with a specific label: a letter (B) for bacterial sample or (F) for fungal
sample, a number from 1 to 12 for the month of sampling and finally a number from 1 to 6 for the
sampling location in the plant (see the waste sorting plant map). This annotation was represented in
the figures about the Bayesian statistics.

Parameters calculation for Alpha diversity

The specificity richness (SR) at the genus rank was calculated as the total genera number in a given
sample. In addition, the Shannon index was calculated with the following formula: H’=- 3 Pi x InPi,
where Pi= Ni/N where Ni is the read number in given OTU and N is the total number of reads. The
values of Shannon’s index are between 0 and InS, (S=the total taxa number).

These parameters were calculated in order to evaluate the Shannon index and the SR differences
between 1) samples collected during the same week and samples collected in the same month, 2)
samples collected during the same month (June) and samples collected during the year of sampling,
at three sampling locations: the first-sorting cabin (point 2), the sorting cabin (point 3) and the
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shredder (point 4). To assess the statistical differences, the Mann-Whitney and the Kruskal-Wallis
tests were performed using the Statgraphics Centurion XVI software (Statistical Graphics Corp.,USA).

Calculation of the Sorensen-Dice coefficient

For measuring the beta diversity between measurements, the Sorensen-Dice coefficient (QS) is used.
QS is also named the “Whitaker species turnover” in this particular situation where only the
presence/absence of genus is monitored (Tuomisto 2010). In probabilistic terms, this value is also the
conditional probability for observing common genus between the measurements. The Sorensen-Dice
coefficient (QS) was calculated to compare the similarity of composition between the bioaerosols
emitted inside the plant and at the indoor reference. This index is based on the number of common
taxa present in a first sample (X) and in a second sample (Y) divided by the total taxa number (X+Y).
The more the compositions between the two samples are close each other, the more the index value
is near 1 (total similarity of the composition). In the present study, the sample X corresponded to one
of the sampling point in the plant and the sample Y to the indoor reference. The Sorensen-Dice index
was calculated for bacterial and fungal biodiversity at the genus rank for four month: January
(winter), April (spring), August (summer) and October (fall). These months were chosen because of
the success of the sequencing for both the genetic targets at all the sampling points.

QS=2Xnv

IXI+IY|
Correlation calculation

To establish a relation between the Sorensen-Dice coefficient with the temperature or the RH, the
rho of Spearman was calculated with the Statgraphics Centurion XVI software (Statistical Graphics
Corp.,USA). The calculation was performed with the rank of the values instead of the values
themselves in order to get rid of the extreme values.

Bayesian networks statistics

For identifying the similarities between the measurements, a statistical technique based on Bayesian
networks was used (Naim et al 2007). The software implementing this technique is Bayesialab
(www.bayesia.com). For each measurement, the biodiversity data were summarized into the
presence (value 1) or absence (value 0) of the genus. Each measurement is then a vector whose each
coordinate symbolizes the presence or absence of a specific genus (Table S6). The total number of
present genera per measurement measures the alpha diversity: in this case, the measurement
richness is used. It is expressed as a percentage in the Bayesian network.

Based on these data, the principle consists in an automatic building of a network that

highlights the statistical correlations between the measurements, based on the frequency of
common genus in measurements. Each measurement becomes a node and whenever a statistical
correlation is strong enough (p value < 0,000), then a link between the nodes is drawn (Figure S8).
In a second step of the statistical analysis, a data clustering method is applied for forming groups of
nodes whose similarity is strong enough. In the figure S8, the nodes with a same color belong to the
same group. This analysis can be viewed through a dendogram whose higher level materializes the
best compromise between the overall number of groups formed and the average similarity inside
groups.
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It is expected that the standard statistical settings for forming the groups allow identify patterns of
biodiversity between measurements, in particular depending on the season when the measurement
was realized.

RESULTS

Environmental parameters

Temperature and relative humidity (RH) were measured in real time during the entire duration of
sampling. An important variation of temperature was observed depending on the month and on the
location of sampling (figures 26 a. and b.). Indeed, the temperature was maximal (about 27°C) in
summer (July) and minimal in winter (January or February) with about 0°C in the hall and 12°C inside
the cabins. The temperature monitored in the indoor reference was more stable than the ones
measured at the occupational locations inside de WSP and was about 20°C. Inside the sorting plant
and more particularly in the hall, the temperatures were significantly lower than in the indoor
reference but they were similar from one sampling point to another in the hall. There were more
differences between the cabins. Recorded values of RH, varied from 28% to 60%. The RH values
measured in the two cabins were close to the IR value but, in the hall, the air was wetter especially in
fall and in winter (figure 27 a. and b.).
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Figure 26 Temperatures measured at each sampling points: a. in the cabins, b. in the hall. In each graph, the temperature

measured in the indoor reference was represented.
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Variation of alpha biodiversity parameters overtime

The comparison of the bacterial alpha biodiversity parameters was not performed for the

point 3 due to the lack of sequencing data. Indeed, the bacterial DNA concentrations for the monthly
variation assessment were too low to allow the sequencing.
No statistical differences were found between Shannon indexes for the week and month values for
both for bacteria and fungi, whatever the sampling locations (table 7). The Shannon index was
significantly different between June and the rest of the year at the sampling points 2 and 4 for
bacteria and at the points 3 and 4 for fungi. The Shannon index values were higher for the bacterial
biodiversity (about 4-5) than for the fungal one (from 2 to 3), indicating a more important fungal
entropy. The number of microbial genera did not depend on the period of sampling whether for
neither bacteria nor fungi. Indeed the number of bacterial genera varied from 128 (January) to 312
(March) in the first-sorting cabin and from 48 (May) to 323 (August) near the shredder. The same
results were observed for fungal biodiversity with a variation ranging from 55 (January) to 251 (July)
and from 38 (November) to 222 (July) in the first-sorting cabin, from 49 (February) to 158 (July) and
near the shredder respectively.

Table 7 Statistical differences between alpha biodiversity index (Mann-Withney test)

Point 2 Point 3 Point 4

Bacteria

Shannon Month vs week 0.82 - 0.83
June vs year 0.0065" - 0.044"

Specific richness  Month vs week 0.84 - 0.268
June vs year 0.64 - 0.50

Fungi

Shannon Month vs week 0.82 0.51 0.27
June vs year 0.11 0.0044" 0.0081"

Specific richness  Month vs week 0.26 1.0 0.51
June vs year 0.67 0.45 0.85

*significant difference (p<0.05)
Point 2: first-sorting cabin
Point 3: sorting cabin

Point 4: shredder

Biodiversity in the plant vs in the indoor reference

The similarity of microbial composition between the IR and the sampling points inside the waste
sorting plant (WSP) was assessed by calculating the Sorensen-Dice coefficient. A coefficient near 1
meant that the two samples had a similar composition. For bacterial composition, this coefficient
varied from 0.07 in winter to 0.6 in spring in the sorting cabin (figure 28.a). Except for 2 values, the
coefficient was inferior to 0.5. It was lower in winter and in spring (except for the sorting cabin) and
was higher in fall and summer. The bacterial composition was more similar in the occupational areas
and in the IR in fall-summer than in winter-spring. The same calculation was done for fungal
biodiversity (figure 28.b). The values varied from 0.12 to 0.64. The Sorensen-Dice was minimal (about
0.15) in summer and maximal in spring with values superior to 0.5. The fungal composition in
bioaerosol samples collected at the IR and at the sampling points in WSP showed similarities in spring
and in fall. For bacterial biodiversity, a positive correlation was observed between the Sorensen-Dice
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coefficient values and temperature values (p=0.51, n=20, r?>=0.04). The more the temperature
increased, the more the bacterial bioaerosols had a similar composition with the indoor reference.
The fungal biodiversity was negatively correlated with RH (p=-0.67, n=20, r*=0.01), the more the RH
increased, the more the fungal bioaerosols had a different composition as compared to the indoor
reference. The Kruskal-Wallis test was calculated comparing the Shannon index among the several
sampling points. For bacterial biodiversity, significant differences (p=0.003) among the Shannon
index values calculated from the six sampling locations. The notched boxplot showed a significant
difference between the waste-exposed points and the indoor reference (Figure S9.a). This test was
also done for the fungal biodiversity with the similar tendencies than those observed for bacterial
biodiversity (p=0.039) but the notched boxplot didn’t show any differences between the sampling
areas (Figure S9.b).
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Figure 28 Sorensen-Dice coefficient for a. bacterial and b. fungal biodiversity. This coefficient represents a distance of
community composition between a sampling point and the indoor reference. More the coefficient is high and more the two
samples had a similar composition.
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Results from Bayesian networks statistics

The Bayesian networks were used to regroup the bioaerosol samples according to the
similarities in their microbial composition at the genus level. After a first clustering, several clusters
which statistical similar composition were found: 20 for fungal biodiversity and 17 for bacterial
biodiversity (figure 29.a and S10). The sample number in a cluster varied from two to five. Two
samples had a specific composition and constituted a cluster by their own. These samples were not
considered in the cluster analysis. After the clustering, the composition of each cluster was analyzed
to determine the common parameters between the samples constituting this cluster. These
parameters included the day or location of sampling, the intensity of activity (amount of wastes), the
number of workers, the climatic conditions measured at each sampling points, the atmospheric
conditions during and three days before the collection. The clusters were then named by the
identified parameters. This was done for the bacterial diversity (figure S10) and for the fungal
biodiversity (figure 29.a). For fungi, 18 factors were linked to a parameter most of time related to the
day of sampling. After the first clustering, a second Bayesian analysis was performed to establish
relationships between the renamed clusters (figure 29.b). The “spring” cluster is connected with
clusters winter, June and other spring-related clusters.... The 8 clusters represent a total of 24
samples. The cluster “July August” is connected with clusters fall, summer and winter. It contains 9
clusters represent a total of 27 samples. The cluster “December 1” links these two groups, and it is
composed by four bioaerosol samples. This analysis shows that the composition of microbial aerosols
is related with the seasons of the year. For bacteria, no relation with identified parameters was
found to link the samples. In a same group, they were bioaerosols sampled at different locations and
at different time (figure S10).
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Figure 29 Bayesian network analysis for the fungal samples. a. The fungal samples were clustering depending on their
commun genera into nodes, the letter F reports to fungal sample, the first number to the month and the last number to the
sampling location b. the several nodes were clustering depending their similarity of fungal composition.
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DISCUSSION

Time variations of alpha biodiversity

A great variation of the specific richness was observed over the year at the genus level but also at the
family level (data not shown) for both the bacterial and fungal communities. These variations were
observed between the several sampling points but also for the different time scale of sampling. No
logical distribution of the specific richness values was found all along the study, the minimal and the
maximal index values were obtained for different dates and seasons depending on the sampling
points. As a consequence, RS was not a good indicator for the description of bacterial and fungal
biodiversity during sorting tasks due to its wide variation. The Shannon index also varied but in a
wider range, between the different months of sampling than between the different samplings made
during the same month but not for all the points. When a difference was observed, the mean and
median values of the Shannon index were higher for a large time scale.

Sorting activities compared with indoor reference

The Sorensen-Dice coefficient is a good index to evaluate a distance of composition between two
samples. In the present study, a significant difference (index value<0.5) was found between the
sorting activities and the indoor reference for all the studied seasons. This result suggested that the
workers handling wastes were exposed to a specific bioaerosol as compare to the administrative
staff. For airborne bacterial communities, the difference in biodiversity between waste-exposed
sampling points and the indoor reference was higher in winter and in spring which corresponded to
the cold seasons and when the highest differences in temperature between the two sampling
locations were observed. The climatic conditions were apparently less favorable to bacterial growth
in the plant. Despite the low temperatures measured, the specific richness was higher at waste-
exposed locations than in indoor reference. It suggested that the waste may contribute significantly
to bacterial biodiversity. For fungal communities, the difference of composition between waste-
exposed sampling points and the reference was less significant with higher difference observed when
the temperatures were extreme (in winter and in summer). The indoor reference was heated during
the winter and cooled during the summer by an air conditioning system (air drying). Moreover, the
air in the administrative building was renewed by outdoor air that surrounded the waste treatment
building. As a consequence, a pollution of the indoor air by the outdoor air may have occurred. Such
a phenomenon has already been described (Adams et al., 2013) and could explain the similarities in
fungal biodiversity between the two locations in winter and in summer.

In the present study, no differences in microbial biodiversity were observed between the
sampling points inside the waste treatment buildings, neither by Bayesian network analysis nor by
Shannon index analysis. This could be explained by the temperatures and the relative humidity which
were similar among sampling points especially in the hall (sampling points 1, 4 and 5). The difference
was more pronounced between the two sorting cabins. The wastes were the main emission source of
bioaerosols and were the same at every sampling point, excepted for the sampling point number 4.
The only changing parameter regarding to the waste was the duration of storage at each point
(several days, weeks or month at the locations 1 and 5; some minutes at the locations 2 and 3).
What’s more, the workers opened the two doors located at each side of the box in order to decrease
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the temperature in the first-sorting cabin during hot season. However, the first-sorting cabin was
located in front of the shredder which produced large amounts of airborne dust (speck of dust visible
to the eye) and which may contaminate the air of the first-sorting cabin. All these observations could
explain the similarities of microbial composition detected between the waste-exposed locations.

Seasonal variations of biodiversity

The Bayesian network approach allowed a clustering of the fungal bioaerosol samples
depending on their similarity of composition. The results showed a gathering according to the month
or the season of sampling (consecutive months) regardless the locations of the waste-exposed
samples. The period of sampling did not explain the gathering of the airborne bacterial samples. No
other parameters (humber of worker, sampling locations, amount of wastes) allowed explaining how
samples were clustered by the Bayesian network analysis for both bacterial and fungal communities.
Seasonal variations in concentrations of airborne microorganisms were investigated in studies
carried out in outdoor air from different countries (Bowers et al., 2012; Bezerra et al., 2014; Crandall
and Gilbert 2017) and in indoor air (Chao et al., 2002; Wang et al., 2010; Frankel et al., 2012). The
seasonal variations were also investigated in occupational environment such as wastewater
treatment plant (Tolvanen 2001; Oppliger et al. 2005; Ding et al., 2016), swine confinement buildings
(Nehme et al., 2008), composting plants (Fracchia et al., 2006), biowaste collection (Nielsen et al.,
2000). The corresponding studies reported contrasting results regarding the effect of season on
concentrations of airborne microorganisms.

Several studies found a seasonal variability of microbial biodiversity in bioaerosols but the
impact of the season on microbial communities depended on the study and the investigated place. In
outdoor air, the fungal species richness varied depending on the season with an higher Ascomycota
diversity in spring and higher diversity of Basidiomycota in fall (Fréhlich-Nowoisky et al., 2009). The
bacterial community assessed in USA was significantly distinct in summer than in other seasons
(Bowers et al., 2012). At occupational settings, an important variation of airborne fungal biodiversity
was observed in swine houses with a higher fungal diversity (and abundance) found in winter and a
more heterogeneous B diversity during the summer (Kumari et al., 2016). In wastewater treatment
station, more bacterial species were observed in June as compared to September January with only
Firmicutes in January and September and Firmicutes and Proteobacteria in June (Ding et al., 2016). In
swine confinement buildings, the bacterial biodiversity assessed by DDGE did not varied across
seasons (Nehme et al., 2008). No general tendency was observed regarding to the published data
and the impact of environmental parameters is difficult to predict (Liao and Luo 2005). To our
knowledge, the impact of environmental parameters on airborne biodiversity was not assessed in
waste sorting plant and no published data can be compared to our results.

Other determinant of biodiversity in bioaerosols

Temperature and relative humidity of the air may partly explain our results as these
parameters were shown to greatly influence microbial growth (Brown and Mohr 2016) as well as the
aerosolization of fungal spores from contaminated matters (Madsen 2012). In the present study, the
conditions of sampling were very different across the year. However, for a given sampling day, the
climatic conditions were different between the hall (sampling points 1, 4 and 5) and the two cabins
(points 2 and 3) and gathered in the same cluster. Thus, temperature and relative humidity were not
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the only parameters impacting the airborne fungal biodiversity in the WSP. This hypothesis was
confirmed by an extended statistical analysis performed on the Shannon index values combining
multilinear regression analysis and general linear models. This analysis considered the temperature
and the relative humidity at the sampling point but also the temperature, the relative humidity and
the rainfall during the day of the sampling and three days before. The best model calculated took
into account all the previous parameters and could explain only 40% of the Shannon index values
(data not shown).

The impact of the environment on microbial biodiversity in bioaerosols is multifactorial and
complex and combining not only the climatic conditions but also others parameters such as the
amount and nature of waste or other pollutants sources. This corroborates that microbial
biodiversity and more globally bioaerosol composition would be multifactorial and difficult to
characterize. So far, other parameters can also impact the microbial concentrations such as human
activity (Maron et al., 2006), particles size and density of urban area (Fang et al., 2007), air pollution
(Gao et al., 2015; Gao et al., 2016), CO, concentrations (Chao et al., 2002), operations of a process
(Tolvanen 2001), indoor air pollutants (Wang et al., 2010), the site investigated (Fracchia et al., 2006)
or physical, environmental and ecological interactions (Emerson et al., 2016).

We were not able to collect information about the composition of waste and and their
duration of storage time due to the organization of the plant. Indeed, waste could be stored for
several months on the site before being sorted. Wastes were the main matrix for microorganism
colonization and the type of waste and more particularly the content of the food packaging may have
an impact on the bacterial growth. The age of the stored waste was shown to have an impact on
both airborne bacteria and fungi exposure levels (Schlosser et al., 2015; Gladding and Gwyther 2017).

Consequence of findings on sampling strategy

Evaluating the impact of environmental parameters on airborne biodiversity in workplaces is
not easy especially because of the number of unknown or uncontrolled parameters. A pilot study
would allow an accurate way to control all the potential parameters (in particular the nature of
wastes) impacting the biodiversity and to assess how these parameters modify the composition of
the airborne microorganisms. Even if such studies describe more simple conditions as compared to
the occupational environment, they would contribute to a more accurate understanding of such a
complex phenomenon.

The present study showed that the waste workers were exposed to a specific bioaerosol as
compared to the indoor reference regardless the seasons and the Bayesian network approach
highlighted that fungal samples were clustered on period of sampling. This encourages the collection
of several bioaerosol samples over the year to get a representive overview of the actual biodiversity
in bioaeorosls from occupational envrionments. Furthermore, the statistical analysis also revealed
similar microbial composition in bioaerosol from the waste-exposed areas. This suggests that
decreasing the number of sampling points in the WSP would be an other way of simplification of the
sampling strategy.

CONCLUSION

The study revealed the variation of microbial biodiversity in bioaerosols from a waste sorting plant
across seasons and space. Indeed, the results showed that workers in the waste sorting plant were
exposed to bacterial and fungal communities that appeared specific to sorting activities.
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Furthermore, the biodiversity in term of specific richness and repartition of microbial genera
(Shannon index) varied across the year. The variation of the fungal community can be partly
explained by the season or at least the sampling time. The bacterial biodiversity was impacted by
unidentified environmental parameters. The data provide the first recorded statistical approach of
the variations of airborne biodiversity in WSP. These results suggest that microbial biodiversity in
bioaerosols is probably multifactorial and complex, involving numerous parameters that were not all
monitored in our study. Additional studies carried on more controlled conditions are needed to
further investigate the impact of these parameters on microbial biodiversity. The study also provides
evidence for the design of sampling strategies for an accurate assessment of biodiversity in
bioaerosols from occupational environments.
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SUPPLEMENTARY MATERIALS

Table S 6 Representation of data used.

Genus Measurement 1  Measurement 2 .. Measurement n
Staphylococcus | 1 0 1

Leuconostoc 0 0 1

Aerococcus 0 1 0

Prevotella 1 1 0

Mesoplasma 0 1 0

richness ra % r, % rn, %

863

ok

Figure S 8 Example of a Bayesian network whose nodes represent the measurements and those links represent the
statistical correlations between nodes.
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Les bioaérosols, notamment les bactéries et moisissures aérosolisées, peuvent avoir un impact sur la
santé des travailleurs qui y sont exposés. Il existe peu de méthodes standardisées pour la
caractérisation des bioaérosols émis en situation professionnelle. De plus, la relation dose/réponse
n’est pas établie a ce jour et les mécanismes d’actions des agents biologiques aérosolisés ne sont pas
bien déterminés. Les études de mesure des bioaérosols professionnels concernent surtout
I’évaluation des concentrations (bactériennes, fongiques, endotoxines, (1,3)-B-D-glucanes) et la
composition de ces bioaérosols est trés peu renseignée. Les techniques culture-dépendantes sont les
plus utilisées pour caractériser la biodiversité et bien qu’elles fournissent des données exploitables,
leurs limites sont bien connues. Les connaissances relatives a la composition des bioaérosols émis en
milieu professionnel sont donc parcellaires.

La métagénomique s’est démocratisée ces derniéres années notamment grace au séquencgage a haut
débit. Cette approche permet de s’affranchir de la culture et de ses limites en abordant la diversité
au niveau de I’ADN extractible d’'un environnement donné.

La premiere partie du travail a été consacrée a une étude de faisabilité du processus global de
mesure de I'analyse de la biodiversité microbienne dans les bioaérosols professionnels (du dispositif
de prélevement a I'extraction d’ADN). Le processus analytique a été ensuite caractérisé pour
déterminer les avantages et les limites de ce protocole. Une fois défini, ce processus a été déployé
dans un centre de tri des déchets ménagers pour une campagne de prélevement d’'une durée d’'un
an. Ce secteur a été choisi en raison de sa constante expansion et du fait que les données de
biodiversité y sont lacunaires.

Les travaux de la thése ont permis de définir une méthode pour la mesure de la biodiversité dans les
bioaérosols. Cette méthode comprend le prélevement des bioaérosols, le prétraitement des
échantillons avec notamment I'extraction de I’ADN microbien, le séquencage et I'analyse bio-
informatique des séquences. Le séquencage a été confié a un prestataire. Les premiers travaux ont
été consacrés a I'étude de la faisabilité de la méthode et ont permis la caractérisation d’échantillons
de bioaérosols prélevés dans un premier centre de tri des déchets ménagers. Le travail a permis
d’analyser les séquences issues de ces échantillons, de produire les premiéres données de
biodiversité par séquencgage a haut débit dans I’environnement investigué. Le processus de mesure a
permis de collecter suffisamment d’ADN (principale limite de la technique d’analyse) pour permettre
la faisabilité de la méthode envisagée sur les échantillons de bioaérosols. A notre connaissance, les
résultats obtenus lors de cette premiere campagne constituent les premiéres données de
biodiversité microbienne dans les bioaérosols émis en centre de tri des déchets obtenues par
séquencage a haut débit. Le phylum des Firmicutes est apparu comme prédominant dans la cabine
de tri manuel suivi des Proteobacteria. Les taxons majoritaires détectés lors de cette campagne
étaient Enterobacteriaceae non classifiés, Staphylococcus, Acinetobacter, Leuconostoc, Pseudomonas
et Lactobacillus. La biodiversité eucaryote a montré une dominance des champignons avec une
proportion importante des genres Aspergillus, Penicillium, Cladosporium et Wallemia.
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La génération de bioaérosols fongiques complexes en laboratoire a permis d’évaluer I'impact du
choix des outils analytiques sur les résultats de biodiversité fongique. La comparaison d’efficacité
d’extraction entre deux kits commerciaux, trés utilisés dans la littérature et dans les projets du
laboratoire, a mis en évidence l'importance de I'étape d’extraction d’ADN pour les analyses de
biologie moléculaire. En effet, le kit PowerSoil® DNA isolation kit de MO Bio n’a pas eu une efficacité
suffisante pour permettre le séquencage des échantillons. C’est donc le kit FastDNA® SPIN kit for soil
(MPBiomedicals) qui a été retenu pour tous les essais ultérieurs. La culture et le séquencgage a haut
débit sont apparus comme des techniques fournissant des résultats complémentaires en raison de
leurs sources de biais différentes : limite de cultivabilité pour la culture ; biais lors de I'extraction
d’ADN et de I'assignement des séquences pour les NGS. En ce qui concerne les NGS, la région ITS2
apparait plus adaptée a I'étude de la biodiversité fongique que ’ADNr 18S. La méthode d’assignation
des séquences constitue également une étape clé de I'analyse. Si la méthode Wang est adaptée a
I'assignation des séquences ADNr 16S, elle ne I'est pas pour les séquences fongiques ITS2.
L'algorithme BLAST a donné des résultats plus conformes a ceux attendus. Les résultats de
biodiversité fongique dépendent de la méthode utilisée pour la caractériser. Cette partie du travail a
démontré la nécessité de standardiser la méthode de mesure pour les essais de comparaison. Il a
également permis de définir les outils méthodologiques nécessaires a I'étude de la biodiversité
fongique des bioaérosols de terrain.

La campagne de préléevement effectuée sur toute une année dans un deuxiéme centre de tri a permis
de collecter un grand nombre de données relatives a la biodiversité bactérienne et fongique a six
points de prélevement, mais également aux conditions de température et d’humidité relative et des
données de production dans I'entreprise. Les résultats ont mis en évidence la grande complexité de
la biodiversité présente dans ces bioaérosols ainsi que les variations importantes de cette
composition en terme de richesse spécifique mais également en terme d’abondance des taxons qu’ils
soient majoritaires ou non. En effet, environ 600 genres bactériens et fongiques ont été détectés au
cours de cette année de prélevement. Comme dans la premiere campagne, les phyla Firmicutes et
Proteobacteria étaient les plus présents. En dépit des variations importantes, certains genres ont été
détectés toute I'année en proportions significatives parmi eux : les genres bactériens Staphylococcus,
Prevotella, Pseudomonas, Streptococcus, Lactobacillus, et les genres fongiques Wallemia,
Cladosporium, Debaryomyces, Penicillium ou encore Candida. L’analyse statistique a permis de
démontrer la différence de composition microbienne entre les points de prélevements situés dans
I’entreprise par rapport a des références non contaminées par les déchets (intérieure ou extérieure)
et ce pour les deux centres de tri investigués. Les opérateurs de tri sont donc exposés a une
communauté spécifique comparés au personnel administratif. Ces différences sont d’autant plus
importantes que la température est basse (communauté bactérienne) ou que I'humidité est
importante (communauté fongique). Le regroupement des échantillons fongiques en fonction de leur
composition suggere un impact du moment de prélevement et notamment de la saison sur les
résultats de biodiversité fongique. Pour la biodiversité bactérienne, aucun parametre étudié
(température, HR, nombre de salariés, tonnage de déchets..) n’a pu étre identifié comme
responsable des variations observées.

Les travaux de la thése ont permis de caractériser et de déployer un processus de mesure
permettant I'analyse de la biodiversité microbienne des bioaérosols émis au poste de travail (centre
de tri) par une approche de métagénomique. Les données collectées ont permis d’améliorer les
connaissances sur la biodiversité microbienne, ses déterminants ainsi que sur la stratégie de mesure
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a adopter pour la caractérisation de la biodiversité. Les résultats obtenus ouvrent des perspectives
de recherche supplémentaires sur des sujets qui n’ont pas pu étre traités dans le temps imparti pour
la thése. Dans le cadre de I'étude, les techniques NGS (séquencage de séquences courtes de
marqueurs n’ayant pas une bonne résolution au niveau de l'espéce) n‘ont pas permis la
caractérisation de la biodiversité au niveau de I'espéce et |'évaluation du risque biologique ne peut
pas étre réalisée avec la pertinence requise avec ces méthodes. Aussi les NGS, qui permettent de
caractériser la biodiversité dans sa globalité, pourraient étre couplées avec des techniques plus
précises telles que des PCR spécifiques ou des méthodes traditionnelles comme la culture suivie
d’une identification par spectrométrie de masse (MALDI-TOF). De méme, le séquencage a haut débit
étant une méthode qualitative, un couplage avec des gPCR, ciblant différents taxons, permettraient
également d’avoir des informations sur les concentrations de chacun des taxons majoritaires. Par
ailleurs, la méthode d’extraction d’ADN a montré ses limites lors des expérimentations de laboratoire
notamment pour extraire I’ADN d’Aspergillus niger. Cette étape pourrait étre optimisée pour
permettre une bonne efficacité d’extraction pour des organismes avec une paroi plus rigide (spores).
Enfin, un grand nombre d’échantillons et de données environnementales ont été collectés. Malgré
cela, les informations obtenues n’ont pas été suffisantes pour expliquer I'origine de la variation de la
biodiversité bactérienne. Des études supplémentaires explorant d’autres hypothéses (la composition
et le temps de séjour des déchets) apparaissent nécessaires pour approfondir les premiéres
observations. Certains taxons sont observés toute I'année dans les centres de tri en abondance
supérieure a celle de la référence. Pour confirmer ces taxons comme étant des indicateurs de
I"activité de tri, d’autres centres de tri doivent étre investigués.

En dépit de ces limites, les travaux issus de la thése ont apporté une nouvelle technique
d’analyse au laboratoire. Les techniques de NGS constituent une méthode intéressante pour
investiguer la globalité de la communauté microbienne dans les bioaérosols émis dans des
environnements professionnels pas ou peu investigués. Une meilleure connaissance de la
composition des bioaérosols permettrait a terme de mieux comprendre la relation entre les
expositions des travailleurs et les effets induits sur la santé.
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Résumé
Diversité microbienne dans les bioaérosols émis dans les centres de tri des déchets

Le secteur du tri des déchets est en pleine expansion. De part la nature de leurs activités, les centres
de tri des déchets sont une source d’émission de bioaérosols dont |'exposition peut entrainer
diverses troubles sur la santé des travailleurs. La composition des bioaérosols dans les centres de tri
est peu documentée. Dans ce contexte, les objectifs de la thése étaient de caractériser et de
déployer dans un centre de tri (pour un suivi d’'un an) une méthode d’analyse de la biodiversité
microbienne dans les bioaérosols par séquencage a haut débit. Les travaux ont permis de connaitre
les avantages et les limites de plusieurs méthodes d’analyse de la biodiversité et de mettre en
lumiere la nécessité de standardiser un processus de mesure dans le cadre d’études de comparaison.
Le suivi de la biodiversité microbienne dans les bioaérosols émis en centre de tri a permis de mettre
en évidence la grande complexité et la variabilité des taxons bactériens et fongiques a différents
postes de l'entreprise. L'analyse statistique a mis en évidence le caractére multifactoriel de la
variation et de la composition des bioaérosols émis en environnement professionnel. La quantité
importante de données a permis d’améliorer les connaissances sur la composition des bioaérosols
émis en centre de tri des déchets et sur la stratégie de prélévement a adopter pour une évaluation
du risque biologique représentative de I'entreprise.

Mots clé: biodiversité microbienne, bioaérosols, centre de tri des déchets, stratégie de
prélevements, séquencage a haut débit

Abstract

Microbial diversity in bioaerosols emitted in waste sorting plants

The waste sorting activities is constantly increasing. Due to the nature of their activities, waste
sorting plants are a source of bioaerosol emissions whose exposure can lead to various health
problems for workers. The composition of bioaerosols in sorting centers is poorly documented. In
this context, the aims of the thesis were to characterize and deploy in a sorting center (for a follow-
up of one year) a method of analysis of microbial biodiversity in bioaerosols using high throughput
sequencing. The work provided information about the advantages and the limits of several methods
of analysis of the biodiversity and highlighted the need to standardize a process of measurements for
comparative studies. The monitoring of microbial biodiversity in bioaerosols emitted in a sorting
plant revealed the high complexity and the variability of bacterial and fungal taxa at different places
in the company. Statistical analysis highlighted the multifactorial nature of the variation and
composition of bioaerosols emitted in this occupational environment. The large amount of collected
data improved the knowledge on the composition of bioaerosols emitted in the waste sorting plant
and the sampling strategy to be conducted for a representative biological risk assessment in the
company.

Keywords: microbial biodiversity, bioaerosols, waste sorting plant, sampling strategy, high
throughput sequencing
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