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INTRODUCTION

La pollution de I’air intérieur par les moisissures est une réalit¢ mal connue du public et du corps
médical.

Ce rapport produit par un groupe de travail mis en place par le Conseil Supérieur d’Hygiene
Publique de France, Section Milieux de Vie, tente de répondre aux questions que 1’on peut se poser
dans ce domaine aujourd’hui.

Les deux premiers chapitres décrivent successivement les principales moisissures rencontrées dans
I’habitat et 1’environnement intérieur et revoient la notion d’humidité et DI'intérét de sa
quantification.

Le troisieme chapitre présente les techniques d’échantillonnage et d’analyse des moisissures dans
I’habitat. Ces techniques sont complexes et diversifiées. Néanmoins, un consensus minimal
d’analyse a été trouvé entre les différents experts du groupe pour essayer d’harmoniser les résultats
et les rendre comparables d’un laboratoire a 1’autre.

L’état des connaissances des effets des moisissures sur la santé respiratoire distingue la simple
sensibilisation aux moisissures dans la population générale, qui traduit une exposition aux
moisissures, des pathologies respiratoires proprement dites induites par [’exposition aux
moisissures. On distingue classiquement les réactions allergiques : certaines rares, sont quasiment
spécifiques d’une exposition aux moisissures : aspergillose broncho-pulmonaire allergique,
alvéolite allergique extrinseque. D’autres en revanche, comme 1’asthme et la rhinite, sont
fréquentes, mais ne sont pas spécifiques d’une exposition aux moisissures. D’ou I’importance d’y
penser, de pratiquer des tests cutanés aux moisissures suspectées, et de rechercher par
I’interrogatoire une exposition a un environnement humide ou a des moisissures. On s’aidera
utilement dans cette recherche du questionnaire présent dans cette brochure. En cas de suspicion
forte, une analyse spécialisée pourra étre préconisée en liaison avec un personnel expert sur le
sujet. Des effets simplement irritatifs, induits notamment par les composés organiques volatils sont
¢galement décrits (fievre d’inhalation, syndrome des batiments malsains). Enfin, les risques
infectieux chez les immunodéprimés font 1’objet d’un sous chapitre.

Le chapitre V s’intéresse aux moisissures dans le cadre de I’insalubrité et quantifie notamment
I’importance de la contamination.

Le dernier chapitre donne les recommandations du groupe de travail pour remédier a une
exposition excessive aux moisissures.

En conclusion, ce document reflete 1’état actuel des connaissances sur la contamination fongique
en milieu intérieur et la conduite a tenir pour y remédier.

Ce document est susceptible d’améliorations ultérieures au fur et 2 mesure de 1’évolution des
connaissances et de I’expérience accumulée sur ce sujet.
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CHAPITRE 1. PRINCIPALES MOISISSURES RENCONTREES
DANS I’HABITAT ET L’ENVIRONNEMENT INTERIEUR.
CONNAISSANCE DES ESPECES IMPLIQUEES.

A. INTRODUCTION - GENERALITES

Les champignons, dont font partie les moisissures, sont des organismes Eucaryotes aérobies. Ni
plantes ni animaux, ils constituent un régne a part (Eumycota) dans le monde vivant.

Dépourvus de chlorophylle, ils ne peuvent pas, comme les plantes, synthétiser leur matiere
organique a partir du CO2 atmosphérique. Ils doivent donc puiser dans le milieu ambiant I’eau et
les substances organiques et minérales nécessaires a leurs propres synthéses; ils sont
hétérotrophes. Pour cela ils dégradent la matiére organique complexe grace a 1’excrétion
d’enzymes et d’acides puis ils en absorbent les composants digérés, tout ceci s’effectuant a travers
la paroi perméable de leur appareil végétatif. Ils peuvent étre saprophytes s’ils se développent sur
de la matiere organique inerte (c’est le cas des moisissures) ou parasites s’ils se développent sur
du vivant. Certains sont symbiotiques car ils vivent en association a bénéfice réciproque avec
d’autres organismes. L’exemple classique est celui des lichens qui sont une association algues-
champignons.

L’appareil végétatif est constitu¢ de filaments ou hyphes qui s’accroissent par leur sommet et dont
I’ensemble constitue un réseau appelé mycélium. Les taches ou colonies que 1’ont voit a la surface
des matériaux moisis sont essentiellement constituées de mycélium. Chez les levures cet appareil
végétatif est unicellulaire.

Les champignons se multiplient par des spores formées a partir du mycélium et qui sont des
organes de résistance, sortes de graines microscopiques, servant a la propagation lorsqu’elles se
détachent. Elles sont ensuite dispersées par les courants d’air, par 1’eau de ruissellement ou en se
collant sur des vecteurs : objets, plantes, animaux (insectes, acariens) ou I’homme. L’air et les
surfaces de notre environnement extérieur et intérieur sont ainsi naturellement chargés de spores a
I’état latent. En conditions favorables d’humidité les spores peuvent germer et redonner du
mycélium qui pourra a son tour sporuler et recontaminer.

La reproduction peut étre a caractére sexué (champignon téléomorphe ou parfait) et/ou asexué
(champignon anamorphe ou imparfait). Les deux formes de reproduction peuvent coexister chez
un méme champignon dit holomorphe.

Les champignons comprennent quatre groupes (phyla) basés sur les différentes formes de la
reproduction sexuée : les Chytridiomycota a spores flagellées mobiles et zygotes, et trois autres, a
spores non flagélées : Zygomycota a zygotes, Ascomycota a asques et Basidiomycota a basides.

Or, pour un nombre non négligeable d’entre eux on ne connait que la reproduction asexuée. Pour
situer ces organismes dans la classification générale on a donc di créer un groupe artificiel : les
Deuteromycota ou champignons anamorphes (= champignons imparfaits = champignons
conidiens = champignons mitosporiques) avec un systéme d’identification particulier
essentiellement basé sur le mode de formation des spores, appelées conidies.
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Cependant, au fur et a mesure des progrés de la connaissance et le plus souvent grice aux
méthodes d’analyses moléculaires, on peut rapprocher certains de ces champignons asexués de
formes sexuées connues, le plus souvent Ascomycota et quelques Basidiomycota.

Les Deuteromycota, comme tous les champignons apres identification, se voient attribuer un nom
propre (9), par exemple Aspergillus nidulans ou Aspergillus est le nom de genre et nidulans le nom
de I’espece. Mais, par la suite, cet Aspergillus s’est révélé €tre la forme asexuée d’un ascomycete
ayant lui-méme recu antérieurement un nom propre, dans le cas présent : Emericella nidulans.
Ainsi un méme organisme peut étre appelé par deux noms ! Pour éviter toute confusion il a été
décidé que seul le nom de la forme sexuée est valide : Emericella nidulans (= Aspergillus
nidulans= Aspergillus nidulellus). Cependant par habitude on appelle encore parfois le
champignon par le nom de sa forme asexuée, rencontrée plus fréquemment, et ceci est source de
confusion.

Les moisissures n’ont pas de statut officiel a I’intérieur de la classification générale des
champignons. C’est un groupement hétérogene d’organismes microscopiques liés a une altération
visible des biens de consommation et de I’habitat. La plupart des moisissures rencontrées dans
I’habitat sont des Deuteromycota. On trouve également un petit nombre de représentants des
Zygomycota (Mucorales), et des Asco- et Basidiomycota.

Sur environ 16 000 espéces de Deuteromycota décrites a ce jour (6), (7), (10), une soixantaine se
rencontrent fréquemment dans 1’habitat, (7), (10), (25). Parmi celles-ci trois genres :
Cladosporium, Penicillium et Aspergillus sont présents dans 90% des logements, avec de
nombreuses especes de répartition plus aléatoire.

A T’intérieur des genres, I’identification des especes est un €lément fondamental, car a celles-ci
correspondent des caractéres écologiques (températures et taux d’humidité nécessaires au
développement, habitats d’origine...), toxicologiques, allergisants et pathogenes. Par exemple sur
les quelque 200 especes d’Aspergillus connues, une quarantaine ont été soupconnées d’étre a
I’origine de processus infectieux (5) mais le nombre d’especes allergisantes est sans doute plus
important. En outre, dans une espéce donnée, les souches (ou isolats) n’ont pas toutes
rigoureusement les mémes potentialités biochimiques. Dans le cas de I’espéce Stachybotrys
chartarum par exemple, les chercheurs ont démontré I’existence de deux entités (chemotypes)
produisant des métabolites différents, et ainsi mis en évidence une espéce nouvelle : S.
chlorohalonata (1). L’identification au genre n’est donc pas suffisante pour évaluer un risque de
pathologie ; seule la caractérisation de 1’espece peut orienter une recherche qui doit étre complétée
par des tests d’activité.

La présence visible de moisissures dans I’habitat, en faible quantité, n’est pas systématiquement
dangereuse pour les habitants. Cependant, parmi les risques qu’elles peuvent présenter pour la
santé de I’homme, on peut citer :

» T’allergie chez les individus sensibles ;

» la toxicité par la production de toxines ou de métabolites secondaires tels que les mycotoxines,
de composés organiques volatils libérés dans 1’air et de f1-3 glucanes composants de la paroi
des moisissures, qui sont autant de facteurs d’activation voire d’aggravation de la réaction
allergique ;

» les infections cutanées superficielles, induisant une réaction allergique ou inflammatoire,
subcutanées ou le champignon est introduit dans les tissus suite a une blessure ;

» les mycoses invasives liées soit a des champignons pathogénes, soit a des saprophytes banals
qui contaminent les individus dont I’'immunité est amoindrie ;
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» Les moisissures de 1’habitat peuvent étre impliquées dans la premiére catégorie de troubles et
chez les individus immunodéprimés. Selon Nolard et coll (7) « I’inhalation de spores fongiques
et d’¢éléments mycéliens émis en quantité dans 1’air par les champignons, entraine des
pathologies respiratoires et cutanées diverses parmi lesquelles les manifestations allergiques
occupent une place prépondérante. Tous types d’allergie s’y retrouvent : rhinites, dermatites,
bronchites allergiques, asthme, mycoses broncho-pulmonaires allergiques et alvéolites
allergiques extrinséques ».

Les moisissures, comme tous les organismes vivants, ont besoin d’humidité pour se développer
(voir CHAPITRE II). En dessous d’une certaine disponiblit¢ de I’eau (Aw) elles ne peuvent pas
pousser, méme si quelques spores survivent et peuvent présenter un risque pour la santé. Il y a, ici
encore, certaines particularités des especes. Le tableau suivant montre qu’a une Ay, donnée, on
peut s’attendre a trouver telle ou telle moisissure et qu’inversement, celles-ci peuvent &tre des
indicateurs d’humidité lorsqu’elles sont présentes dans I’air ou isolées de surfaces dans 1’habitat.

Matériaux a Ay> 0,95-0,90 : Aspergillus fumigatus* , Trichoderma sp, Stachybotrys chartarum?,
Phialophora sp, Alternaria sp, Fusarium* spp, Phoma sp, levures.

Matériaux a A, entre 0,90 et 0,85 : A. versicolor*®, A.sydowii, A.nidulans.

Matériaux a Ay< 0,85: A. versicolor* A. glaucus, Penicillium (chrysogenum, aurantio-
griseum®).

Les noms marqués d’un astérisque désignent des organismes potentiellement toxinogénes ou
pathogenes (10).

La nature des supports: bois, papiers et autres matériaux cellulosiques, peut aussi influencer

I’installation d’espéces adaptées, par exemple ligninolytiques (Mérule) et/ou cellulolytiques
(Chaetomium globosum, Stachybotrys chartarum, Trichoderma sp,.).

B. METHODES D’IDENTIFICATION DES ESPECES DE MOISISSURES

L’identification des especes de moisissures est plutot affaire de spécialistes. Les méthodes

actuellement disponibles sont les suivantes :

» La morphologie : aspect visuel du développement in situ et en culture, observation au
microscope du mode de formation des spores (appelées conidies chez les Deuteromycota), de
leur type de groupement (en chaines, en tétes...), de leur forme, de leur couleur cf. figure page

suivante.

» L’observation microscopique est effectuée sur des prélévements directs (morceaux de ruban
adhésif) ou sur des cultures de souches isolées (6), (10) (voir CHAPITRE III, page 35).

» La production de métabolites (3)

» La caractérisation moléculaire est en cours de développement (2), (4).
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Figure 1 : représentation schématique des principaux modes de goupement des cellules conidiogenes

flgulu U apiuvd MR UL LULL (V) .« TUPIUDULILAUIULL DULIVILIAUY UL ULD PLULIVIPAUA LHUULD UL soupement
des cellules conidiogénes (cellules du mycélium a partir desquelles se forment les conidies et
conidiogenése (mode de formation des conidies). Observation microscopique schématisée.
Groupement de cellules conidiogénes. a: conidiophores simples, b: acervule, c: pycnides

Mode de formation des conidies. d : conidie solitaire, e : formation synchrone, f: conidies en
chaines, g : en téte, h : en chaine acropéte, la plus jeune étant au sommet, i : en chalne basipéte, la
plus jeune étant a la base, j : formation sympodiale.

La paroi des spores est variable selon les espéces. Elle peut étre humide ou séche, lisse ou
ornementée, colorée ou hyaline. D’une facon générale les espeéces a spores dont la paroi est
humide, collante, sont de ce fait agglutinées en boules (tétes), et peu représentées dans les
prélévements d’air. On les trouve plutot sur les surfaces ou elles adherent, tandis que les spores a
paroi seche, facilement transportées par I’air seront mises en évidence dans les analyses
aérobiologiques. D’ou la nécessité d’utiliser simultanément plusieurs méthodes de prélévement
pour avoir une vue exhaustive de la population fongique dans un habitat donné.

C. DESCRIPTION ET ILLUSTRATION DES PRINCIPALES ESPECES DE
MOISISSURES DE L’HABITAT

Nous proposons ici une synthése des especes les plus fréquentes rencontrées (isolées) dans les
habitats européens, avec leurs principaux caractéres morphologiques, écologiques et
éventuellement les risques pathologiques. Pour une vue plus exhaustive des moisissures de
I’habitat se reporter aux ouvrages cités dans la bibliographie (7) et (10) ou consulter les sites web
spécialisés.

Nota
Les illustrations des espéeces rencontrées dans I’habitat sont, pour la plupart, tirées de ’ouvrage de Samson
RA et coll (10), Introduction to food and air-borne fungi, avec l’aimable autorisation de [’auteur.

Deutero-et Ascomycota

Les Aspergillus et Penicillium dont plusieurs espéces sont impliquées dans 1’habitat, sont présentés
sous forme de tableaux récapitulatifs des différents caracteres spécifiques.
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Acremonium strictum W. Gams

- Colonies rosées, muqueuses avec quelques meches .
filamenteuses. Spores unicellulaires, cylindriques, hyalines, |
groupées en tétes a l’extrémité de cellules conidiogenes _
(phialides). !

- Températures de croissance :
Opti : 20-25°C

- Habitat naturel : sol, végétaux, autres champignons.

- Faible dispersion par 1’air ce qui fait qu’on [I’isole [| @
essentiellement sur les surfaces i

- Parfois associ¢ a des pathologies humaines I ¢

- Son implication en allergie reste a confirmer. I

Autre espéce rencontrée dans des locaux et sur des supports
humides : 4. murorum noir olivacé, poudreux.

Alternaria alternata Fr. Keissler
(= Alternaria tenuis Nees) H

- Colonies vert foncé¢ a noir, spores pluricellulaires en raquettes
avec bec, disposées en chaines ramifiées
- Températures de croissance :
Mini : 2-6°C, opti : 25-28°C, maxi : 31-32°C £33
- Habitat naturel : sur plantes, sol, textiles, cartons...
- Essentiellement dans ’atmosphere de 1’habitat et dans 1’air
extérieur en été.
- Parfois associé a des infections cutanées
- Aéro-allergéne reconnu.

Aspergillus spp : voir Tableau 1Fableau+.

Aureobasidium pullulans de Bary Arnaud

- Colonies noires, luisantes, humides. Filaments noirs, épais,
cloisonnés et fragmentés, spores unicellulaires, hyalines

- Températures de croissance :
Mini : 2-10°C, opti : 25°C, maxi : 35°C

- Habitat naturel : sur plantes et supports trés humides en voie
de dégradation

- Se rencontre sur les surfaces et en faible quantité¢ dans 1air.

- Associée a divers phénomenes allergiques respiratoires liés a
’habitat

Parfois mis en cause dans des infections liées a des blessures.

P Dpm "-._ i
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Botrytis cinerea Pers.

Colonies grises, d’aspect poussiéreux, spores hyalines,
unicellulaires, formées de maniére synchrone se détachant
facilement

Températures de croissance :

Mini : 5-12°C, opti : 22-25-°C, maxi : 33-35°C

Habitat naturel : sur plantes en parasite et/ou saprophyte
(pourriture grise ou « pourriture noble » sur les raisins).

Se rencontre dans 1’air.

Cas d’allergie chez les ouvriers agricoles travaillant dans les
serres ou les vignes.

Chaetomium globosum Kunze

Colonies assez rases vert foncé, avec des petites boules
visibles a D’ceil nu qui sont les fructifications (périthéces
contenant des asques). Spores brunes en forme de citron.
Températures de croissance :

Mini : 4-10°C, opti : 18-24°C, maxi : 37°C

Habitat naturel : Végétaux en décomposition et autres
supports cellulosiques.

Dans I’habitat s’observe sur les surfaces des revétements
papier, des cartons, des livres.

Cladosporium cladosporioides Fres. de Vries
Cl. sphaerospermum Penzig

Colonies vert foncé a noir, spores en chaines ramifiées, avec
une cicatrice a chaque extrémité

Températures de croissance :

Mini : 3-10°C, opti : 20-28°C

Habitat naturel : plantes, air, sol, céréales, textiles

Surtout détecté dans I’air

Role allergisant de Cladosporium souvent comparé a celui
d’Alternaria bien que de moindre importance.

Cladosporium herbarum est aussi fréquemment rencontré.
Inféod¢é aux plantes, sa présence est plus saisonni¢re avec un
maximum en été.

Epicoccum nigrum Link

Colonies laineuses a développement rapide, de couleur jaune,
brique a rouge foncé. Spores noires arrondies, pluriseptées,
verruqueuses avec une cellule basale plus claire.
Températures de croissance :

Mini : 3-4°C, opti : 23-28°C, maxi : 45°C.

Habitat naturel : Envahissseur secondaire de plantes mortes,
sol, divers supports cellulosiques.

Responsable de rhinites allergiques estivales et d’asthme.
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Fusarium solani (Mart.) Sacc.

- Colonies claires, veloutées, blanches a violacées.

- Conidies de deux types : unicellulaires (microconidies)
ellipsoides, hyalines et pluricellulaires (macroconidies)
arquées.

- Présence de spores de repos : chlamydospores.
Températures de croissance :

- Mini : 3-10°C, opti : 27-31°C, maxi : 37°C

- Habitat naturel : plantes, sol, eau, air o

- Se rencontre dans I’air et sur les surfaces . -

- Peut entrainer des allergies respiratoires en particulier en
milieu rural

- Cité dans quelques cas de kératites. _

D’autres especes : F.oxysporum et F.culmorum peuvent produire .

des mycotoxines (trichothécénes, zéaralenones). - &

Penicillium spp : voir Figure 3Figure3
Phoma glomerata (Corda) Wollenw. & Hochapfel

- Colonies grisatres a noires, mycélium aérien peu abondant
diffusant parfois un pigment rouge. Présence de petites
boules noires (pycnides) contenant des conidies hyalines,
unicellulaires.

- Températures de croissance :

Opti : 22-25°C, maxi : 35°C

- Habitat naturel : débris végétaux, sol, substrats cellulosiques

- Se rencontre dans I’air et sur les surfaces

- Associ¢ a des cas d’asthme domestique.

Stachybotrys chartarum (Ehrenb.) Hughes
(= Stachybotrys atra Corda)

- Colonies noires, poudreuses. Conidies foncées, allongées,

rugueuses, groupées en téte au sommet de phialides en Dn §10%
éventail. A

- Températures de croissance : 78 &)
Mini : 7°C, opti : 23°C, maxi : 37- 40°C

- Habitat naturel : débris végétaux, supports cellulosiques tres

humides

- Sur les surfaces

- Meétabolites toxiques : Satratoxines G et H, verrucarine,
roridine

- Décrit comme étant associé a des cas d’hémorragie
pulmonaire aux Etats Unis et au Canada.
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Trichoderma harzianum Rifai

- Colonies vertes, granuleuses. Conidies rondes lisses.

- Températures de croissance :
Opti : 15-30°C, maxi : 30-36°C

- Habitat naturel : sol, supports cellulosiques, bois en
décomposition

- Me¢étabolites toxiques : Gliotoxine

Trichoderma viride Pers., a conidies rugueuses se rencontre aussi

dans I’habitat sur des supports ligneux.

Ulocladium botrytis Preuss

- Colonies poudreuses a laineuses, vert foncé a noir. Conidies
solitaires, ovoides, brunes, verruqueuses, pluricellulaires.
Ressemble a Alternaria dont il différe par 1’absence de bec et
par ses conidies solitaires.

- Habitat naturel : saprophyte commun fréquent dans les
habitats humides sur les platres, poutres et revétements
muraux

- Méme type d’activité allergénique que Alternaria.

- Autres especes rencontrées dans 1’habitat : U. atrum et U.
chartarum.

Genre Aspergillus

=]

kPl

Le genre Aspergillus compte 250 espéces dont une dizaine se rencontrent dans 1’habitat.

fumigatus et niger sont des aéroallergénes bien documentés.
versicolor, glaucus et nidulans sont aussi décrits.

Les especes d’Aspergillus se différencient surtout par la couleur des colonies, 1’organisation des
tétes conidiennes, la forme et I’ornementation des conidies et 1’éventuelle présence de

reproduction sexuée.

Figure 2 : Schéma général de 'organisation des Aspergillus d’aprés Samson RA et coll (10) .

Conidie

Phialide
Métule
Vésicule

Conidiophore
{stipe)

A : Aspergillus unisérié. B : Aspergillus bisérié
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Tableau 1 : Principales espéces d’Aspergillus rencontrées dans I'habitat et leurs caractéres généraux.

Espéces Organisation Couleul: des Ten.lp. opt. . Métabolites
2 colonies croissance Habitat naturel .
des tétes toxiques
A. fumigatus unisériée Bleu-vert 35-40 °C Sol, compost, terre | Gliotoxine
de pots de fleurs...
Sol, plantes,
A. niger bisériée Brun-noir 17-42°C aliments, matériaux
divers
Vert, jaune- Sol, aliments Stérigmato-
A. versicolor bisériée i~ 21-30°C L L cystine
orange matériaux divers P
Géosmine
A. flavus Bi et/ou uniséri¢ | Vert jaune 25-42°C Sol, céréales Aflatoxines
A. nidulans Vert foncé, Sol. compost
(=Emericella bisériée revers rouge 26-30°C » COMPOSL,
. aliments
nidulans) sombre
A.glaucus Vert, Sol, aliments peu
(= Eurotium unisériée granulations 25-30°C ’ S P
. . . hydratés
herbariorum) jaune doré

D’autres especes : A. candidus, ochraceus, penicillioides, sydowii et terreus ont également été
décrites dans ’habitat.

Genre Penicillium

Le genre Penicillium compte environ 230 especes dont une dizaine se rencontre dans 1’habitat.
Penicillium aurantiogriseum, brevicompactum, chrysogenum, citrinum, glabrum présentent des
risques d’allergie. P. commune, corylophilum, expansum, funiculosum, variabile sont aussi

présents dans 1’habitat.

Ce sont des contaminants fréquemment et réguliérement rencontrés dans I’air des habitations et a
I’extérieur.

En général, les especes se différencient surtout par la couleur des colonies et des pigments

qu’elles sécrétent, I’organisation des structures conidiogenes, la taille et la forme des conidies et
la vitesse de croissance en conditions standardisées.
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Figure 3 : Schéma général de I'organisation des pinceaux de Penicillium, utilisée dans l'identification
d’aprés Samson et coll (10)

Q-/ conidia ——
conidies j D °1
B L
phialides \ i
métules \

= umif ) 0.,
LA o

B IT— ¢

A

A : monoverticillé, B : terverticillé, C : biverticillé, D : groupement des pinceaux, E : forme des phialides

Les especes les plus fréquentes dans I’habitat ont des caractéres communs : température optimale
de développement 22-25°C, couleur gris-bleu a bleu-vert, elles sont ubiquistes et se rencontrent
fréquemment dans le sol et sur les aliments. Leur identification ne peut se faire que par la mise en
culture et I’observation des caractéres microscopiques des structures conidiogeénes.

Tableau 22 : caractéres morphologiques des espéces les plus fréquentes dans 'habitat

Espéces Ramification | Ornementation Forme des Taille des Caracteéres
des pinceaux du stipe conidies conidies particuliers
P. - subglobuleuses & | 3 5 4 5 5.3
. terverticillé rugueux ellipsoides,
aurantiogriseum T pm
isses
P. s lisse a finement ellipsoides, 2,5-3,5x2-2,5 Pinceaux
. terverticillé .
brevicompactum rugueux lisses um compacts
- . subglobuleusesa | 5 4y 2235|  Exsudats
P. chrysogenum terverticillé lisse ellipsoides, ;
lisses pm jaunes
T globuleuses a
P. citrinum biverticillé, lisse subglobuleuses, 2,2 -3 um
furcatum i
isses
. ..., | lisse a finement globuleuses, . .
P. glabrum monoverticillé . 3-3,5 um Stipe renflé
rugueux lisses

D’autres especes : P. digitatum, expansum, olsonii, piceum, spinulosum, thomii, variabile ont
¢galement été décrites dans 1’habitat.

L’implication des diverses espéces de Penicillium dans un processus d’allergie respiratoire reste
difficile a apprécier.
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Zygomycota

Quelques especes de Zygomycetes peuvent faire partie des moisissures rencontrées dans
I’habitat. Chez ces champignons, dont la croissance est généralement rapide, les spores sont
formées et contenues dans des enveloppes (sporanges) dont la paroi se rompt a maturité, libérant
les spores et laissant voir, au microscope, une vésicule intérieure : la columelle, de forme
caractéristique, parfois trés réduite. Les colonies sont assez épaisses, gris foncé a gris clair ou
blanc.

Absidia corymbifera (Cohn.) Sacc. & Trotter.
Spores globuleuses a ellipsoides, hyalines. Columelles piriformes.

Températures de croissance :
Opti : 35-37°C, maxi : 45°C
Habitat naturel : sol, fourrage, végétaux et fruits en décomposition
Agent infectieux impliqué dans la maladie du poumon du fermier.

Mucor (circinelloides, hiemalis, racemosus) et Rhizopus spp

Columelles de formes plus ou moins globuleuses avec ou sans apophyses.

Températures de croissance :

Mini : 5 et 25°C, opti : 20-25°C, maxi : 30 -37°C.

Assez ubiquistes : sol, air, aliments divers...

Mucor circinelloides et Rh. microsporus peuvent avoir des implications pathologiques et M.
racemosus est imliqué dans des cas d’allergie.

Basidiomycétes

Le principal Basidiomycete susceptible d’étre rencontré dans I’habitat est la facheusement
célebre Mérule (Serpula lacrimans). Ce champignon colonise d’abord les bois humides a partir
desquels le mycélium peut se propager trés largement dans I’environnement sur de longues
distances. Dans certaines conditions il fructifie (reproduction sexuée) et forme des spores
(basidiospores) de couleur rouille dont I’inhalation peut entrainer I’asthme et méme des
alvéolites.
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En conclusion, les particularités écologiques et pathogénes ou allergisantes de quelques especes,
relativement peu nombreuses a I’intérieur des genres, soulignent la nécessité d’une identification
précise des especes rencontrées de facon majoritaire, pour évaluer les risques réels dus a la
présence de moisissures dans 1’habitat.
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CHAPITRE II. HUMIDITE ET ENVIRONNEMENTS
INTERIEURS

A. INTRODUCTION ET DEFINITIONS

L humidité est le facteur essentiel nécessaire a la prolifération fongique. La teneur en eau de 1’air
participe a I’humidité des matériaux, elle peut étre évaluée. On peut définir et mesurer la
disponibilité en eau, ou Aw, des différents matériaux.

La teneur en eau des environnements intérieurs peut étre exprimée de diverses manicres :

» L'humidité absolue, notée W, correspond a la quantité de vapeur d'eau contenue dans l'air.
Cette quantité s'exprime en g/kg ou g/m’ d'air sec et est limitée & une valeur appelée "limite de
saturation", notée Ws, qui dépend de la température ;

» Le degré d'hygrométrie ou I'humidité relative (HR) qui correspond au rapport de I'humidité
absolue a la limite de saturation. Elle s'exprime en % ;

» La pression partielle de vapeur d'eau, notée Pv qui est la pression qu'aurait la vapeur si elle
occupait seule l'ensemble du volume considéré. Ce paramétre s'exprime en millimétres de
hauteur de colonne de mercure (mm Hg). N.B. : 1 mm Hg = 133 Pa (S.L.).

Ces différents parametres peuvent étre reliés a I'aide du diagramme de Mollier.

Les techniques de mesure de la teneur en humidité de I'ambiance et des matériaux sont présentées
dans le tableau suivant :

Tableau 33 : Techniques de mesure de I'humidité de I'air et des matériaux

DESIGNATION PRINCIPE
Hveromeétre & variation Mesure des variations des propriétés électriques en
e Jimpédance fonction de ’humidité ambiante d’une substance
= P hygroscopique
< Mesure des températures séche et humide qui permettent
Psychrométre d’accéder, par lecture des tables et diagrammes a Pv, H.R
et W.

Humidimétre a pointes Mesure de la résistivité électrique du support
>~ Mesure de I’impédance diélectrique du matériau a une
3 Humidimetres capacitifs fréquence ¢levée donnée (12MHz environ). Concerne la
~ surface du support sur 3 a 5 cm de profondeur
E Mesure par pesée Pesée des matériaux prélevés avant et aprés séchage
< Mesure par réaction chimique avec Mesure de la pression du gaz d’acétyléne dégagé lors de la
= 1epcarbure de siliciu?n réaction chimique entre le matériau et un composé¢ de

carbure de silicium.

La quantité d'eau présente dans un matériau est exprimée par son activité hydrique, notée Aw et
correspond, une fois 1'équilibre atteint entre le produit et I'ambiance, a I'humidité relative de
l'environnement.
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B. SOURCES D'HUMIDITE

Les sources d'humidité peuvent étre classées en trois catégories :

» L'eau issue du sol des fondations pour laquelle trois origines sont soupgonnées :
- La nappe phréatique
- Les eaux d'infiltration
- La fuite des canalisations enterrées

» L'eau en élévation (ou hors sol) qui peut avoir trois origines :

- L'eau de construction

- Les intempéries

- Les canalisations avec les fuites d'une canalisation sous pression, entre robinet et receveur
ou au niveau des évacuations

» L'eau de l'air, les condensations.

Dans les batiments, les occupants au travers de leur métabolisme et de leurs activités constituent
la principale source de vapeur d'eau. Le Tableau 4Fablean4 indique les quantités d'eau produites |
par les occupants et certaines activités domestiques.

Tableau 44 : Production de vapeur d'eau dans un local

SOURCES QUANTITE D'EAU EMISE
Personne au repos 40 g/h.pers — 30 a 60 g/h pers.
Occupant actif 80 g/h.pers — 50 a 250 g/h pers.
Lessive, toilette, cuisine (4 pers.) 2a8¢ghm’ — 1,648 ghm’
Séchage de la lessive 1,4a2,115-0,5a1,81j]
Total des apports journaliers d’un logement 10 a 25 kg/jour — 8 a 35 kg/jour
de 67m” et 174m’ occupé 15h/jour par 4 pers.

La suroccupation des locaux a une incidence directe sur toutes les sources de vapeur d'eau ; il en
va de méme de certaines circonstances telles que l'arrivée d'un nourrisson qui augmente la
fréquence des lessives, la surabondance de plantes engendrant un arrosage plus important, la
présence d'un aquarium ou encore d'un seche-linge non ou mal raccordé sur l'extérieur ou plus
fréquemment l'absence d'un local séchoir,...(53), (54).

Au contact de surfaces dont la température est inférieure au point de rosée, l'eau contenue dans
l'air va se condenser. On distingue deux types de condensation :

- superficielle lorsqu'elle apparait en surface,

- dans la masse, lorsqu'elle se produit dans la matrice du produit. Ce dernier phénomene se
produit au sein des matériaux poreux et est fonction du transfert de chaleur et de vapeur d'eau a
travers la paroi.
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C. HUMIDITE D'UN LOCAL

Dans un local ventilé, ’humidité résulte de 1'équilibre entre la vapeur d'eau de l'air intérieur et le
débit de la ventilation. La ventilation consiste a introduire dans le local de l'air extérieur (air
"neuf") et a évacuer vers l'extérieur le débit d'air correspondant (air "vici¢").

En hiver, l'air neuf est froid et peu chargé en vapeur d'eau, méme a saturation ; son introduction
dans le local le réchauffe a la température ambiante et lui permet d'absorber un supplément
d'humidité qu'il évacuera en sortant du local.

Aussi, si on connait :
- le débit d'apport de vapeur d'eau dans le local (w en g/h) ;
- le débit de renouvellement d'air (n, en m*/h) ;
- la teneur en vapeur d'eau de l'air entrant (we, en g/m’) ;

I'humidité absolue d'équilibre de l'air intérieur (notée wi, exprimée en g/m’’, est calculée a partir
de la formule :

. w
Wi =we+—
n

Pour exemple, si on considere une chambre chauffée a 18°C, dans laquelle dorment 2 personnes
(w = 2x40= 80 g/h), et pour laquelle 1'air de renouvellement est pris a I'extérieur a 0°C, 80%
d'H.R. : we = 3 g/kg d'air sec d'aprés le diagramme de Mollier, ce qui correspond a wi = 2.5 g/m’.

Si le renouvellement d'air se fait via les défauts d'étanchéité des fenétres (égal environ a 10 m’/h),
alors : wi = 2,5+ (80/10) = 10,5 g/m’ soit 12,6 g/kg, qui correspondent pour l'air & 18°C, a une
humidité relative de 98 % : il y aura condensation sur toutes les parois dont la température sera a
la température de rosée de cet air soit 17,5°C.

Si le renouvellement d'air se fait par une aération générale et permanente, & raison de 30 m’/h,
alors wi =3 + 3,2 = 6,2 g/kg, qui correspondent & une humidité relative d'environ 48 % pour l'air
a 18°C, ainsi il y aura condensation sur les surfaces dont la température est inférieure ou égale a
7°C, c'est-a-dire sur les simples vitrages d'apres le Tableau 5 :

Tableau 55 : Température de rosée et humidité relative selon la nature de la paroi pour une température du
local a 18°C et une température extérieure a 0°C

PAROL e HUMIDITE RELATIVE (%)
pour avoir Ts=Tr**

Simple vitrage 6,5 47
Béton 15 cm 10,0 59
Double vitrage 12,0 68
Brique creuse de 20 cm 15,0 83
Béton + 4 cm d’isolant 16,5 91
Béton + 8 cm d’isolant 17,3 96

Le rapport v représente le taux de dilution de la vapeur d'eau produite dans I'air du local. Ce
n

parametre permet de caractériser le degré d'humidité de l'ambiance et de fait les risques de
condensations engendrés.
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D. INTERACTIONS HUMIDITE - MATERIAUX

Selon leur structure, certains matériaux vont étre plus "vulnérables" vis-a-vis de I'humidité.

1. Structure des produits de construction
On peut classer les matériaux en trois familles :

» Les matériaux poreux, parmi lesquels, on distingue ceux possédant une porosité fermée c'est-
a-dire dont les vides constitutifs ne communiquent pas entre eux, rendant la circulation des
fluides impossible (granit), et ceux a porosité "ouverte" pour lesquels les vides sont reliés par des
canaux plus ou moins fins. Ces matériaux sont d'autant moins perméables a I'eau que les canaux
sont fins (capillaires).

» Les matériaux a structure compacte sans pore ni capillaire tels que le verre, les métaux et
divers produits plastiques non expansés.

» Les fibres minérales, qui constituent un cas particulier dans la mesure ou leur capillarité ne
s'exerce qu'a travers l'enchevétrement de leur réseau fibreux et peut étre supprimée a 1'aide d'un
traitement réduisant leur mouillabilité.

La plupart des produits du batiment sont poreux et la molécule d'eau, par sa petite taille,
(diametre effectif égal a 0,3 nm) peut se déplacer dans les pores les plus fins. Le comportement
des matériaux vis-a-vis de I'humidité dépend également de leurs caractéristiques dimensionnelles
(surface spécifique, porosité sub micronique, volumes des vides dont la taille est < 0,Ium,
porosité totale) et de leur nature physico-chimique (hydrophobicité).

2. Mécanismes mis en jeu

2.1. La molécule d'eau va dans un premier temps se fixer sur les surfaces. Plusieurs
phénomeénes sont mis en jeu lors de cette étape :

- l'adsorption physico-chimique mono et pluri moléculaire ;
- la condensation capillaire ;

- le mouillage ;

- la capillarité.

Les quantités d'eau fixées par adsorption, qui représentent 3 a 4 couches de molécules d'eau, sont
généralement trés faibles et seule la condensation capillaire (phénomeéne de confinement des
molécules d’eau dans un petit volume) explique la quantité d'eau importante adsorbée par
certains matériaux tels que ceux a base de ciment, les bois et les argiles.

Ce phénomene physique, qui dépend de la température, de 'humidité environnante et de la taille
des pores, peut conduire a la saturation en eau d'un produit simplement placé dans une ambiance
tres humide (> 98%) sans apport d'eau liquide.

Les phénomeénes de mouillage et de capillarité concernent 1'eau sous forme liquide.

2.2. Concernant les mécanismes de transfert de 1’eau, entre 1’atmosphére et le matériau, il
s'agit de :

» La condensation thermique qui résulte de 1’abaissement local (en surface ou a I’intérieur du
matériau) de la température sous le « point de rosée ».
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» La diffusion. Ce phénomene est induit par un gradient de pression de vapeur. Elle dépend de
la perméabilité¢ a la vapeur d'eau (Tableau 6) des matériaux qui est définie comme étant la
quantité de vapeur, par m’, traversant 1 m d’épaisseur de matériau en 1 h pour une différence de
pression de vapeur de 1 mm de mercure entre les 2 faces de la paroi.

Tableau 66 : Perméabilité a la vapeur de différents matériaux de construction

PERMEABILITE A LA VAPEUR

MATERIAUX (10° g/m.h.mm Hg)
PVC cellulaire 35
Terre cuite de parois de briques creuses 150
Mousse rigide de polyuréthane et
polyisocyanurate (30-35 kg/m2) 200
Béton plein 300
Brique pleine 900
Platre (picces préfabriquées) 1000
Béton cellulaire 600kg/m2 2000
Laines minérales 6000-8000

La capacité des produits a étre plus ou moins perméables a la vapeur d'eau peut également se
traduire par leur perméance ou encore leur coefficient de résistance a la diffusion de la vapeur
d'eau.

2.3. Au sein du produit, les forces mises en ceuvre sont les :
- Forces de gravité ;

- Forces capillaires ;

- Forces d’absorption et d’osmose ;

- Forces électro-osmotiques.

Comme nous l'avons vu précédemment, I'eau monte dans le matériau par les capillaires jusqu'a ce
qu'un équilibre s'établisse entre la pesanteur et les forces capillaires dues a la tension superficielle
de l'eau. Cette eau véhicule des sels qui se déposent a divers endroits et peuvent s'accumuler
notamment dans les zones d'évaporation, créant des gradients de concentration entre les parties
inférieure et supérieure du mur, que le phénomeéne d'osmose tend a réduire. Un champ électrique
est également induit.

3. Disponibilité de I'eau (Aw)

L’eau contenue dans les matériaux peut étre présente sous diverses formes classées ci-dessous
par ordre décroissant de disponibilité pour un éventuel microorganisme :

- L’eau libre, pouvant généralement étre extraite du produit par séparation physique ;
- D’eau capillaire ou adsorbée en surface ;
- la vapeur d’eau contenue dans les pores du produit ;

- l’eau liée ou de constitution impliquée dans les réactions chimiques, nécessaire a la
fabrication du matériau.
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4. Commentaires et propositions

L’humidité est unanimement reconnue comme 1’un des principaux facteurs de développement
fongique.

Toutefois, compte tenu de I’état actuel des connaissances et des appareils disponibles pour
évaluer ce parametre, il apparait que :

» La mesure seule de I’humidité relative ambiante, méme a proximité de la surface contaminée,
ne permet pas de statuer sur 1’existence d’un risque de développement fongique, la teneur en eau
disponible dans le matériau ne correspondant souvent pas a ’humidité de I’ambiance ;

» La détermination de la teneur en eau, réduite a quelques centimétres de profondeur du
substrat, a I’endroit du développement fongique n’est pas pertinente, la prolifération du
microorganisme ayant pu se produire lors d’un exces ponctuel de 1’humidité résolu lors du
contrdle par les autorités compétentes. Dans ce cas le développement fongique est en latence, le
microorganisme (spores, fragments mycéliens) conservant néanmoins sa capacité a coloniser une
autre surface en cas d’humidité suffisante.

Aussi, il est proposé de réaliser des mesures au niveau de la colonisation, en des points de la
méme surface exempte de développement visible de moisissures mais également sur des
substrats de méme nature sains et sur des surfaces différentes (sans suspicion d’humidité
excessive, ni croissance fongique visible).

Concrétement, si un développement de moisissures est constaté ou suspecté sur un mur, des
mesures d’humidité seront réalisées :

- en différents points de la prolifération ;

- endes points visiblement sains sur le méme mur ;

- sur un autre mur préférentiellement de méme nature également sain.

Toute source d’humidité locale ou généralisée devra étre identifiée et éliminée avant de
procéder a I’élimination de la contamination qu’elle soit active ou en latence.

E. COLONISATION DES PRODUITS DE CONSTRUCTION ET DE
DECORATION PAR LES MOISISSURES

La contamination fongique des environnements intérieurs n’est pas un phénomene nouveau, il
est, en effet, déja clairement évoqué dans 1I’Ancien Testament (Lévitique, 14 :33-14 :57) et
apparait aussi bien dans les constructions récentes que dans les batiments anciens.

Compte tenu du nombre croissant de plaintes liées a la présence de moisissures dans les
environnements intérieurs et de I’impact sanitaire avéré de ces microorganismes, les Pouvoirs
Publics commencent a s’intéresser a cette problématique (40), (41).

Les moisissures, dont les spores sont généralement facilement aérosolisées par le vent, a partir
des végétaux et du sol ou elles se développent, sont naturellement présentes dans 1’air extérieur et
péneétrent, via les systémes de ventilation ou par I’intermédiaire des occupants, dans les locaux.

La proportion de batiments présentant des développements fongiques en Europe du Nord et en

Amérique du Nord est estimée entre 20 et 40%. Ainsi des études menées au Royaume-Uni
¢valuent a 30-45 % du parc immobilier, le taux de locaux moisis (35), (52), tandis que 20 a 25%
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sont affectés aux Pays-Bas (1), (31), 20 a 30% en Finlande (39), (45), 40% aux Etats-Unis (19) et
30 % au Canada (23).

Au Danemark, plus de 50% des €coles et des garderies présentent une croissance fongique (30).
Toutefois, comme le fait remarquer Nielsen, la surface des contaminations considérées dans ces
divers travaux va d’une superficie de quelques cm” & des proliférations trés étendues dans le cas
des locaux les plus contaminés (48), (49).

1. Matériaux vulnérables et souches fongiques associées

Dans les environnements intérieurs, la plupart des matériaux de construction et de décoration
constituent des supports de choix pour la croissance des moisissures, des lors que ces
microorganismes disposent de conditions environnementales favorables, notamment une teneur
en eau supérieure a 0,7 Aw soit 70% (25), les nutriments nécessaires au microorganisme étant
fournis par le matériau lui-méme ou par son encrassement.

Parmi les nombreuses études réalisées sur la thématique "moisissures-matériaux", les recherches
menées par Beguin et Nolard entre novembre 1981 et avril 1992 (14), (15), dans 130 habitations
belges, ont montré que sur les murs et surfaces horizontales présentant une contamination
fongique visible, Aspergillus versicolor, Cladosporium sphaerospermum, Penicillium
chrysogenum, Ulocladium botrytis, Acremonium strictum et Stachybotrys chartarum sont les
especes fongiques les plus couramment rencontrées.

Quant a la contamination des plantes, des fleurs séchées, des vanneries, du cuir, des textiles et
méme des aliments, elle est souvent attribuable a Botrytis cinerea, Aureobasidium pullulans,
Cladosporium cladosporioides, Alternaria alternata, Aspergillus glaucus et Rhizopus stolonifer
(14).

Une étude menée sur la contamination des salles de bain japonaises par les moisissures arrivait
au méme constat avec 1’isolement de 34 genres fongiques dont les plus fréquents étaient
Cladosporium spp., Phoma spp, Penicillium, Alternaria, Arthrinium et Ulocladium. (44).

Des informations supplémentaires sont disponibles au travers d’autres études réalisées sur cette
thématique : (4), (5), (16), (20), (42), (50), (56), (57), (60), (62).

Plus récemment, Hyvérinen (34), définit et quantifie les genres fongiques isolés au sein de 1140
échantillons de matériaux de construction récupérés in situ. L'auteur répartit ces matériaux dans
huit catégories : papiers, produits céramiques, matériaux d’isolation d’origine minérale,
peintures, colles, plastiques, bois, et panneaux de construction en platre.

Parmi les genres observés au sein de ces produits, Penicillium est le genre le plus fréquemment
isolé. Papiers et isolants minéraux apparaissent favorables a la croissance de Cladosporium
tandis que Stachybotrys est observé le plus souvent dans les panneaux en platre. Aspergillus et
Acremonium ne semblent, quant a eux, pas spécifiques d’un substrat et sont identifiés sur des
produits en céramique, peinture, colle ou encore produits a base de bois.

Le Tableau 7 présente les résultats de quelques études référengant les espéces fongiques isolées
selon le substrat colonisé.
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Tableau 7 : Synthése de quelques espéces fongiques isolées a partir de divers matériaux (15), (16), (59)

Matériaux colonisés

Espéces fongiques isolées

MURS ET REVETEMENTS MURAUX

Cladosporium cladosporioides,
Aspergillus glaucus,

Murs Paecilomyces variotii,
Penicillium glabrum
Peintures Aspergillus penicillioides,

Penicillium brevicompactum, P. chrysogenum, P. glabrum

Papiers peints

Alternaria alternata,

Aspergillus penicillioides, A. versicolor
Cladosporium cladosporioides,
Paecilomyces variotii,

Penicillium brevicompactum, P. chrysogenum, P. glabrum
Trichoderma harzianum,

Chaetomium globosum

Bois Penicillium brevicompactum
Colle Aspergillus versicolor
CaoutchoPc (}es cadres de Cladosporium cladosporioides
enetre
=
EJ —g Filtres et conduits Aspergillus fumigatus
-
=4
==
=
Z E Réservoirs d'eau, Exophiala jeanselmei
o 5 humidificateurs phaa]
~
Aspergillus niger, A. sydowii,
Cladosporium cladosporioides, Cladosporium sphaerospermum,
. Aspergillus nidulans, Aspergillus glaucus
Textiles i .
Penicillium brevicompactum, P. chrysogenum,
Trichoderma harzianum,
Wallemia sebi,
Aspergillus nidulans, A. glaucus
% Tapis Paecilomyces variotii,
= Penicillium chrysogenum
g Aspergillus niger, A. penicillioides, A. sydowii,
9 Cuir Cladosporium sphaerospermum,
a Paecilomyces variotii
= .
= . Aspergillus glaucus
z Archives Chaetomium globosum
=) - . Aspergillus sydowii,
8 Matériaux cellulosiques Stachybotrys chartarum
=4 .
o Caoutchouc vulcanisé Cladosporium sphaerospermum,

Penicillium brevicompactum

Produits céramiques

Aspergillus versicolor

Papier

Penicillium glabrum,
Wallemia sebi

Plastiques

Penicillium glabrum

Polyuréthane, tapisserie
renfermant de l'arsenic

Aspergillus niger,
Cladosporium sphaerospermum
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2. Mécanismes de biodégradation

La colonisation des matériaux par les moisissures induit généralement leur biodégradation et
résulte de deux types de mécanismes :

» Action physique, liée au développement des hyphes dans le matériau, qui conduit a la
rupture de la structure du support.

» Action chimique imputable a la production de divers métabolites qui agissent par
assimilation ou déssimilation.

Lors des processus d’assimilation, les constituants du matériau sont utilisés comme nutriments
apres avoir €té réduits par diverses enzymes extracellulaires qui facilitent la pénétration des
hyphes dans le matériau.

Les processus de déssimilation sont liés a la production d’acides organiques et de pigments. Les
acides organiques, tels que les acides gluconique, citrique, oxalique, malique, succinique,
itaconique..., produits en quantités variables durant I’activité métabolique (29) sont capables de
réagir avec le substrat par dissolution des cations ou par chélation des ions métalliques présents
dans les peintures, par exemple. Cette derniére réaction peut conduire a la formation de sels.
Ainsi, I’acide oxalique réagissant avec le calcium donne naissance a des oxalates de calcium.

Le dioxyde de carbone, produit par tous les organismes aérobies et notamment les moisissures
lors de la respiration, joue également un role dans la dégradation des supports. En effet, a partir
d’un certain taux d’humidité, ce gaz peut se transformer en acide carbonique, capable de
dissoudre le calcium et le magnésium pour former des bicarbonates de calcium et de magnésium
hydrosolubles.

Outre I’action directe de ces acides, leur production favorise la croissance d’especes fongiques
acidophiles qui pourront poursuivre la dégradation du support (27), (58), (60).

Les moisissures produisent également des pigments organiques, résultant de 1’activité
métabolique, a I’origine de I’apparition de taches sur les matériaux colonisés tels que les papiers
peints (12), (28), quasiment impossibles a éliminer sur des surfaces peintes, par exemple (36).

3. Matériaux : source de pollution d’origine biologique

La dégradation des substrats par ce type de microorganismes peut s'accompagner de 1'émission
de substances potentiellement irritantes voire toxiques pour les occupants des locaux contaminés
(mycotoxines et composés organiques volatils) (33), (38), (46), (47), (48), (50), (59), (61), (63),
(64), (65), ainsi que de particules biologiques.

Concernant le relargage des particules fongiques a partir d’un substrat colonisé, si le mécanisme
principal d’émission des spores est le flux d’air (32), (43), d’autres facteurs entrent en jeu dans ce
phénomeéne.

Ainsi, Becker a démontré, en 1994 (13), que I’activité hydrique, I’humidité et la température
ambiantes, [’oxygeéne disponible, la présence de nutriments, les interactions ioniques et
¢lectrostatiques ainsi que la texture de la surface contaminée affectait la formation et 1’émission
des spores fongiques a partir de leurs sources.
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Par ailleurs la vitesse d’émission des spores dépend de I’espéce, comme 1’a démontré en 2003
Kildese (37), dans des travaux menés sur neuf moisissures typiques des environnements
intérieurs se développant sur des panneaux de platre recouverts de papier peint mouillé dans des
conditions controlées.

Enfin, concernant la quantité de spores émise, des tests réalisés a partir de cultures fongiques sur
milieux gélosés et matériau en fibre de verre ont montré que ce parametre était proportionnel a la
vitesse de ’air et inversement proportionnel a I’humidité de 1’air, (26), (53), (66).

Duchaine et Meriaux (24) précisent que des spores seches telles celles de Penicillium sp.,
Cladosporium sp. et Aspergillus sp.sont plus facilement aérosolisées que les spores humides
telles celles de Stachybotrys sp, Acremonium sp. et Trichoderma sp. Néanmoins parmi les spores
séches, Gorny et coll (30), ont montré que la circulation d'air turbulente peut libérer des spores
d'Aspergillus et de Penicillium plus facilement que celles de Cladosporium attribuant ce
phénomene au fait que les spores les plus mires des deux premiers genres fongiques sont
naturellement situées au-dessus de la surface mycélienne, alors que pour Cladosporium sp. ces
particules sont enfoncées dans la structure hyphale.

4. Aspect normatif et réglementaire

Depuis quelques années, les ouvrages et matériaux de construction sont soumis a une directive
européenne (21) qui définit des exigences essentielles auxquels ces systémes doivent répondre.

Ainsi, l'exigence essentielle n°3 intitulée "Hygi¢ne, santé et environnement", qui concerne
"I'limination ou la maitrise des polluants dans l'environnement intérieur" précise que les
produits "doivent offrir un environnement intérieur sain aux occupants et aux utilisateurs, eu
¢gard aux sources de pollutions" telles que les particules viables, y compris les microorganismes
comme les moisissures.

Aussi, la vulnérabilité des produits vis-a-vis d'une contamination d'origine fongique apparait
comme un critére important a définir.

Dans ce contexte il existe plusieurs normes d'origines diverses dont 1'objet est de déterminer le
comportement des produits face a une contamination fongique (2), (3), (6), (7), (8), (9), (10),
(11), (17).

Les procédures d'évaluation proposées comportent trois phases récurrentes, a savoir, la
contamination des produits, l'incubation du matériau contaminé en conditions statiques, et
I'évaluation du développement microbien.
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Tableau 77 :Inventaire et spécificités des normes relatives a la détermination de la résistance des produits vis-a-vis des moisissures

A Mode de e ] . c . q Interprétation des 5
Intitulé s . Conditions d'incubation Techniques d'évaluation P! ! Espéces
contamination résultats
Aspergillus niger
Penicillium funiculosum
- Paecilomyces variotii
é Chaetomium globosum
Z NF EN ISO 846 : Plastiques , . - Examen visuel. o ot Gliocladium virens
Q . _astques Durée : 4 semaines minimum - Matériau vulnérable, inerte +
= Evaluation de I’action des micro- e . , o - Variation de masse o ’ ’ L . .
< . N o Pulvérisation humide Température : 24 ou 29+ 1 °C \ - ou fongistatique Scopulariopsis brevicaulis
organismes (AFNOR, aott 1997, indice e ; o et d'autres propriétés ey
Z Humidité relative : > 95% . Penicillium ochrochloron
& de classement TSI-022). physiques NP :
E Aspergillus terreus
Z. Aureobasidium pullulans
- Pour produits utilisés dans la
fabrication d'appareils et
de composants électroniques
Aspergillus flavus
Stachybotrys chartarum
- Sterigmatolcystis nigra (= A. niger)
2 NF X 41-520 : Méthode d'essai de Pulvérisation humide ou | Durée : 14 jours a 1 mois giifg;iiz%ﬂi’iﬁ;:;’:
5 résistance des peintures aux A v oo o . Cotation de la résistance . C
. . . Dépot de l'inoculum Température : 30 + 1 °C et Examen visuel. . . Paecilomyces variotii
Z microorganismes et de leur pouvoir de e s s ; o Pouvoir global de protection ; o
é rotection. (AFNOR, mars 1968) liquide Humidité relative : 95 + 5% Alternaria tenuis (= A. alternata)
=) P ) i Pullularia pullulans
(= Aureobasidium pullulans)
Chaetomium globosum
Trichoderma viride
BS 1982-2:1990 : Fungal resistance of . .
. Durée : 16 semaines
panel products made of or containing . o
: L . Température : 28 + 1°C - .
materials of organic origin - Part 2 : . . S ; . L Résistance ou non du produit . .
S X Enfouissement partiel Humidité relative : NP mais telle | Variation de masse . ) Flore tellurique variable
Method for determination of resistance ue les échantillons contiennent aux microorganismes
% to cellulose-decomposing microfungi. gnviron 50% d'cau en masse
% (British Standard, 1990a). ’
g BS 1982-3:1990 : Fungal resistance of é;f; eei;izmllz;v’;eri:;sizjﬂ
= panel products made of or containing Durée : 4 semaines Stachvbotrvs ‘g har t;zrum
/M materials of organic origin - Part 3 : Pulvérisation humide Température : 24 + 1°C Examen visuel Cotation de la colonisation de Pacec i)ljom i} ‘es variotii
Method for determination of resistance Humidité relative : 70 £5% ' surface Penicilliu}:n inophilum
to mould or mildew. (British Standard, ? pinop .
1990b) Cladosporium cladosporoides
) Trichoderma viride
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Mode de

Interprétation des

Intitulé .. Conditions d'incubation Techniques d'évaluation . Espéces
contamination résultats

o B 6010 : Ddmmstoffe fiir den Wérme-

5 und/oder Schallgchutz im Hochbau — Durée : 4 semaines Matériau vulnérable, inerte,

~ Priifmethoden (Osterreichisches N.P. Température : 23+£2°C Examen visuel ou fongistatique (s'appuie sur | N.P.

S Normunginstitut, 1999) Humidité relative élevée la norme EN ISO 846)

<
2 = Chaetomium glob
z 5 _ ' . aetomium globosum
<S 3 G 21-96: Standard practice for Durée : 28 jours . L Aureobasidium pullulans
U E = L . . L . , ) o . Cotation de la colonisation de . . .
A2 g determining resistance of synthetic Pulvérisation humide Température : 28-30°C Examen visuel. surface Gliocladium virens
g 8 polymeric materials to fungi (1996). Humidité relative>85% Aspergillus niger
% = Penicillium pinophilum

D 6329-98: Standard guide for
developing methodology for evaluating
the ability of indoor materials to support
microbial growth using static
environmental chambers (1998).

Dépot de l'inoculum
liquide ou sec

Durée : NP
Température : NP
Humidité relative : NP

- Examen visuel.
- Dénombrement des UFC

- Cotation de la colonisation
de surface

- Quantification de la
biomasse

Aspergillus versicolor

A. flavus, A. fumigatus
A. glaucus, A. niger

A. terreus

Stachybotrys chartarum
Fusarium moniliforme
Penicillium chrysogenum
P. commune, P. expansum
P. viridicatum
Cladosporium herbarum
C. cladosporoides

C. sphaerospermum

D 3273-00: Standard test method for
resistance to growth of mold on the
surface of interior coatings in an
environmental chamber. (2000)

Dépot de l'inoculum
liquide

Durée : 4 semaines
Température : 32.5 + 1°C
Humidité relative : 95-98 %

Examen visuel.

Cotation de la colonisation de
surface

Aureobasidium pullulans
Aspergillus niger
Penicillium sp.

D 4300-01: Standard test methods for
ability of adhesive films to support or
resist the growth of fungi (2001).

Pulvérisation humide ou
Dépot de l'inoculum
liquide

Durée : Jusqu'a 21 jours
Température : 25 +0.5°C
Humidité relative : NP

Examen visuel.

Cotation de la colonisation de
surface

Aspergillus. flavus, A.niger
Aureobasidium pullulans
Gliocladium virens ou roseum
Penicillium pinophilum
Phanerochaete chrysosporium
Trichoderma pseudokoningii
En culture pure ou mélange
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Pour la plupart des normes, deux modes de contamination sont préconisés :
» pulvérisation d'une suspension liquide ;
» dépot des microorganismes a partir d'un inoculum liquide ou plus rarement sec.

Les échantillons, selon les documents, sont incubés a des températures comprises entre 25 et
32,5+1 °C, a des humidités relatives proches de la saturation pendant des durées comprises entre
14 jours et 16 semaines, une période de 1 mois étant la plus généralement répandue.

La plupart des techniques d'évaluation consistent a déterminer, de maniére quantitative, par la
mesure de la biomasse fongique, ou semi-quantitative, le niveau de développement. Ces
dernieres peuvent prendre différentes formes telles que la détermination du taux de recouvrement
superficiel du produit, qui présente selon les documents, une échelle de cotation comprenant 5 a
7 niveaux, la mesure du diametre du développement microbien ou encore la comparaison de la
croissance avec des photographies de référence.

D'autres techniques, moins répandues, s'appuient sur la variation de masse ou la modification de
diverses propriétés physiques, non précisées dans les textes référencés.

Concernant les microorganismes d'essai, seul le document BS 1982-3 : 1990 (18) impose les
especes a utiliser. Ainsi, généralement, le choix des especes fongiques reste a l'appréciation des
laboratoires ou des "commanditaires" des essais. Dans ce cas, les souches utilisées seront
référencées dans le proces-verbal.

Dans le cadre de l'exigence essentielle n°3 de la directive européenne, (22), le Centre
Scientifique et Technique du Batiment a mis en place le Comité Environnement — Santé de
I’Avis Technique (CESAT) qui évalue, dans le cadre de la procédure d’Avis Technique, et en
complément de I’appréciation de 1’aptitude a I’emploi, les caractéristiques environnementales et
sanitaires des produits et systémes innovants.

Dans ce contexte, un protocole d'essai, destiné a évaluer la résistance des produits de
construction et de décoration face a une contamination d'origine fongique, a été mis au point et
validé.

Une classification comportant trois catégories (fongistatique, inerte et vulnérable), conforme a la
norme internationale NF EN ISO 846, est utilisée.

Ce protocole a d’ores et déja été¢ employé pour évaluer les performances de toute la gamme des
produits d'isolation. Des différences importantes selon la nature du matériau ont ainsi été
observées (Document CSTB a paraitre).
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CHAPITRE III. TECHNIQUES D’ECHANTILLONNAGE ET
D’ANALYSE DES MOISISSURES DE L’HABITAT

A. INTRODUCTION

La mesure des moisissures présentes dans les domiciles, sur les lieux de travail ou dans 1’air
extérieur est pratiquée depuis prés de cinq décennies. Les méthodes d’échantillonnage notamment de
l'aérobiocontamination ont évolué¢ depuis les premiers biocollecteurs (4). Les techniques d’analyses
ont bénéficié de 1’essor général des techniques microbiologiques. Ainsi, les micro-organismes ne
sont plus seulement dénombrés au microscope ou apres culture, mais comptabilisés au moyen de
techniques biochimiques, immunologiques et moléculaires. Ce foisonnement de nouvelles techniques
n’a cependant pas permis d’éclaircir totalement le rapport entre la présence de moisissures dans
I’environnement et leur implication sanitaire. Les différentes approches ont été autant d’approches
partielles qui n’ont pu résoudre cette question. Une recherche de standardisation des moyens
d’échantillonnage et d’analyse des prélévements est devenue une condition primordiale pour pouvoir
comparer des groupes de sujets soumis a la présence de moisissures.

Dans ce cadre, notre groupe de travail s’est proposé de faire le point sur la question pour proposer
des recommandations sur les techniques d’échantillonnage et d’analyse des prélévements afin
d’harmoniser les moyens techniques et définir de nouvelles €tudes jugées nécessaires a la
compréhension du réle des moisissures de I’habitat. Ces travaux a venir devront également permettre
de déterminer dans les habitations des seuils acceptables ou inacceptables en concentration de
moisissures et contribuer ainsi a la ré-évaluation des critéres d’insalubrité des logements. Or, de tels
seuils sont étroitement liés au moyen de mesure des moisissures dans 1’environnement.

B. GENERALITES SUR LES METHODES DE MESURE

Mesure des aérosols fongiques :

On définit par le terme d’aérosols des particules solides, liquides ou les deux, en suspension dans un
milieu gazeux, dont la vitesse limite de chute est négligeable (< 25 cm/s). Leur taille est comprise
entre 10~ pum et 100 pm (65).

Un bioaérosol implique que 1’aérosol ainsi désigné est de nature biologique et posséde des propriétés
spécifiques : viabilité, caractére infectieux, voire allergénique.

Les micro-organismes viables sont métaboliquement actifs et susceptibles de se multiplier, ils
produiraient, selon certains auteurs, plus d’allergénes et de toxines, et induiraient des réactions sur la
santé plus importantes que les non viables (19). Au sein du groupe des viables, on distingue deux
sous-groupes : les cultivables ou revivifiables et les non cultivables.

Les « cultivables » peuvent se développer en conditions contrdlées en laboratoire, sur milieux de
culture appropri€s a température appropriée. Les résultats sont exprimés en nombre d’unités formant
colonie (UFC) ou en CFU (colony-forming units).
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Les «non cultivables » ne se développent pas en laboratoire, soit a cause de stress (température,
dessiccation) (81), soit a cause des conditions de cultures non appropriées. Cependant ils peuvent
étre chimiquement et immunologiquement actifs (8), (24).

La proportion de micro-organismes viables non cultivables par rapport aux cultivables est difficile a
évaluer et varie selon les espeéces mais pourrait atteindre 90% (3). Néanmoins, les méthodes basées
sur la culture sont a 1I’heure actuelle les seules a permettre une identification, elles restent donc
incontournables. Enfin, les micro-organismes morts ou leurs fragments peuvent également étre
responsables d’effets sanitaires de type allergique, toxique ou inflammatoire provoqués par les
allergénes, les toxines ou encore les fragments de paroi constitués de B-glucanes dans le cas des
moisissures.

Le comportement des aérosols est plurifactoriel : taille, masse volumique, absorbance.... Par ailleurs,
I’aérosolisation des spores fongiques a partir du support de croissance va étre étroitement liée aux
conditions environnementales (humidité, vitesse des flux aérauliques environnants,...) ainsi qu’a la
nature de I’espéce considérée (6), (58). Certaines spores rugueuses et stables dans 1’air comme celles
d’Aspergillus fumigatus peuvent se maintenir plusieurs heures dans ’air alors qu’'Aspergillus niger
(spores lisses) retombent rapidement (42). Ces capacités aérologiques doivent étre prises en compte
pour obtenir un dénombrement optimal des spores présentes dans I’air (51). Il est donc recommandé
d’effectuer a la fois des prélévements d’air et des prélévements de surface. L’¢tude des surfaces
permet également d’évaluer I’étendue des zones contaminées et d’analyser le biofilm qui se
développe en fonction du degré d’humidité, de la composition et de la température des supports.
Dans certains cas il est méme nécessaire d’évaluer la contamination sous-jacente des substances
sources (tapisseries, tissus...) qui relarguent des métabolites au travers de structures poreuses.

Une autre difficulté¢ dans la mesure de I’exposition aux moisissures est la durée trés limitée des
prélévements d’air (quelques minutes), les rendant peu représentatifs des variations importantes de
concentration dans le temps. De plus en plus de travaux proposent le recueil de poussieres pour
analyser les germes s’étant déposés sur les supports, considérant que la contamination a ’intérieur
d’un local est essentiellement due a une remise en suspension des micro-organismes ayant
sédimenté. Les prélévements de poussiere sont considérés fournir une meilleure indication de
I’exposition cumulative aux populations microbiennes. Les prélévements d’air restent cependant plus
représentatifs de 1’exposition respiratoire réelle.

La question de la nécessité d’effectuer une comparaison entre les concentrations fongiques intérieure
et extérieure est controversée (63). La flore intérieure ne serait pas dépendante des concentrations
extérieures mais évoluerait pour son propre compte, en fonction des différentes sources internes de
contamination (43), (71).

Certains especes seraient caractéristiques de l'air intérieur (Botrytis et Cladosporium cladosporioides
notamment) alors que d'autres seraient représentatives de la flore fongique extérieure (notamment
Cladosporium herbarum) (64). D’autres genres fongiques seraient retrouvés aussi bien a l'intérieur
qu'a l'extérieur (Alternaria) avec des fluctuations saisonni¢res marquées (21), (28), (74).
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C. METHODE D’ECHANTILLONNAGE

1. Dans Pair

Les techniques de recueil ont pour objet de séparer les particules du flux d'air pour les recueillir sur
un ou plusieurs milieux sélectionnés (2). Les quatre méthodes utilisées sont la sédimentation,
I'impaction sur support adhésif ou sur milieu de culture solide en boite de Pétri, I'impaction en milieu
liquide et la filtration (62).

a) La sédimentation

C’est une technique ancienne qui a été trés répandue et a constitué une approche simple de
I’aérocontamination. Cette technique consiste a exposer de fagon passive un support nutritif ou non
(boite de Pétri, plexiglas, gel) a la chute naturelle des spores sous 1’effet de la gravitation. Outre les
avantages liés a un colt faible, a ’absence d’appareillage, cette technique permet d’exposer les
supports pendant des durées importantes dans la limite toutefois de la dessiccation des gels et des
milieux. Cependant le volume d’air ainsi traité n’est pas mesurable et dépend largement des flux au
sein de 1’espace échantillonné. Les inconvénients principaux qui ont fait abandonner cette méthode
sont liés a la remise en suspension des spores les plus petites favorisant la sélection des spores les
plus volumineuses. La reproductibilit¢ de ce type d’échantillonnage est faible. Son usage est
aujourd’hui abandonné (50).

b) L’impaction

Les propriétés d’inertie des particules sont souvent utilisées pour les extraire d’un écoulement
transportant un aérosol. En effet dans le cas d’un écoulement curvilinéaire, I’inertie provoque la
déviation des particules des lignes de courant du fluide. Ce mécanisme est mis en ceuvre, notamment
dans les impacteurs au sein desquels ’air est brusquement accéléré par passage au travers d’une
section réduite et brutalement dévié par une surface de collection solide (gélose ou surface adhésive)
ou liquide. Les particules selon leur inertie vont, soit suivre les lignes de courant, soit s’impacter sur
la surface de collection pour celles possédant I’inertie la plus importante.

L’impaction dépend de plusieurs facteurs tels que la taille, la densité et la vélocité initiale des
particules ainsi que des parameétres physiques du dispositif de collecte (dimension de la buse, débit
du gaz porteur, distance entre la buse et la surface de collection) (27).

L’efficacité physique de ces biocollecteurs peut étre figurée par le diamétre de coupure dsp qui

correspond au diameétre aérodynamique des particules a partir duquel toutes les particules de
diamétre supérieur sont théoriquement collectées.

Le diametre de coupure est défini par :

97uD’ Stk
dso= |[———
4p,0
ou n est le nombre de trous
p, : masse volumique du fluide (m’/s) M 2 viscosité dynamique du fluide (kg/m.s)
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En réalité, des particules de diametre inférieur a dso sont également recueillies (voir Figure 4Figure4). |
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Figure 4: Courbes d'efficacité de collection

L’impaction sur support adhésif

Les impacteurs sur support adhésif (par exemple les capteurs de Hirst) permettent la capture des
spores en continu sur plusieurs jours, voire une semaine. L’air est aspiré a un débit de 10 L/min a
travers une fente (Ex Spore Traps). Les particules sont projetées sur une surface adhésive. La vitesse
du tambour qui présente 1’adhésif face a la fente conditionne la durée du prélévement ainsi que le
nombre de particules capturées. L’identification des champignons se fait au moyen d’une lecture
microscopique directe des bandes adhésives. Elle se limite, méme avec un personnel entrainé et
formé, a quelques genres de champignons dont les spores sont morphologiquement reconnaissables
(Alternaria, Dreschlera, Cladosporium, Ustilago, Epicoccum...). Les genres comme Penicillium et
Aspergillus, aux spores de morphologies et de tailles similaires sont confondues. Ces appareils sont
de surcroit volumineux et électriquement non autonomes.

L’impaction sur milieux en boite de Pétri

Un impacteur est constitué d'une plaque perforée d'orifices, a travers lesquels passe le flux d'air
aspiré, et d'une surface de collecte (généralement un milieu de culture gélosé). Les impacteurs en
cascade type appareil d’Andersen comportent plusieurs étages (2 a 6) dont les orifices ont des
diametres de plus en plus faibles pour recueillir des particules de plus en plus petites (> 9,2um; 5,5 a
9,2um; 3,3 a 5,5um; 2 a 3,3um; 1 a 2 um; > 0,58um). A chaque étage, un milieu de culture gélosé
stérile en boite de Pétri est inséré. Ce systéme permet d’utiliser plusieurs sortes de milieux de
culture, plus ou moins sélectifs et d’obtenir une séparation granulométrique des particules
contaminées (N.B. On peut aussi utiliser des filtres qui seront ensuite traités comme ceux des
systémes de recueil par filtration).

Les colonies sont dénombrées et identifiées. Pour les impacteurs comportant plusieurs cribles, il
existe un facteur de correction (table de correction), basé sur le fait que plusieurs particules peuvent
passer par le méme orifice, s'impacter au méme endroit mais ne donner naissance qu'a une seule
colonie visible (4).

Chapitre III 38



Parmi les impacteurs en milieu solide, il existe différents systémes congus pour accélérer le flux d’air
et permettre I’impaction des particules a la surface du milieu de culture solide :
- impacteurs a cribles (cf Andersen décrit plus haut) ;
- impacteurs a fentes dans lesquels ’air est accéléré par passage au travers d’une ou plusieurs
fentes positionnées au dessus du milieu de culture ;
- impacteurs centifuges ou les particules sont projetées par la force centrifuge d’une hélice sur
le milieu nutritif.

Le débit d'aspiration varie selon les appareils (28,3 a 700 1/min). Le débit entre en jeu dans le calcul
des concentrations par unité de volume et détermine la vitesse d'impaction, dont dépend I'efficacité
de collecte de l'impacteur. Il doit donc étre vérifié, soit en continu, soit réguliérement.

Les appareils disponibles sont d’un usage plus ou moins aisé. Les plus pratiques possédent une
autonomie ¢lectrique, une pompe intégrée dont le flux est régulé¢, un retardateur et la téte
d’échantillonnage doit pouvoir étre stérilisée ou désinfectée.

Des durées de prélevement bréves (< 10 min). (31), (49), (66), (76), sont conseillées pour éviter la
dessiccation du milieu de culture. Elles doivent étre adaptées au niveau présumé de contamination
d'une ambiance afin d'éviter une saturation des boites, le chiffre de 300 colonies étant considéré
comme la limite supérieure de lecture (10).

La plupart des appareils récents ont été congus pour fonctionner a des débits de 1'ordre de 100
L/min. Ils sont donc adaptés a 1’échantillonnage des habitats, mais nécessitent soit une pré-étude, soit
de réaliser plusieurs échantillons de volumes différents dans des environnements trés contaminés
comme ceux de certains milieux professionnels.

En cas de prélévements dans un flux d'air avec une vitesse d'air supérieure a 7 km/h (gaine de
climatisation, locaux ouverts...) le prélévement doit étre réalisé dans des conditions d'isocinétisme
(la vitesse d'air entrant dans le dispositif de prélévement doit étre égale a la vitesse d'air autour de
l'appareil) (60). Si l'isocinétisme n'est pas respecté, l'efficacité de collecte peut étre perturbée,
notamment pour les particules de taille supérieure a 5-10 um (19). Pour respecter 1l'isocinétisme, des
buses de différents diameétres doivent pouvoir étre adaptées sur l'impacteur (exemple appareil Air
Stratégie).

Choix du biocollecteur :

Une revue générale cite 94 articles concernant I'évaluation d'un total de 101 biocollecteurs différents.
Globalement, ces études comme d'autres plus récentes (5), (42), tendent & montrer que l'impacteur
Andersen est 1'appareil le plus performant (ses différentes versions avec 1, 2 et 6 étages), tant sur le
plan de l'efficacité de collecte que sur celui de la reproductibilité. C'est cet appareil qui est
recommandé et utilis¢é dans les études a large échelle aux Etats-Unis (86). Toutefois, les
inconvénients de ce type de dispositif restent nombreux avec notamment un débit considéré par de
nombreux utilisateurs comme insuffisant (28,3 L/min), une absence d’autonomie électrique, une
ergonomie déficiente qui ont conduit a la production de nouveaux appareils corrigeant ces défauts
tout en maintenant les principes de base (Air-Test Oméga (LCB), MAS 100 (Merck), M Air T
(Millipore), Bio-impactor (Iroise) avec débits de I'ordre de 100 L/min, maniable, autonome pompant
jusqu’a 1000L, avec départ différé, mais sans sélection granulométrique). Pour l'instant aucune étude
sur l'efficacité et la validité de ces appareils n'est publiée.
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Les autres impacteurs classiquement cités dans la littérature sont les suivants :

- L'impacteur rotatif RCS Biotest, intéressant pour sa maniabilité (format torche, silencieux,
dispositif d'aspiration incorporé, léger, téte autoclavable), (9), (14), mais peu efficace pour les
particules de diametre inférieur a 3,8 pm.

- Le RCS Plus, version révisée du RCS, avec séparation des flux d'air entrant et sortant est lui aussi
moins performant que 1’ Andersen (48).

- Le SAS (Surface Air System) : impacteur a orifices (2 versions existent : 220 et 260 orifices). Débit
: 90-180 L/ min. Une étude a montré une faible efficacité¢ de collecte (entre 1 et 50% selon les
particules testées) (39).

- L'impacteur Casella a fente(s) opére a un débit de 30 a 700 L/ min. Il comporte une a quatre fentes
rectangulaires (débit de 700 L/min) ; un plateau horizontal supportant la boite de recueil tourne a
vitesse constante sous la (les) fente(s), pour répartir les colonies sur la boite.

Finalement, tous les impacteurs autonomes avec un débit de 100L/min, utilisant des boites de Pétri
standard ont des performances similaires et peuvent é&tre retenus dans les campagnes
d’échantillonnage des habitats. Leur maniement peut étre acquis rapidement par des personnels ayant
bénéficié d’une qualification spécifique.

¢)  Les impacteurs en milieu liquide ou impingers

Les impingers sont des impacteurs utilisant un liquide comme milieu de recueil. L'air passe a travers
le liquide par un tube capillaire. Les particules sont capturées dans le liquide qui peut étre une simple
solution saline tamponnée, ou contenir des additifs tels que protéines, agents anti-mousse ou anti-gel
pour limiter l'altération des cellules, notamment par choc osmotique.

Apres collecte, le liquide peut étre filtré et le filtre ensemencé sur milieu gélosé, ou dilué.

Deux impingers sont classiquement cités dans la littérature : 'AGI 30 et le Greenberg-Smith (44).
Leurs débits respectifs sont de 12,5 et 28,3 L/min. Un nouveau systéme combinant impaction et
centrifugation (Biosampler) a été congu pour minimiser les pertes et le ré-entrainement des particules
(84). Ses performances physiques et microbiologiques seraient meilleures que celles de I'AGI 30
(65).

Cette méthode en milieu liquide permet des prélévements de longue durée grace a la possibilité de
dilution des échantillons (pas de probléme de saturation comme pour I'utilisation d’impacteur en
milieu solide), mais n’est pas adapté aux spores fongiques, souvent hydrophobes, qui flotteront a la
surface et seront ré-entrainées dans le flux d'air sortant (19). Certains agrégats sont dissociés. Enfin
lorsque le milieu choisi est un milieu nutritif, les micro-organismes piégés commencent leur
multiplication pendant la phase de transport de 1’échantillon sauf a utiliser un dispositif réfrigérant.
D’un point de vue pratique, les impingers sont des appareils en verre donc fragiles.
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d)  Filtration

Le principe de recueil des particules est l'interception a la surface du filtre, ce qui permet de collecter
efficacement des particules de diamétre inférieur a la taille des pores du filtre (diametre des pores
variables de 0,01 a 10 um). Par exemple un filtre de porosité 5 um collecte les particules de 0,3 um
avec une efficacité supérieure a 95% (19).

Le filtre peut étre fibreux (fibres de verre) ou membraneux (ester de cellulose, chlorure de
polyvinyle, polycarbonate, téflon). Ils peuvent étre enduit d’une substance collante (PVC + vaseline-
toluéne) pour piéger les spores. Les filtres sont placés dans des cassettes porte filtres. Le prélevement
peut se faire « cassette totalement ouverte » (ensemble des particules) ou «cassette partiellement
ouverte» (ouverture de 4 mm avec débit de 1 a 2 L/min, pour ne collecter que la fraction inhalable
des particules, de diamétre centré autour de 20 um, inférieur a 100 um). Les cassettes filtrantes sont
reliées a des pompes aspirantes de faible débit (classiquement 1-5 L/min) de type Gilian air.

Des filtres en gélatine existent également. Ils sont généralement disposés dans des porte-filtres préts
a I’emploi. Ils ont une texture fibreuse.

Apres recueil, les filtres peuvent étre :

» soit examinés directement au microscope ;

» soit disposés sur un milieu de culture gélosé directement (les colonies se développent sur le
filtre) (25) ;

» soit rincés dans un liquide stérile, lequel est ensuite dilué en série et chaque dilution
ensemencée sur milieu de culture (0,1 - 0,2 ml par boite). Aprés incubation, les colonies sont
dénombrées et identifiées. Les concentrations par métre cube sont calculées a partir du
facteur de dilution et du volume d'air prélevé.

Les filtres en gélatine peuvent étre placés directement sur un milieu de culture solide ou étre dissous
dans une solution qui subira ensuite des dilutions en série pour une numération avant
ensemencement.

Contrairement aux impacteurs, ces systemes permettent des prélévements pour une numération de
longue durée (8h). L'utilisation des dilutions en série permet de s'affranchir du probléme de
"saturation" (étable, fromagerie...) inhérent a l'impaction, mais favorisent les populations
microbiologiques prédominantes aux dépens de celles faiblement représentées.

Sur le plan de l'efficacité, I'utilisation de dilutions conduit a des dénombrements supérieurs par
rapport a une impaction ; ceci est dii a la dispersion par la mise en suspension et l'agitation d'agrégats
contenant plusieurs micro-organismes, qui n'auraient donné qu'une seule colonie par impaction. Le
liquide peut étre utilisé pour des analyses de type biochimique.

e)  Précipitateur électrostatique

En 2002, Willeke et coll. (85) développent un précipitateur électrostatique adapté a la collecte des
microorganismes aéroportés. La collecte des particules repose alors sur leurs charges électriques,
qu'elles soient produites naturellement ou artificiellement. Dans un précipitateur électrostatique
conventionnel, 1'aérosol, une fois chargé grice a un ioniseur d'air, est soumis a un champ
¢lectrostatique. Les particules, par passage au travers d'un champ électrostatique, vont, selon leur
charge, suivre ou quitter le flux d'air porteur et venir s'impacter sur une surface de collection.
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2. Prélevements de surfaces

L’aérosolisation des spores de moisissures dépend de plusieurs facteurs tels que la « viscosité » de
leur paroi. Ainsi des spores de Stachybotrys ou de Fusarium dites visqueuses auront davantage de
difficultés a étre décrochées de leur support que des spores de Penicillium ou d’Aspergillus dites
seches. Aussi des prélevements de surfaces apparaissent-ils indispensables pour compléter les
prélévements d’air afin de quantifier, identifier les micro-organismes présents dans un local (36) et
ainsi mieux appréhender I’exposition réelle des individus. A I’inverse, toutes les espéces présentes
sur les surfaces ne sont pas forcément présentes en forte concentration dans 1’air (adhésion au
support, biofilm) (79).

La réalisation de ces préléevements de surface est généralement influencée par ’aspect visuel des
moisissures présentes. Les espéces de couleur sombre (dématiées) donneront un aspect vert a noir
aux surfaces alors que les espeéces claires (moniliacées) ne donneront pas cet aspect moisi
caractéristique. Les prélévements de surface sont donc a priori orientés vers certaines familles de
champignons. La multiplication de ces échantillons, y compris dans les zones d’apparence normale,
est nécessaire. Pour certains auteurs, ces prélevements doivent impérativement étre associés aux
prélevements d'air pour refléter 1'exposition réelle des individus (45). D’autant que dans certains cas,
des prélevements d'air dans des locaux visiblement contaminés (moisissures apparentes abondantes)
ne montrent pas d’aérocontamination particuliere (36), (74), et ne traduiraient donc pas l'exposition
réelle.

a) Adhésif

Sur les surfaces planes et non humides un support adhésif est appliqué. Les spores adhérent a la
surface et peuvent étre soit transférées sur un milieu de culture, soit étre dénombrées et identifiées
directement au microscope. Dans le cas d’une lecture directe au microscope, les spores de
morphologie caractéristique peuvent étre identifiées sans équivoque (Alternaria, Cladosporium,
Stachybotrys...), alors que les spores de faibles diamétres et présentant des ornementations
sommaires ne peuvent étre différenciées (Penicillium, Aspergillus, Trichoderma).

b) Boites et lames « contact »

Le milieu nutritif est contenu dans une boite de Pétri particuliére (boite « contact ») qui permet de
couler le milieu sous forme d’une surface en léger ménisque, afin que celle-ci puisse étre en contact
avec la surface a prélever. Apres 1’échantillonnage, la surface de gélose est protégée par un couvercle
qui ne vient pas en contact avec la gélose. Le prélévement est standardisable en durée et en terme de
pression appliquée. Les valeurs communément utilisées sont une pression de 25g par cm” pendant 10
secondes. Les surfaces verticales peuvent étre également prélevées, mais avec une moins grande
standardisation. Des « Petri-films » gélosés, sous emballage, peuvent également étre utilisées. Ces
petites plaques de papier sont recouvertes d’un milieu nutritif déshydraté que 1’on applique sur les
surfaces et qui sont humidifiées au moment ou on les place dans I’incubateur.

¢) Ecouvillonnage

L’écouvillonnage, avec un écouvillon stérile humidifié¢ ou non, d’une surface de 25 cm” est considéré
comme équivalent au prélévement par boite contact a condition de décharger 1’écouvillon en étoile
sur une boite de Pétri de diametre 9 cm. La standardisation est cependant difficile a obtenir et dépend
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du manipulateur. Ce systéme peu coliteux permet de réaliser des échantillonnages dans toutes les
circonstances et aboutit apres culture, au minimum, a un résultat semi-quantitatif.

3. Les substrats

Les substrats peuvent étre source de contamination et refléter une pollution ambiante. L'effet d'une
dépressurisation sur l'augmentation des concentrations fongiques dans 1’air a ét¢ démontré,
correspondant & une augmentation du relargage par les sources contaminées (38).Une étude
expérimentale en circuit d'essais (28) a montré que la quantité de spores émises a partir d'une surface
contaminée ¢€tait d’autant plus importante que 1’humidité relative était faible, que le débit d'air et la
surface contaminée ¢était importants. Des espeéces sensibles a la dessiccation peuvent étre
abondamment retrouvées dans une eau d'humidification mais pas dans l'air (12). Des analyses de
l'eau ou d’autres matériaux humides a l'intérieur des systemes de traitement d'air sont donc
nécessaires pour évaluer le risque réel. Des prélévements étagés en différents points des systémes de
traitement d'air permettent de diagnostiquer une source de biocontamination et d'y remédier (30),
(55). Cependant, les interventions sur les systémes de climatisation doivent tenir compte d’une
possible remise en suspension des micro-organismes et étre entreprises avec la plus grande prudence.

Des analyses de substrats ont montré la présence de Stachybotrys chartarum, alors que cette espece
n'était pas ou peu retrouvée dans l'air.

a) Les poussiéres domestiques

Les particules sont généralement collectées a I’aide d’un aspirateur puissant équipé d’un filtre absolu
(protection des personnes), soit dans un sac neuf, soit dans un cornet en textile nylon d’un tissage
tres dense placé dans le manche de 1’aspirateur. Ce prélévement est standardisé : I’aspiration des
surfaces est réalisée a raison de 2 minutes par m”. Aprés détermination de la masse de poussiéres,
I’échantillon est dilué en série et ensemencé.

b) Les revétements

Les échantillons (tapisserie, jutes, platre, moquette...) sont prélevés stérilement, pesés et lavés avec
une solution d’eau physiologique additionnée d’un agent mouillant (0,1 % de Tween 80). Les
dilutions sont ensemencées sur les milieux appropriés.

Il est donc recommandé, pour détecter certaines espéces, d’associer aux analyses d'air, des analyses
de maticres solides ou liquides ou des poussicres.
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D. TECHNIQUES ANALYTIQUES

1. Les cultures

Les mesures de micro-organismes viables sont pratiquées depuis plusieurs décennies, les consensus
sont récents en Europe (10) comme aux Etats-Unis (37) et des travaux se poursuivent pour optimiser
la reproductibilité et la représentativité des résultats. Ces méthodes restent indispensables malgré leur
lourdeur et leurs insuffisances, car elles sont pour l'instant les seules qui permettent une identification
des micro-organismes.

Cependant, il est clairement établi que la fraction cultivable des micro-organismes de l'air ne
représente qu'une partie de leur pathogénicité et une faible partie de leur nombre (0,1 & 10% selon les
auteurs) (18), (71).

Il existe plusieurs milieux de culture pour une méme famille de champignons. Certains genres ont
des besoins nutritifs spécifiques (cellulotiques, osmophiles) ou des conditions d’incubations
spécifiques (thermophiles, psychrophiles).

Les milieux les plus utilisés sont :

» Milieu a l'extrait de malt (Malt Extract Agar ou MEA), considéré comme le plus adapté aux
moisissures de l'environnement, (10), (37), (77), (87). Il a pour inconvénient de faciliter
I'envahissement par des souches a croissance rapide (Rhizopus, Mucor), risquant de masquer les
autres colonies et de sous-évaluer le nombre de colonies réel (11).

» Milieu Rose Bengale : ce milieu inhibe la croissance de ces espéces a croissance rapide et les
colonies restent plus petites donc plus facilement dénombrables. Cependant il se décompose a la
lumiere et peut devenir toxique pour certaines especes fongiques. De plus, la pigmentation des
colonies peut compliquer 1’identification.

» Milieu DG18 (dichloran glycerol 18) : ce milieu est adapté aux champignons xérophiles, est de
plus en plus utilisé et donnerait des résultats comparables ou supérieurs au MEA (inhibition
partielle des espéces a croissance rapide et dénombrement et identification plus faciles) (72),
(87).

» Milieu Sabouraud : classiquement utilisé pour la recherche de champignons en clinique, ce
milieu reste parfois utilis¢ dans certaines études environnementales, mais n’est pas satisfaisant.
La croissance exubérante de certaines espéces rend les dénombrements difficiles.

Des antibiotiques (chloramphénicol et / ou gentamycine) destinés a inhiber la croissance bactérienne
sont ajoutés a tous ces milieux.

Les températures d'incubation trés variables selon les équipes par le passé, sont maintenant plus
homogénes, entre 25 et 30°C pour les flores fongiques globales, 35-42°C pour les espéces
thermotolérantes d’Aspergillus (10), (37).

La durée d'incubation est comprise entre 7 et 14 jours avec une lecture a 3 jours puis une surveillance
réguliére de la croissance pour éviter 1'envahissement des boites par certaines especes.

Le dénombrement et l'identification des champignons repose sur un examen macroscopique et
microscopique des colonies par des mycologues entrainés. L'examen macroscopique des colonies et
I’observation microscopique de la morphologie des spores et du mycélium permettent d’identifier les
moisissures collectées. Si I’identification du genre ne pose en général pas de probléme a un
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mycologue, I’identification de I’espéce est plus délicate. Ainsi, certaines especes aussi communes
que les Penicillium restent d’identification difficile et nécessitent une batterie de milieux et une
grande expertise. Le recours au séquencage de I’ADN, lorsque la séquence a déja été décrite, peut
s’avérer une aide précieuse.

2. Comptage microscopique

a) Microscopie photonique

Des filtres ou lames peuvent étre observés au microscope photonique. Cette méthode couplée
éventuellement a un systéme d’analyse d’images permet, en principe, de dénombrer les spores totales
(viables et non viables). Toutefois, une mauvaise répartition des spores sur le filtre peut induire des
erreurs de comptage et nécessite 1'observation de nombreux champs. Le pouvoir de différenciation de
cette technique est faible, les spores d'dspergillus et de Penicillium ne peuvent, par exemple, pas étre
distinguées.

b) Microscopie a épifluorescence

Le principe de ce dispositif repose sur ’excitation par une source de rayons ultraviolets d’un
compos¢ (diacétate de fluorescéine ou acridine orange, DAPI) fixé aux microorganismes qui dans
ces conditions deviennent fluorescents et donc observables. En pratique, les particules collectées sur
des filtres sont mises en suspension, colorées puis re-filtrées. Les filtres ainsi obtenus sont observés
au microscope a fluorescence qui permet de distinguer, grace a leur fluorescence artificielle, les
micro-organismes des autres particules, et ainsi de dénombrer les micro-organismes totaux (viables
et non viables).

Cette méthode présente 1'avantage d'un dénombrement rapide (pas de délai d'incubation nécessaire).
En revanche, elle ne permet pas l'identification des especes recueillies (34), (54). Par ailleurs,
certaines spores fongiques résistent au marquage (19). Des erreurs de comptage dues a des amas
importants de micro-organismes ont également été décrites.

¢) La microscopie électronique a balayage (Scanning Electron Microscopy ou SEM)

La microscopie électronique a balayage utilise un faisceau d'électrons et permet un grossissement
allant de 50 a 300 000, ce qui permet de distinguer des structures inférieures a 0,2 um. Les images
apparaissent en trois dimensions et permettent de visualiser les micro-organismes et leur structure.
Cette méthode est utilisée pour 1’étude des spores fongiques et d'actinomycétes (17), (19) prélevés
par filtration.

L’identification de certaines especes est possible par la visualisation de détails morphologiques, mais
des spores d'especes différentes peuvent avoir le méme aspect (19). Une identification de toutes les

especes présentes nécessite donc 1’association d’une méthode par culture.

Pour l'instant cette technique reste peu utilisée car malgré sa fiabilité, elle nécessite un équipement
colteux et un personnel trés spécialisé pour interpréter les images (72).
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3. Mesure des composants provenant des champignons

La plus grande stabilité dans le temps des composants provenant des cellules fongiques et leur
indépendance vis-a-vis de la viabilité des moisissures sont les principaux avantages de ces méthodes.

a) Glucanes

Constituants des spores fongiques, présents dans la plupart des especes, les (1 - 3)-B-D-glucanes sont
dosés par la méthode Limulus Amoebocyte Lysate modifi¢ ou LAL (également utilis€¢ pour les
dosages d’endotoxines bactériennes) (52) ou par un test immunochimique (Enzyme immuno-assay:
EIA) qui n’est pas commercialisé (60).

La méthode par LAL est assez simple (disponible sur le marché) et sensible, mais peu spécifique, les
glucans étant également présents dans les végétaux. La méthode par EIA est plus reproductible et
plus spécifique mais n'est pas assez sensible pour les recherches dans 1'air (16).

Les dosages ne donnent pas d'information sur les especes et il n'y a pas de données de référence pour
l'interprétation des résultats ainsi obtenus. Dans leur étude, Chew et coll (13) ont montré une
association entre la quantité de glucans spécifiques de Penicillium et d’Aspergillus et les
concentrations de spores fongiques dans des poussieres de maisons.

b) Dosage de la chitine

Poly-B-1,4-N-acétyl glucosamine, la chitine est présente dans la paroi des micromycetes et est
absente du matériel végétal. Le principe du dosage de cette molécule, mis au point par Donald et
Mirocha, en 1977 pour évaluer I’'importance de la contamination fongique des grains, repose sur
I’hydrolyse de la chitine en glucosamine, dosée par colorimétrie ou chromatographie. Les résultats
obtenus en 5-6 heures rendent compte de la chitine du mycélium vivant et mort, mais peuvent étre
biaisés dans la mesure ou les moisissures ont des teneurs en chitine variables (de 1 & 25% du poids
sec du mycélium) selon les espéces, 1’dge du mycélium et la nature du substrat. La présence de
certaines substances du substrat, telles que des hexosamines, peuvent également fausser le résultat
(47).

¢) Antigénes - Allergénes

Les antigénes sont des molécules qui peuvent induire une réponse immunologique (production
d'immunoglobulines sériques) chez les mammiféres. Les allergénes sont des antigénes qui peuvent
causer une réaction allergique, en se liant a un anticorps spécifique. Les méthodes immuno-
chimiques permettent de détecter des antigénes au moyen d'anticorps spécifiques de ces antigenes.
Un marquage préalable des anticorps d’origine animale ou humaine (isotopique, enzymatique,
fluorescent ou luminescent) permet de détecter et de quantifier la présence de complexes antigéne -
anticorps. La technique ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) combine un marquage
enzymatique et l'utilisation de substrats chromogéniques.

Pour l'instant peu d'études ont retrouvé des antigénes d'origine fongique dans l'air (19), pour les

raisons suivantes : peu d'antigénes fongiques ont pour l'instant été identifiés, certains antigeénes
fongiques ne sont pas présents sur les spores mais apparaissent seulement aprés germination, enfin
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l'expression des antigénes peut varier, en fonction des conditions de croissance. Une avancée
importante concerne le genre Alternaria : grace a la production d'un antigéne recombinant
d'Alternaria alternata, des extraits antigéniques standardisés pourront étre utilisés comme réactifs de
diagnostic (1). Le méme développement est en cours pour Aspergillus fumigatus (60) ainsi que pour
Cladosporium, Alternaria (26) ou Stachybotrys chartarum (60). Des tests concernant la détection
d’Aspergillus niger et Stachybotrys chartarum (60) sont en cours de commercialisation.

En revanche ce type d'analyse ne permet de rechercher qu'une seule espéce a la fois alors que la liste
des agents susceptibles d'avoir des effets sur la santé est longue. De plus il existe des réactions
croisées entre especes. Enfin, la sensibilité de cette technique est faible (60).

d) Polysaccharides extracellulaires (EPS)

Polyméres hydrocarbonés excrétés par la plupart des moisissures, immunogenes chez I'homme et
I'animal, les EPS peuvent étre détectées par méthodes immunochimiques (ELISA). Les anticorps
produits (IgG) reconnaissent des structures spécifiques du genre mais pas des especes (Ex :
Cladosporium, Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Mucor...).

Cette méthode est rapide, simple, spécifique de larges groupes de micro-organismes (13), (19). En
revanche il n’existe pas, a ce jour, de valeurs de référence pour l'interprétation des résultats. Par
ailleurs des réactions croisées existent entre les genres Aspergillus et Penicillium (19). Enfin ce test
n’est pas encore disponible sur le marché et n’a pas été évalué.

e) Composés organiques volatils d'origine microbiologique (COVm)

Les COVm sont utilisés pour détecter des problémes d'humidité et de biocontamination non
apparents dans des immeubles ou des plaintes concernant les odeurs ont été¢ formulées (81). Ces
composés sont prélevés sur des tubes adsorbants (de type Tenax ou charbon activé) par des
techniques de prélévement actif ou passif. Apres extraction par solvant ou désorption thermique, les
COVm sont classiquement déterminés par chromatographie gazeuse avec détection par spectrométrie
de masse ou ionisation de flamme (20), (60), (62).

Cette méthode détecte une contamination fongique méme en l'absence de moisissure apparente, les
COVm pouvant diffuser a travers les matériaux (revétements muraux, planchers...). En revanche,
elle manque de spécificité : non seulement elle ne permet pas d'identification d'espece, mais les
COVm produits dépendent aussi du substrat (matériaux de construction, peintures, adhésifs, gaz
d'échappement...), de la souche et de I'age de la culture (33), (60), (69), (81).

) Ergostérol

Le dosage de l'ergostérol (stérol principal constitutif des champignons) peut représenter une
¢valuation de la charge fongique totale (15), (82). Apres recueil sur filtre ou grace a un appareil de
collecte a coupelle rotative, 1'ergostérol est dosé par chromatographie en phase liquide (HPLC) ou
chromatographie gazeuse et spectrométrie de masse. La concentration d'ergostérol dans 1'air peut étre
mesurée sur plusieurs jours. Elle représenterait une bonne évaluation de la biomasse fongique (60).
En utilisant conjointement le dosage en HPLC et un appareil de collecte a coupelle rotative, la
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mesure de cette biomasse fongique globale est rendue possible avec une limite de quantification de
0,4 ng/m’ soit une valeur théorique de 150 spores par m” (69).

La méthode est spécifique, rapide et permet I'analyse de plusieurs échantillons a la fois. La méthode
ne permet pas d'identification, et peut sous-évaluer les levures. Les travaux de Douwes (16) ont
montré une association entre les niveaux d'ergostérol et d'autres constituants (glucans, EPS) et les
champignons viables dans les poussieres.

g) Mpycotoxines

Les mycotoxines sont des toxines capables de diffuser en dehors du champignon. On peut les
retrouver dans les spores, le mycélium et le support de croissance des champignons ou adsorbées sur
les poussieres (78). On en dénombre plus de 300 (53), émises par de nombreuses espéces fongiques.
La biosynthése de ces molécules dépend de plusieurs facteurs dont la souche productrice, les
¢léments nutritifs disponibles (composition du substrat) et certains facteurs externes comme 1’activité
de I’eau (ay), la valeur du pH, la température, la quantité d’oxygene et de dioxyde de carbone
contenu dans 1’air, ’intensité lumineuse et la présence d’autres microorganismes en compétition.
Toutes les souches d’'une méme espece ne sont pas systématiquement productrices de mycotoxines,
comme l'ont constaté Tuomi et coll (78) lors d'une étude réalisée dans 79 habitations contaminées
par des moisissures.

Les mycotoxines étant non volatiles, 1'exposition par inhalation est essentiellement liée a 1'inhalation
des spores ou des poussiéres sur lesquelles elles se sont adsorbées (53), (75).

Les principales mycotoxines connues sont :

» les aflatoxines produites principalement par Aspergillus flavus.

» les tricothéceénes (83) qui regroupent plusieurs dizaines de mycotoxines différentes produites par
de nombreuses especes dont Fusarium sp. et Stachybotrys chartarum.

» les ochratoxines produites principalement par Aspergillus ochraceus et 12 especes de
Penicillium.

» Stérigmatocystine produite essentiellement par Aspergillus versicolor (22).

Le dosage des mycotoxines dans 1’air est encore trés peu répandu (60), (78). Certains trichothécénes
sont également dosés par HPLC ou Chromatographie gazeuse et spectrométrie de masse (58). Ces
méthodes sont complexes et nécessitent des équipements spéciaux. Des travaux sont en cours pour
développer de nouvelles méthodes de détection rapide des trichotécénes (méthodes immuno-
chimiques, PCR) dans les poussiéres ou l'air (88).

h) Techniques moléculaires

Les techniques moléculaires (hybridation, profil de restriction, caryotypage, empreintes ADN) ont
¢té¢ largement utilisées en microbiologie clinique, notamment pour I’identification fongique. Ces
méthodes sont souvent fastidieuses et nécessitent de disposer d’une grande quantit¢ d’ADN. Les
méthodes basées sur les techniques d’amplification génique telle que la PCR (Polymerase Chain
Reaction), sont des méthodes rapides et plus sensibles. Le plus récent développement de ce type de
méthode, la PCR en temps réel, représente une avancée technique majeure dans le domaine de la
détection et de I’identification des micro-organismes. C’est une méthode reproductible et sensible,
qui permet d’obtenir des seuils de détection trés bas (de I’ordre du fg d’ADN/uL). Elle permet
¢galement une standardisation et une automatisation des analyses, et peut de ce fait étre utilisée en
routine. Elle se développe actuellement dans de nombreux domaines de la microbiologie, mais aussi
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en mycologie clinique (détection d’Aspergillus fumigatus dans les liquides biologiques (7) et en
mycologie environnementale (détection de Stachybotrys dans I’air (31), (32), (41).

L'application de ces techniques aux prélevements atmosphériques permettrait d'éliminer les
difficultés et incertitudes liées a la culture (3), (46), (67), et de distinguer des souches productrices de
toxines (40). Toutefois, cette méthode ne permet pas de différencier les cellules viables des non
viables (quantification de I’ADN total présent dans 1’échantillon). Elle nécessite 1’utilisation de
sondes spécifiques qui doivent &tre congues pour chaque espece, ce qui impose de développer un test
par espece. Cependant, le colt hors équipement est modéré. La difficulté essentielle réside dans le
choix des séquences pour la conception des sondes car le s€équencage des especes fongiques n’est pas
encore généralisé, et pour un certain nombre d’espéces environnementales, aucune séquence n’est
actuellement disponible dans les banques génomiques.
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Appareils pour prélévements d’air, technique de comptage et culture

Filtration (photo 6)

Impacteurs : sur adhésif (photo 1) ; sur gélose (photos 2, 3 et 4) ; en milieu liquide (photo 5)

2. Andersen 3. Mas 100 Merck

5. Impinger 6. Gilian 3

Spores sur membrane
vaseline-toluéne Obj. X40 x

Cultures d’'un méme substrat sur
DG18 a 30° Malt agar NaCl a 20°C
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E. CONSENSUS POUR UNE PLATE-FORME METHODOLOGIQUE

Apres inventaire des nombreuses méthodes et techniques de prélévement et d’analyse existantes, les
membres du Groupe de travail ont estimé nécessaire d’établir des protocoles de travail recevant leur
approbation.

Les indications fournies sont des conditions de bases minimales qui forment une plate forme
méthodologique.

Selon la méthodologie d’investigation adoptée (chapitre VI — A - schéma 1), des prélévements de
surface, d’air, de matériaux ou de poussicres seront effectués. Ils permettront de récupérer la flore
revivifiable dans les conditions de 1’analyse et de 1’identifier.

Chaque laboratoire peut évidemment ajouter telle ou telle technique en fonction des demandes qu’il
aura a traiter et de ses possibilités techniques. En 1’¢tat actuel des connaissances, il parait prématuré
de préconiser telle ou telle des techniques nouvelles issues de la biologie moléculaire ou de la
(bio)chimie.

Dans tous les cas, les échantillons seront accompagnés d’une fiche permettant de les référencer et
comportant un certain nombre d’indications indispensables a la future interprétation (localisation
précise, moment de I’échantillonnage, conditions de prélevement, nature du support
¢chantillonné...).

Si ce ne sont pas les personnels du laboratoire qui pratiquent les échantillonnages, le
laboratoire choisi pour les futures analyses et interprétations doit étre consulté, avant leur mise
en oeuvre sur site.

1. Les conditions d’échantillonnages d'air

1.1. Les prélevements d’air seront effectués par impaction en milieu solide a 1’aide d‘un
appareil dont le laboratoire connaitra les capacités et pour lequel il aura des références.

1.2. Deux essais au moins seront effectués I’un avec un milieu généraliste (milieu au malt
complémenté par du chloramphénicol) et un autre milieu au choix du laboratoire concerné (malt +
chloramphénicol, DG18, ES, ...). Le volume prélevé sera compris entre 80 et 100 litres pour l'air des
locaux, la durée de prélevement devant €tre au plus égale a 5 minutes.

1.3. Les fenétres et portes de la picce étudiée devront étre fermées afin d’éliminer au mieux
I’interférence de Dair extérieur, ’opérateur devra se placer dans les conditions habituelles
d’occupation des locaux étudiés. Le capteur devra étre a hauteur des voies respiratoires: cette
condition pourra étre remplie si I’échantillonneur est placé sur une table ou un pied de photographe.

1.4. Afin d’aider a D’interprétation future des résultats, il est nécessaire d’effectuer plusieurs
¢chantillonnages dont une série de référence.

» Cas ou des moisissures sont visibles : la piéce contaminée est la source de contamination et doit
faire I’objet de prélevements. La référence peut €tre 1'air extérieur ou une piece apparemment saine et
¢loignée de la précédente.

» Cas ou il s'agit d'une piéce ou une humidité anormale est constatée : La piéce humide est la
source potentielle de contaminants et doit faire I’objet de prélevements. La référence peut étre l'air
extérieur ou une piece non humide.
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2. Les conditions d'échantillonnage des surfaces

Chacune des techniques ayant leur propre intérét, les échantillonnages seront effectués par deux
techniques différentes au moins (par écouvillonnage, lame adhésive, ruban adhésif, boite contact) en
s’attachant a étre représentatifs des différents aspects des zones contaminées ; des photographies des
zones échantillonnées peuvent apporter une aide non négligeable.

2.1. Les écouvillons sont utilisés humides et transportés au laboratoire dans leur étui d'origine
convenablement référencés et accompagnés de leur fiche d’échantillonnage.

2.2. Les lames et rubans adhésifs sont appliqués sur la surface sans appui excessif. Les boites
«contacty peuvent étre appliquées sur le support a l'aide d'un dispositif permettant des
¢chantillonnages standardisés détachés de 1’influence de 1’opérateur.

2.3. Les milieux d'ensemencement seront les mémes que ceux utilisés pour l'air.

3. Les conditions d'échantillonnage des poussieres

3.1. La poussicre est collectée a 1’aide d’un aspirateur dédié et équipé spécialement (cf
chapitre III, C 3a). Il devra en particulier étre équipé en sortie d’un filtre HEPA afin d'éviter toute
dispersion de contaminants dans l'air des locaux.

3.2. Les prélévements de poussicres, doivent toujours étre effectués apres les prélévements
d’air car les manipulations de moquettes, tapis ou matelas peut apporter une contamination
aéroportée parasite importante.

3.3. L’échantillon concernera une surface au minimum de 1 m? aspirée en 2 minutes.

4. Les conditions de transport et de stockage des échantillons

4.1. Les échantillons de milieu de culture (air, surfaces) convenablement référencés et
accompagnés de leur fiche de route, doivent pourvoir étre recus par le laboratoire dans les 24 heures
suivant le prélévement afin que les modifications de la flore soient limitées au maximum.

4.2. Les écouvillons, lames adhésives et poussieres, convenablement référencés et
accompagnés de leur fiche de route, peuvent étre envoy¢€s sans tarder au laboratoire par la Poste ou
autre transporteur.

4.3. Les produits liquides, convenablement référencés et accompagnés de leur fiche de route,
sont envoyés dans des conteneurs choisis en accord avec les dispositions sur I’envoi de produits
biologiques.

Le laboratoire d’analyse sera seul juge des conditions de transfert des échantillons jusqu’a son site,
en fonction des circonstances.
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5. Les conditions des primocultures

5.1. Les prélévements d'air se faisant directement sur un milieu de culture, il s'agit des primo
cultures sans préjuger des conditions des subcultures d'isolement ou d'identification ultérieures. Il en
sera de méme pour les lames adhésives ou les boites contact.

5.2.  Si un seul milieu est utilisé, les écouvillons sont ensemencés par épuisement,
directement sur le milieu choisi mais on peut choisir de le plonger dans 2 mL de milieu liquide type
Sabouraud plus tween et d'homogénéiser a 'aide d'un agitateur type « vortex ». Des aliquotes (0,1
mL) seront ensuite ensemencées a la surface de milieux de primo culture.

5.3. Les primo cultures sont incubées a 25°C £1°C pour la flore habituelle et entre 37 et 44
°C pour la flore thermophile a I'origine de certaines pathologies.
Dans le premier cas, les lectures se feront aprés 7 jours d'incubation. Une lecture intermédiaire
permettra de détecter les boites envahies par des souches a croissance rapide qui seront ¢liminées
apres examen.
Dans le deuxiéme cas, les lectures se font aprés 2 jours d'incubation ; l'incubation sera prolongée
jusqu'a 7 jours si la culture est négative a ce premier stade.

6. Les résultats

6.1. Les résultats seront exprimés en nombre de colonies apparues dans les conditions ci-
dessus par volume d'air prélevé ou par surface prélevée. La plupart des impacteurs possédant une
table statistique de correction, les nombres fournis seront les nombres corrigés. Si I'analyste le juge
utile, il pourra également fournir un résultat rapporté au meétre-cube d'air ou au décimetre-carré pour
les surfaces, au gramme pour la poussiére. L'analyste fera une distinction entre un dénombrement
impossible par suite d'une trop grande richesse en colonies et celui rendu impossible par I'occupation
de toute la surface de culture par une souche a croissance rapide.

6.2. Les colonies seront identifiées selon les techniques habituelles en mycologie. Le niveau
de l'espéce devra le plus souvent possible €tre atteint et en particulier pour les moisissures citées
dans le tableau (chap IV, tableau III).

Les différents genres et especes identifiées seront fournis par ordre décroissant en nombre ou sous
forme de pourcentage de la flore totale identifice.

6.3. Le rapport d’analyses doit indiquer les conditions

» d’échantillonnage (type d’échantillonneur et sa version, volume/surface échantillonné) ;

» d’environnement (thermohygrométrie, ventilation...) ;

» les références des échantillons (n°, date, heure, localisation) et toutes indications
nécessaires a sa bonne compréhension.

L'analyste donnera des commentaires sur les résultats en s'appuyant sur ses propres bases de données

qui serviront de référence ou sur des bases de données existantes si les conditions d'analyse sont les
meémes et dont il citera 'origine. Il s’appuiera également sur les fiches d’enquéte sur site et de route.
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CHAPITRE IV. ETAT DES CONNAISSANCES DES EFFETS
DES MOISISSURES SUR LA SANTE

A. INTRODUCTION

Dans un logement sain, la majorité des spores proviennent de 1’air extérieur; leur concentration est
donc plus élevée en été qu’en hiver. L’exposition aux moisissures est universelle. Celles-ci jouent
un role critique dans I’écosystéme (3), (21).

Néanmoins, beaucoup s’inquictent de 1’effet potentiel des moisissures sur la santé respiratoire,
notamment dans le contexte d’un habitat humide. Les questionnaires a la recherche d’une
exposition aux moisissures interrogent sur l’existence d’humidité (taches, papier décoll¢), la
présence de moisissures, la perception d’odeurs de moisi et I’existence de fuites d’eau. Plusieurs
¢tudes mettent en évidence une relation entre habitat humide, auto-rapporté par questionnaire ou
mis en évidence par un enquéteur, et I’existence d’atopie, d’asthme et de symptomes respiratoires
chez le jeune enfant ou chez ’adulte (23). De méme, il existe une relation entre I’importance de
I’humidité et la sévérité de 1’asthme (26).

On peut effectuer des prélévements d’air ou de poussi€res pour objectiver les moisissures dans la
chambre ou dans la salle a manger, en sachant que les sujets allergiques prennent souvent des
mesures de prévention dans la chambre, ce qui peut aboutir a des résultats paradoxaux (9). Le
nombre de colonies de moisissures par gramme de poussiére est en général plus élevé que dans les
prélévements d’air, parce que la poussiere représente une exposition cumulative des spores de
moisissures dans 1’air, alors que les prélévements aériens ne représentent qu’une exposition
instantanée et que la durée de prélévement est en général breéve. Ainsi si ’on veut mettre en
¢vidence des liens entre moisissures et symptomes quotidiens, consommation médicamenteuse ou
variation du peak-flow, il est indiqué d’utiliser des prélévements aériens de spores fongiques. Alors
que si I’on veut mettre en évidence une influence sur les effets chroniques comme la sensibilisation
aux moisissures, 1’utilisation d’une exposition cumulative aux moisissures est plus appropriée (4).

La corrélation entre les caractéristiques de 1’habitat, recherchées par questionnaire et la présence de
moisissures dans 1’air est trés faible (24) ; il est actuellement recommandé de tester ces
questionnaires avec des mesures objectives de 1’exposition aux moisissures (6).

Concernant leurs effets sur la santé, il n’y a pas de relation dose réponse pour la plupart des
moisissures et il n’existe pas a I’heure actuelle de données fiables permettant d’établir un seuil au
dessous duquel il n’y a pas d’effet pour la santé.

Le mécanisme exact de la corrélation entre humidité et retentissement sur la santé reste discuté.
Comme les moisissures, les acariens proliférent en présence d’humidité et un mécanisme
allergique mettant en cause ces deux allergeénes a été discuté (25). La présence de spores totales
n’est pas toujours corré¢lée avec les paramétres respiratoires mesurés, aussi est-il nécessaire de
mettre en évidence spécifiquement les moisissures présentes par les techniques appropriées. Des
mécanismes non allergiques semblent pouvoir aussi €tre en cause, comme un mécanisme
inflammatoire, via la présence de mycotoxines ou de P-glucanes ou encore un mécanisme
infectieux.

Néanmoins, il faut savoir pratiquer une recherche de moisissures en cas d’infections respiratoires
inexpliquées a répétition, par des prélévements de poussic¢re et d’atmosphere. Ces symptomes ne
sont pas spécifiques et peuvent étre dus a d’autres contaminants du milieu intérieur, qu’ils soient
d’origine biologique ou chimique. Il faut noter que le fait d’étre exposé aux moisissures n’entraine
pas nécessairement de symptomes chez tous les individus exposés.
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Par ailleurs, il ne faut pas négliger le role des moisissures extérieures (Alternaria, Cladosporium),
en sachant qu’elles présentent un rythme de production saisonnier, leur production maximale se
faisant pendant la période estivale. On approche cette quantification grace a la reconnaissance des
spores de ces moisissures sur les capteurs de Hirst. Cette reconnaissance n’est effectuée a I’heure
actuelle que dans quelques villes frangaises par le Réseau National de Surveillance Aérobiologique
(RNSA).

B. SENSIBILISATION AUX MOISISSURES DANS LA POPULATION
GENERALE

La sensibilisation aux moisissures est mise en €¢vidence par les tests cutanés ou les IgE spécifiques.
Mais les extraits de moisissures ne sont pas standardisés, ce qui peut expliquer les variations de
fréquence dans les ¢tudes épidémiologiques. La prévalence exacte de la sensibilisation a Alternaria
reste mal connue. Dans une étude américaine portant sur 17.000 sujets, un test cutané positif a
Alternaria est trouvé chez 3,6 % des sujets (11). En Europe, 3% des sujets au Portugal ont un test
cutané positif a Alternaria (7). En France, dans ’étude ISAAC (International Study of Asthma and
Allergies in Childhood) II, la fréquence de la sensibilisation a Alfernaria est de 2,4% (29). La
sensibilisation chez les adultes a Cladosporium est de 2,4 % dans 1’étude Européenne ECRHS (15).
Pour ce qui concerne les moisissures intérieures, on trouve une relation entre le taux de spores
d’Aspergillus mesurés dans la poussiére de maison de la salle 8 manger (en général des tapis), et le
risque de sensibilisation, en particulier chez les enfants ayant toujours vécu dans le méme domicile
depuis la naissance (14). La sensibilisation a Alternaria est un facteur de risque pour :

» L’existence d’une hyperréactivité bronchique a la métacholine chez I’enfant (23) ;

» L’apparition d’un asthme : les personnes sensibilisées a Alternaria ont 3 fois plus de risque
d’avoir de I’asthme que la population générale (16) ;

» La persistance de I’asthme (13) ;

» La sévérité (27), I’hospitalisation (5), voire la mise en jeu du pronostic vital (22) des
asthmatiques sensibilisés.

C. LES PATHOLOGIES RESPIRATOIRES INDUITES PAR LES MOISISSURES

On distingue classiquement les pathologies allergiques, les pathologies toxiques ou inflammatoires
et les pathologies infectieuses (1) (3)

1. Les réactions allergiques

Trois types de réactions allergiques bien définies sont connues de longue date. Elles sont de 3
ordres : 1) les réactions IgE médiées, comme la rhinite ou 1’asthme; 2) 1’aspergillose
bronchopulmonaire allergique ; 3) les alvéolites allergiques extrinséques.

a) Les réactions allergiques IgE médiées

Il s’agit essentiellement d’atteinte bronchique, comme la toux, les sifflements ou I’asthme.
L’atteinte nasale, comme la rhinite ou la rhinosinusite est controversée pour certains (1). Les
résultats des études conduites pour savoir si I’exposition aux moisissures domestiques entraine un
retentissement sur la santé sont difficiles a comparer, car les méthodes de mesure de I’exposition
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ainsi que les parametres de retentissement sur la santé ne sont pas standardisées. Cependant, les
¢tudes faites chez I’enfant sont probablement les plus fiables, car elles ne sont pas soumises a des
facteurs de confusion comme le tabac et I’exposition professionnelle. Ces études sont de type cas-
témoin du fait de la difficulté des études longitudinales, mais il est toujours difficile d’affirmer une
causalité avec ce type d’étude. La toux et le sifflement sont les paramétres le plus souvent
recherchés. Le risque pour un enfant de tousser ou de siffler est augmenté de 1,5 a 3,5 fois en cas
de présence d’humidité et/ou de moisissures a la maison (17) (23). Des études épidémiologiques
prospectives récentes ont montré que les enfants a risque d’asthme (histoire maternelle d’asthme)
exposés a des concentrations intérieures ¢élevées de moisissures dans la premiére année de leur vie
ont un risque de sifflements et de toux persistants (19) (20).

Le seuil de réactivité¢ varie d’un individu a I’autre et selon le type de moisissure pour un méme
individu. La sévérité de la réaction dépend d’un grand nombre de facteurs et n’est pas seulement
proportionnelle a la dose d’exposition. Les moisissures les plus fréquemment responsables sont
Alternaria (surtout chez 1’adolescent), mais aussi Cladosporium, Penicillium, Aspergillus et
Saccharomyces. Certains incriminent également Candida (chez la femme jeune) et Trichophyton
chez I’homme jeune.

La sensibilisation aux moisissures chez les asthmatiques

Chez I’enfant, 38,3% des 12.086 asthmatiques habitant aux Etats-Unis ont un test cutané positif a
Alternaria (10).

Dans ’ECRHS, chez I’adulte, la sensibilisation a Alternaria est de 11,9 % et a Cladosporium de
5,8% en moyenne, avec le taux de positivité le plus élevé en Grande-Bretagne et le moins élevé en
Europe du Sud (27). La fréquence de la sensibilisation aux moisissures chez les sujets atteints
d’allergie respiratoire varie de facon importante de 2 a 30% (12). Cette grande variabilité de
prévalence est probablement due a des différences d’environnement, comme les conditions
géoclimatiques, des différences de sensibilité de la population étudiée et des différences dans les
extraits allergéniques utilisés.

La fréquence de la sensibilisation aux moisissures (A/ternaria et Cladosporium) augmente avec la

sévérité de 1’asthme (27) : pour Alternaria, elle est de 8,9% dans 1’asthme léger, de 13,8% dans
I’asthme modéré et de 16,6% dans 1’asthme séveére.

Asthme et taux de moisissures atmosphériques

Les concentrations d’Alternaria atmosphériques sont beaucoup plus élevées dans les régions
chaudes intérieures que dans les régions tempérées. En Arizona, les enfants ont plus de risque
d’avoir un asthme persistant s’ils sont sensibilisés a A/ternaria qu’aux acariens (13). En revanche,
sur la cote, en Nouvelle Galles du Sud (Australie), ou les concentrations d’Alternaria sont plus
faibles qu’a I’intérieur du continent, les enfants atteints d’asthme ont plus de chance d’étre
sensibilisés aux acariens qu’a Alternaria (18). 50 % des sujets asthmatiques sensibilisés a
Alternaria ont des symptomes corrélés au taux de spores atmosphériques d’Alternaria (2). Les
arréts respiratoires chez les asthmatiques sensibilisés a Alfernaria surviennent plus volontiers
pendant la moisson quand les concentrations d’Alternaria sont élevées (22). Les valeurs totales de
moisissures intérieures (& majorit¢ de Cladosporium) sont associées a un risque d’asthme chez
I’adulte (8). Les spores fongiques atmosphériques extérieures sont responsables de 8,8% des
consultations en urgence pour asthme au Canada. (5).

b) L’aspergillose broncho-pulmonaire allergique

L’aspergillose broncho-pulmonaire allergique reste une maladie exceptionnelle, mais présente un
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tableau clinique caractéristique, ce qui permet de la reconnaitre facilement (28). On distingue
classiquement pour le diagnostic :

> Les critéres majeurs :
e Asthme
Infiltrats pulmonaires (transitoires ou persistants)
Bronchectasies proximales
IgE totales > 2000 Ul/ml
Test cutané positif en lecture immédiate a Aspergillus
Eosinophilie sanguine > 500
Présence de précipitines anti-aspergillaires
Présence d’IgE, pouvant diminuer de plus de 35% apres 2 mois de corticothérapie

» Les critéres mineurs :
o Aspergillus dans 1’expectoration
e Expectoration de moules bronchiques
e Test cutané positif en semi-retardé a Aspergillus

> Diagnostic certain si : 7 critéres majeurs ou 6 critéres majeurs et 1 mineur.

¢) Les alvéolites allergiques extrinséques

Les alvéolites allergiques extrinseques (AAE) sont des pneumopathies aigués ou subaigués
pouvant évoluer vers une insuffisance respiratoire chronique, de mécanisme immuno-allergique
complexe a médiation humorale et surtout cellulaire, qui sont liées a 1’inhalation chronique de
substances antigéniques le plus souvent organiques (moisissures, actinomycetes), ou parfois
chimiques (7). Les AAE réalisent histologiquement une infiltration cellulaire inflammatoire et
granulomateuse de I’interstitium et des espaces aériens terminaux. La réaction granulomateuse
résulte de I’exposition a des antigénes qui doivent avoir une taille inférieure a 4 pum, et d’une
réponse d’un sujet exposé prédisposé (6).

1 - Présentation générale de la maladie

La classification clinique la plus utilisée est celle qui décrit trois formes, aigué€, subaigué et
chronique (6), (12).

La forme aigué est un syndrome respiratoire pseudo-grippal qui associe une toux habituellement
séche, une dyspnée et une fievre d’intensité variable, et un éventail de symptdmes inconstants :
céphalées, arthralgies, myalgies, douleurs thoraciques, photophobie, obstruction nasale...
Classiquement, ces symptomes surviennent de fagon semi-retardée (4 a 10 heures) aprés contact
antigénique. Quand I’exposition persiste, les symptdmes récidivent sans phénomene de tolérance et
ont tendance a s’accentuer. Ils s’accompagnent rapidement d’une altération de I’état général avec
asthénie marquée, anorexie et amaigrissement. Des formes suraigués, brutales ou d’aggravation
dramatique en quelques jours, parfois mortelles, ont été décrites (2), (30).

La forme subaigué€ est dominée par la dyspnée qui s’aggrave progressivement sur plusieurs
semaines. La toux peut s’accompagner d’expectoration. La relation temporelle avec I’exposition
antigénique est moins évidente, méme si souvent les symptomes (avec parfois de la fievre)
s’accentuent lors des contacts antigéniques. L’atteinte de I’état général est marquée et peut dominer
le tableau : anorexie, asthénie et amaigrissement sont constants (31) , (25).

Dans la forme chronique, les symptomes sont peu spécifiques. Toux, dyspnée, expectorations,
oppression thoracique avec sifflements, altération de 1’état général, sont diversement associés.

2 - diagnostic

Chapitre IV 62



Le diagnostic repose sur cinq critéres majeurs (18) :
- Preuve d’une exposition antigénique : présence de précipitines, données d’’interrogatoire,
ou éventuellement prélévements microbiologiques ;
- Symptémes respiratoires compatibles et rales crépitants a I’auscultation.
- Alvéolite lymphocytaire au lavage alvéolaire ;
- Diminution de la capacité de diffusion de I’oxyde de carbone (DLCO) ou hypoxie (ou
désaturation) d’effort ;
- Imagerie compatible (radiographie pulmonaire standard ou tomodensitometrie haute
résolution -TDM-HR-). En I’absence de ce critére une confirmation peut étre recherchée par un
test de provocation positif et/ou des prélévements histologiques.

3 - Evolution-pronostic-traitement

Dans les suites d’une maladie aigu€ ou subaigué, entre 30 et 65 % des patients restent
symptomatiques et environ un tiers garde une insuffisance respiratoire chronique séquellaire (1).
Des formes suraigués rapidement mortelles ont été décrites, mais la plupart du temps, 1’évolution
défavorable est le fait d’une insuffisance respiratoire chronique évoluée (3), (28). La mortalité de
ces formes se situerait entre 5 et 10 % (1). Le pronostic est en partie déterminé par la poursuite ou
non de I’exposition et la fréquence éventuelle des récidives (5), (8), (27) ; mais le maintien de
I’exposition ne s’accompagne pas obligatoirement d’un mauvais pronostic, méme s’il existe des
récidives (4), (8). Le traitement des AAE repose sur 1’éviction ou la réduction de I’exposition et la
corticothérapie.

4 - Agents et circonstances étiologiques

Les facteurs d’exposition regroupent deux aspects : un qualitatif (type d’antigéne), 1’autre
quantitatif (concentration en antigéne et mode d’exposition). La liste des étiologies des AAE (30),
d’origine professionnelle ou domestique s’accroit sans cesse.

Les facteurs géographiques, sociaux et professionnels déterminent les étiologies particulicres
d’AAE. Les activités professionnelles dans lesquelles il y a une exposition & des substances
végétales moisies, sont les plus fréquemment associées a la maladie (13), (32). Les employés de
bureau ou d’usine peuvent étre exposés a des Actinomycétes thermophiles ou a des moisissures par
I’intermédiaire de systémes d’air conditionné ou de matériaux contaminés.

A la suite des travaux de Pepys sur le poumon de fermier (PDF) (13), au début des années 60, on a
considéré qu’un nombre limité de substances était susceptible de provoquer une AAE : des
Actinomycetes thermophiles (Saccharopolyspora rectivirgula, et Thermoactinomycetes vulgaris),
et quelques moisissures (Aspergillus fumigatus, Penicillium sp..). Or 1’évolution constante des
techniques agricoles au cours des derni¢res décennies a probablement modifié la flore microbienne
des produits agricoles et des fourrages, ce qui conduit a suspecter d’autres espéces. En
Scandinavie, Aspergillus umbrosus et Wallemia sebi jouent un réle important (16), (19). Une étude
immunologique rétrospective a suggéré qu’Absidia corymbifera pouvait étre I’antigéne majeur du
PDF en Finlande (14), (37). En France, dans le Doubs, une étude prospective microbiologique et
immunologique, comparant des PDF a des agriculteurs témoins, a démontré la responsabilité d’
Absidia corymbifera et Eurotium amstelodami (11), (29). Au Canada, des formes fatales de PDF
ont été attribuées a Penicillium (28).

Les AAE d’origine domestique sont moins bien décrites et les agents étiologiques sont trés divers
(Penicillium, Aspergillus) (33).
Toutes les substances inhalées ayant des propriétés antigéniques ne peuvent pas provoquer une
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AAE. 1l est nécessaire qu’elles répondent a un certain nombre de caractéristiques générales comme
leur taille, leur solubilité, leur forme, leur composition et leur capacité a provoquer des réactions
inflammatoires non spécifiques et immunologiques spécifiques. Les antigenes des AAE ont une
taille habituellement inférieure a 4 microns et peuvent de ce fait atteindre les voies aériennes
distales et les alvéoles, (15), (24), (35).

5 - Epidémiologie et facteurs de risque

(1) Fréquence
Chez les fermiers, en milieu de production laitiere ou le risque est beaucoup plus important qu’en
zone de culture céréaliére, la prévalence se situe entre 0,2et 1,5 % (20), (36), respectivement en
Suede et en Chine. Dans certains secteurs professionnels particuliers, des valeurs supérieures a 20
% ont été publiées ; c’est le cas par exemple des ouvriers exposés a des huiles minérales (huiles de
coupe des métaux) contaminées par des moisissures (réf, pays).

(1i1)  Facteurs de risque

On considére habituellement que la forme aigu€ de la maladie résulte d’une exposition
intermittente, mais trés intense aux antigeénes inhalés, et la forme sub-aigué d’une exposition moins
importante mais continue. Les formes chroniques sont souvent des séquelles d’une maladie aigué
ou sub-aigué, mais peuvent é&tre aussi le fruit d’une exposition prolongée a de faibles
concentrations d’antigénes (17). Le risque de PDF est 1ié a la concentration en micro-organismes et
a la durée de I’exposition (21), (23). Cela explique pourquoi le PDF est fréquent dans les régions
de production laitiere, humides et froides ou la période de stabulation hivernale du bétail est
longue. Par ailleurs, la réduction de la quantité d’antigénes inhalés chez des sujets malades prévient
dans la majorité des cas les récidives. Réciproquement les rechutes du PDF liées a la manipulation
de balles de foins fortement contaminées par Absidia corymbifera, attestent du role prédominant de
la concentration de certains antigénes (29).

D’autre part, parmi les sujets exposés a des quantités élevées de micro-organismes susceptibles de
provoquer une AAE, seulement 5 a 10 % développent la maladie. En revanche, un pourcentage
beaucoup plus élevé, jusqu’a 50 % développe des réactions immunologiques humorales et
cellulaires, qui conduisent assez rarement a la formation et a la pérennisation du granulome qui est
I’essence de la maladie. Cela signifie qu’il existe des facteurs de “promotion” ou de “protection”
qui influencent les réponses individuelles aux agents inhalés, et qui par la suite déterminent
I’involution ou la progression de la réaction inflammatoire granulomateuse (34). Les co-facteurs
sont des adjuvants susceptibles de déclencher la maladie chez des sujets exposés. Des rapports
cliniques et expérimentaux ont suggéré que ces co-facteurs pouvaient étre d’origine bactérienne
(Mycoplasma pneumoniae, endotoxines) (22), (38), virale (virus influenzae et virus Sendai) (9) ,
(10) ou fongique (mycotoxines), dont les capacités de potentialiser les réponses inflammatoires et
allergiques sont connues (26).

Enfin, il est connu que I’AAE survient plus fréquemment chez les non-fumeurs que chez les
fumeurs. Plusieurs explications ont été¢ proposées (6), (33) ; le tabac semble réduire la réponse
humorale aux agents inhalés, altére la cascade de réactions cytokiniques et surtout réduit 1’état
d’activation macrophagique.
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2. Effets infectieux : Risques sur les immunodéprimés : Précautions lors du retour a la maison

Les Aspergillus sont des moisissures trés largement répandues a travers le monde ; en milieu
hospitalier, certaines especes sont parmi les plus redoutées car elles peuvent provoquer une pathologie
grave : l'aspergillose invasive (13). Cette maladie, due principalement a 4. fumigatus le plus souvent et
a quelques especes voisines (4. flavus, A. terreus, A. nidulans,...) ne concerne heureusement qu'un
nombre limité de patients : ce sont avant tout les patients de services d’hématologie les plus a risque, et
le pronostic de la maladie peut alors en étre trés sévére en fonction du statut immunitaire du patient
(9), (19). Actuellement les Aspergilloses invasives représentent la premiere cause de mortalité
d’origine infectieuse dans les services d’hématologie.

En dehors de cas ou l'inoculation des tissus est directe (intra-opératoire par exemple), le patient
immunodéprimé acquiert la maladie le plus souvent par inhalation, les spores du champignon étant
véhiculées par l'air. La contamination de I'environnement hospitalier est reconnue comme un facteur
important dans la survenance de la maladie (1), (14), (15). La porte d’entrée digestive est rare.

Pour limiter au maximum l'exposition aux spores de ce champignon des patients dits « a haut risque »,
les unités hospitalieres qui les traitent bénéficient généralement d'équipements de traitement d’air
sophistiqués. Les patients qui viennent de bénéficier d’une greffe de moelle par exemple passent
souvent plusieurs semaines dans une chambre a flux laminaire, dont l'air est débarrassé de tout
contaminant par passage sur filtre absolu HEPA; l'accés en est strictement limité et tout le matériel qui
y entre est stérilisé ou décontaminé, y compris les repas du patient. L’intérét de la prévention du risque
aspergillaire chez les patients immunodéprimés a d’ailleurs été a 1’origine d’une importante conférence
de consensus qui s’est tenue a I’Institut Pasteur (Paris) en mars 2000. Les questions posées €taient :

- En hématologie et transplantation, dans quelles situations les patients sont-ils a risque
d’aspergillose invasive ?

- Quelles mesures de prévention (primaire et secondaire) ont fait preuve de leur efficacité, pour quels
patients et dans quelles conditions ?

- Quelles surveillances doivent étre mises en place pour orienter la prévention ?

- Quelles sont les tratégies de prévention ?

Lorsque son statut immunitaire s'améliore, le patient quitte cet environnement hyper protégé pour une
chambre plus conventionnelle, ou moins de précautions sont prises. Viendra ensuite le moment pour le
patient de rentrer chez lui.

Peu de références concernent le retour du patient au domicile et les risques que son environnement
domestique peut lui faire courir. Or le retour a domicile se fait bien souvent alors que le patient n’a pas
récupéré un statut immunitaire suffisant pour le protéger totalement d’une infection aspergillaire. Des
aspergilloses s’observent parfois plusieurs semaines voir plusieurs mois apres le retour a domicile (75).

Or I’habitat regorge parfois aussi de sources potentielles de spores aspergillaires (4) (5). C'est pourquoi
certaines équipes ont jugé utile de prodiguer au patient et a sa famille des recommandations pour que
la transition se fasse sans mal, pour que le patient encore fragile ne passe pas brusquement d'un
environnement protégé a un milieu "normal mais peut étre contaminé".

Pour élaborer ces conseils, et faute de données bibliographiques ciblées, on peut d'une part passer en

revue les sources potentielles d'Aspergillus, et d'autre part transposer les données relatives au milieu
hospitalier.
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Les spores fongiques en général, et celles d'Aspergillus en particulier, sont véhiculées par l'air et
sédimentent ensuite sur les surfaces ou dans les poussicres ou elles restent viables fort longtemps. C'est
ainsi que le genre Aspergillus est I'un des 3 genres de moisissures les plus communs dans les domiciles
(71); A. fumigatus en particulier est isolé de 23 % des échantillons de poussieres récoltés dans divers
locaux habitables et de 12 % des poussieéres de matelas (6). En milieu hospitalier, A. fumigatus est
l'espéce thermotolérante la plus fréquente dans l'air et sur les surfaces (16). Le biotope de cette espece
étant li¢ aux végétaux et aux matieres végétales en décomposition, on le trouve également dans les
plantes en pots (18), (20), (21) et dans des aliments d'origine végétale comme le poivre, le thé, certains
fruits et jus de fruits, les potages lyophilisés, certains plats préparés, etc.... (7), (8), (12), (22). Des
matériaux de construction humidifiés peuvent aussi lui servir de substrat (3). Plus récemment, les
grilles de condensation des réfrigérateurs et 1'eau ont également été signalées comme sources de spores
aspergillaires (2). Divers facteurs favorisent I'accumulation de spores d'espéces fongiques
thermotolérantes en milieu hospitalier; parmi ceux-ci les travaux d'excavation, de démolition et de
rénovation au voisinage ou au sein du batiment ainsi que la contamination des systémes de traitement
de l'air sont le plus souvent citées (15), (24), (23), (21).

Les conseils donnés au patient avant son retour a la maison prendront bien évidemment en compte
toutes les sources potentielles de spores fongiques et plus particulierement de spores aspergillaires, et
comporteront tant des précautions comportementales (choses a faire et a ne pas faire) qu'alimentaires
(aliments interdits ou déconseillés). Leur durée d'application sera définie par le praticien en fonction de
I'évolution du statut immunitaire du patient. Une évaluation de I’état du logement est évidemment
souhaitable.

Signalons que la colonisation des voies respiratoires par A. fumigatus concerne ¢galement les patients
atteints de mucoviscidose (10). Des études moléculaires sur les patients atteints de mucoviscidose (11),
(20), ont montré que les patients pouvaient étre contaminés en méme temps et au cours d’un suivi par

de nombreux génotypes génétiquement indépendants, sans doute le reflet d’une contamination de leur
environnement et en particulier du logement.

Précautions a recommander aux patients (sur base des connaissances actuelles) :

a) Recommandations générales

Avant le retour a la maison :

Si possible demander a un conseiller médical en environnement intérieur dans I’habitat (CMEI) un
passage pour évaluer I’état mycologique du logement (16),

nettoyer de facon approfondie les pieces d'habitation (nettoyage puis désinfection des surfaces a
l'eau javelisée, lavage ou aspiration des tentures...),

si possible éliminer les tapis et carpettes, sinon les aspirer a fond,

utiliser un aspirateur muni d’un filtre HEPA et ne pas faire pénétrer le patient dans les locaux
immédiatement,

¢liminer les plantes en pots, fleurs séchées, et les autres ¢léments de décor empoussiérés et
impossibles a nettoyer,

nettoyer la voiture qui sera éventuellement utilisée par le patient,

porter un masque pendant les trajets (conseillé).

vV V VYV V V
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Apreés le retour a la maison :

» Faire entretenir régulicrement les locaux d'habitation, par un tiers de préférence : pas de
dépoussiérage a sec, mais bien un nettoyage a I'eau javelisée ou avec un nettoyant ménager,

» ¢viter d'utiliser un aspirateur qui génere des quantités énormes de poussieres,

» éviter d'utiliser un humidificateur, ou un climatiseur,

» éviter d'utiliser le conditionnement d'air dans la voiture,

» Dbien fermer les fenétres lors de travaux de jardinage a proximité du logement.

b) Recommandations comportementales

» ne pas aller dans les pieces ou il y a éventuellement des taches ou une odeur de moisissures (cave,
grenier par exemple),

» ne pas jardiner, ni rempoter de plantes ...

» ne pas fréquenter d'écuries; ni de fermes en général,

» ne pas garnir un sapin de Noél,

» ne pas s'exposer a des poussiéres de chantier,

» se méfier de la manipulation d’épices moulues (poivre en particulier), thés et tisanes non

radiostérilisées.

Beaucoup plus exceptionnellement, il a été décrit des cryptococcoses pulmonaires, liées a 1’exposition
a des champignons trouvés dans les fientes d’oiseaux ou de chauves-souris.

3. Effets irritatifs et toxiques

a) L’Organic Dust Toxic Syndrome (ODTS) ou fiévre d’inhalation

L’ODTS est un syndrome inflammatoire aigu des voies respiratoires et des alvéoles qui survient apres
une exposition & une concentration élevée de micro-organismes : 10'° spores /m’ d’air (3). Ce
syndrome touche en général des travailleurs en bonne santé et pose le probléme du diagnostic
différentiel avec les pneumopathies d’hypersensibilit¢ (PHS) (4), (6). Les taches typiquement
associées sont la manipulation de grains moisis dans les silos et le nettoyage des liticres des étables et
des porcheries (5), (6). Le travail dans des zones confinées est un facteur de risque important (6). La
prévalence de cette maladie est de 16% en en Suéde parmi les fermiers et I’incidence varie de 20 a
190 pour 10000 fermiers (5), (6). Les agents étiologiques sont peu connus mais certains d’entre eux
sont d’origine fongique (Beta 1-3 glucan, mycotoxines et protéinases) (1).

Ce syndrome, autrefois dénommé mycotoxicose ou poumon de fermier (PDF) atypique, a souvent été
confondu avec les AAE rencontrées en milieu agricole. Il se manifeste par des symptomes respiratoires
aigus fébriles qui surviennent quelques heures apres I’inhalation massive et inhabituelle de particules
organiques (2), (6). Il ne requiert pas d’exposition chronique et, a la différence des AAE, peut survenir
a la premiére exposition. De plus, il existe un phénomene de tolérance selon lequel les symptomes
prédominent en début d’exposition, alors qu’ils ont tendance a progressivement s’atténuer par la suite.
Il n’y a pas de signe auscultatoire, radiologique ou fonctionnel respiratoire a 1’exception d’une baisse
transitoire de la DLCO. Il n’y a habituellement pas de précipitines sériques ni d’alvéolite
lymphocytaire, mais une alvéolite a polynucléaires neutrophiles. Le diagnostic différentiel avec une
AAE parait par conséquent facile.
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b) Les glucanes

Les glucanes sont des polymeéres de glucose, biologiquement actifs, faisant partie de la membrane
cellulaire des moisissures (1). IIs peuvent étre associés a des molécules de chitine ou de manane. Ils
sont également présents dans certaines bactéries et certaines plantes (8). Les concentrations de (1-3)
beta-D-glucanes, sont globalement proportionnelles a la surface des spores, avec cependant des
variations de concentration selon les espéces. Parmi 11 especes fongiques communément isolées des
habitats, la concentration par spore varie de 1 a 80. La concentration pour une spore de Cladosporium
cladosporioides équivaut a 3,4x10° pg/spore (5). Les concentrations de (1-3) beta-D-glucanes relevées
dans I’air des habitations détériorées par 1’humidité varient selon les études de 0 a 19 ng/m’ (12), de 22
a 115 ng/m’ (10) , de 2,9 a 15,3 ng/m’ dans des écoles (10). Les valeurs obtenues dans les poussiéres
d’habitats varient selon les études de 1,55 a 2,22 pg/g (3), et de 182 a 3507 pg/g (4). Ces
concentrations sont corrélées positivement avec le total des moisissures viables (3), (4), (6).

Les (1-3) beta-D-glucanes semblent étre associés a des symptomes respiratoires des habitants de
logements moisis et chez des écoliers (11). Apres rénovation, il a été observé une diminution des
concentrations de (1-3) beta-D-glucanes, passant de 11,4 ng/m” a 1,4 ng/m’ (9). Ils seraient impliqués
dans des processus inflammatoires et stimuleraient la fonction des macrophages et des neutrophiles
(2). Ils joueraient un role dans I’ODTS (1) et la détérioration des fonctions respiratoires chez des
¢boueurs (7).

¢) Les MCOV : Impact sanitaire des composés organiques volatils d’origine microbienne
(COVm)

Présents sous forme gazeuse, ces composés, de natures chimiques trés diverses telles qu’alcools,
aldéhydes, cétones, éthers, esters, terpénes et terpénoides ou encore composés aromatiques (2), (12)
émis par les moisissures se développant (6) sur divers substrats (Tableau 8Fableau-8) peuvent diffuser |
au travers des matériaux poreux des batiments. Ainsi des proliférations fongiques masquées peuvent
entrainer une exposition aux COVm que ces microorganismes émettent tout au long de leur croissance.

Tableau 88 : Composés organiques volatils émis par des moisissures se développant dans des poussiéres |

domestiques (6)
Nature chimique COVm
1-octanol, 2-octanol, 3-octanol,
Alcools 3-méthyl-2-butanol, 3-méthyl-1-butanol, 2-éthyl-1-
hexanol
1-octen-3-ol
Cétones 2-pentanone, 2-hexanone, 2-heptanone, 3-octanone
Terpénes o-pinéne, B-plnene’, camphéne, limonéne et 2-
méthylfurane

Certains de ces composés sont incriminés dans 1’apparition d’odeurs dans les environnements
intérieurs tels que la géosmine, produite notamment par Chaetomium, 1’1-octen-3-ol, le 2-octen-1-ol, le
3-octanol, ou encore le 3-octanone (10). Penicillium commune est également susceptible de produire le
2-méthylisobornéol, dont 1’odeur de moisi est caractéristique (3). Toutefois, certaines odeurs sont a
imputer a une croissance bactérienne, notamment a I’actinomyceéte Streptomyces.
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Concernant leurs effets sur la santé, ils sont encore a 1’heure actuelle controversés.

Ainsi, I’ACGIH, en 1999, indique que des symptomes d’irritation des yeux, du nez et de la gorge ont
souvent ¢été rapportés en présence de fortes odeurs produites par une croissance abondante de
moisissures. Toutefois, le mécanisme causal exact a 1’origine des troubles ressentis ou rapportés n’a
pas encore ¢€té établi avec certitude. L hypothese généralement retenue indique que ces symptomes
peuvent étre d’origine mécanique, induits par les particules fongiques (spores et fragments) combinée
a une irritation chimique due aux produits irritants ou toxiques contenus dans les spores (8), tels que
les glucanes, qui sont des polysaccharides constitutifs des parois cellulaires notamment des
champignons. L’effet irritatif des COVm se produirait, quant a lui, sans contact direct des particules
biologiques avec les muqueuses (11), (1).

Parmi les COVm produits le plus fréquemment, 1’éthanol posséde un fort pouvoir synergique,
augmentant les effets irritants et toxiques d’autres COV (116). Ainsi différents chercheurs scandinaves
ont démontré que la concentration d’un mélange de 5 COV fongiques nécessaire pour réduire de
moitié la fréquence respiratoire des souris (RD50) était 3,6 fois moins ¢€levée que celle que 1’on
estimerait pour ce mélange a partir de la concentration et de la RD50 de chacune des molécules (5),

4.

Certains auteurs soupconnent les COVm de jouer un role dans le Syndrome des Batiments Malsains
noté SBS (118) défini comme un ensemble de symptomes divers et aspécifiques.

Les principaux symptdmes constatés chez les personnes atteintes de ce syndrome consistent en :

des troubles ORL tels que rhinite, nez bouché sécheresse de la gorge,

des manifestations oculaires : larmoiement, irritation ou sécheresse,

des manifestations cutanées : prurit, érythéme, sécheresse,

une somnolence,

des céphalées.
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d) Les Mycotoxines

La toxicité des mycotoxines par voie digestive est connue mais leur toxicité par voie inhalée est
débattue notamment a propos du Stachybotrys.

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires peu volatils, élaborés par diverses moisissures. Leur
biosynthése dépend de plusieurs facteurs, dont la température, 1’intensité¢ lumineuse, le dioxyde de
carbone dans I’air, les ¢léments nutritifs disponibles et la présence d’autres espéces en compétition (5).
Il y aurait, selon les auteurs, jusqu’a 400 mycotoxines répertoriées (3). La taille des particules les
contenant (ex. : spores, fragments mycéliens) ou sur lesquelles elles sont adsorbées (ex. : poussieres)
déterminera la profondeur de la pénétration des substances toxiques dans 1’arbre bronchique. Dans
I’environnement intérieur, Alternaria, Aspergillus, Chaetomium, Cladosporium, Fusarium,
Memnoniella, Penicillium, Stachybotrys et Trichoderma ont ét¢ identifiés comme pouvant produire de
nombreuses mycotoxines (10).

Parmi les mycotoxines identifiées, les mieux connues sont les familles des aflatoxines et des
trichotécénes. Leur toxicité aigué par absorption digestive a été documentée a la suite d’épidémies
humaines et animales, et par expérimentation animale. Des effets hépatotoxiques, neurotoxiques,
mutagenes, tératogénes et cancérigénes ont été prouvés chez 1’animal par voie digestive et méme
respiratoire. Un lien existe entre I’ingestion d’aflatoxine et le cancer du foie chez ’homme (7).
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Des études ont démontré que la majorit¢ des mycotoxines sont de puissantes cytotoxines qui
interférent a plusieurs niveaux de la vie cellulaire. Ainsi certaines mycotoxines, peuvent bloquer la
production de surfactants ou détruire les macrophages au niveau pulmonaire (14), (16), (18), (19).
Certaines toxines attaquent 1’intégrit¢ de la structure de 1’épithélium pulmonaire permettant a la
moisissure de coloniser les cavités alvéolaires. Ces différents modes d’action ont des effets déléteres
sur les voies respiratoires (15) et peuvent mener a 1’exacerbation de I’asthme, a des infections
fongiques (chez les personnes immunodéprimées), ou encore a des infections secondaires, en partie
dues aux effets immunosuppresseurs des mycotoxines (6), (21), (24). De plus, les mycotoxines
peuvent occasionner des effets systémiques plus généraux (effet sur la tension artérielle et le rythme
cardiaque).

Lorsque les conditions ambiantes favorisent la prolifération fongique, plusieurs especes de moisissures
peuvent croitre en méme temps. Une exposition a de multiples mycotoxines peut mener a une synergie
ou a une potentialisation des effets de chacune (12). Des mélanges de toxines ont été associés a
I’Organic Dust Toxic Syndrome (20), (23) (voir chapitre ODTS, page 67). Notons qu’il a également
¢té avancé que ce syndrome pouvait étre causé par I’exposition simultanée aux mycotoxines, aux
glucanes, aux antigeénes et aux endotoxines (1).

Cas particulier de Stachybotrys chartarum

Stachybotrys chartarum est une moisissure parfois associée a des contaminations fongiques du milieu
intérieur. Elle produit diverses trichotécénes (satratoxine, roridine, verrucarine, etc.) (22). Les
satratoxines sont responsables d’une mycotoxicose fatale chez I’animal, la stachybotriotoxicose
pulmonaire. Les satratoxines inhibent la synthése protéique et causent des dommages a I’ADN. Les
trichotécénes sont irritantes pour la peau et peuvent causer des rougeurs a faibles doses (9).

Une exposition par inhalation de la satratoxine élaborée par S. chartarum cause des hémorragies
pulmonaires chez la souris. Ce mécanisme a été suspecté pour expliquer 1’épidémie d’hémosidérose
survenue, notamment, chez 30 jeunes enfants entre 1993 et 2000 a Cleveland (Plus de 100 cas aux
USA de 1993 a 1998) (2), (4), (18). Cependant le rdle de Stachybotrys dans les cas d’hémosidérose est
controversé. La responsabilité de Stachybotrys aurait ét¢ amplifiée par les médias sans que des preuves
suffisantes aient été apportées sur son role réel (17). Tout en actant de 1’existence d’une hémolysine
produite par ce champignon, ces auteurs argumentent autour de I’insuffisance de la contamination
(17), de la persistance des symptomes des mois apres la soustraction a I’environnement initial chez les
patients survivants (2) ou du manque de preuve apportée quand aux mécanismes probablement trés
complexes mettant en jeu de nombreuses especes (7), (25). D’autres auteurs soulignent la variabilité
dans la production de mycotoxines selon les conditions environnementales ou le type de souche (13).

Pour d’autres auteurs, la production par Stachybotrys de nombreuses mycotoxines (11), et notamment
d’une hémolysine, justifie la méfiance particuliére vis-a-vis de cette moisissure. Il est probable que sa
responsabilité dans des pathologies graves de trés jeunes enfants soit liée a 1’existence de certaines
souches particuliecrement aptes a produire de la stachylysine (hémolysine) dans des conditions
environnementales spécifiques (26). L’isolement a partir du lavage broncho-alvéolaire d’un des
enfants présentant une hémosidérose, ainsi que 1’isolement concomitant d’une souche provenant de
son environnement ont constitué une suspicion légitime envers ce micro-organisme. L’établissement
d’une relation de cause a effet nécessitera probablement des études complémentaires
méthodologiquement controlées (8).
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Tableau 99 : moisissures fréquemment rencontrées en environnements intérieurs humides et leurs effets

pathogénes

NOM

Effet
Infectieux

Effet
allergisant

Alvéolite

Effet toxique

Acremonium

Alternaria alternata

Aspergillus flavus

Aspergillus fumigatus

e ltaladle

IR

Aspergillus niger

Aspergillus versicolor

=

Aureobasidium

Chaetomium

il Ik

Cladosporium
sphaerospermum

Epicoccum

Fusarium

lalle

Mucorales :
Mucor, Absidia,
Rhizopus

=

=

Penicillium sp.

Stachybotrys chartarum

Trichoderma

ik

Trichothecium

it
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CHAPITRE V. DIAGNOSTICS, PREVENTION ET TRAITEMENT

A. INTRODUCTION

Un logement insalubre est un logement malsain et donc peut altérer la santé de ses occupants.

La loi Solidarité, Renouvellement Urbain (SRU) a, en particulier, modifi¢ et précisé certains articles
du Code civil en introduisant la notion de logement décent, lorsqu’il s’agit d’une habitation principale
(article 1719 du Code civil). Ce logement décent, outre qu’il comporte un certain nombre d’éléments
d’équipement, ne doit pas laisser “ apparaitre de risques manifestes pouvant atteindre a la sécurité
physique ou la santé...”. La loi SRU fait donc entrer I’insalubrité dans la loi sans pour autant la définir
précisément. D'une fagon générale, ce sont des critéres techniques qui entrent dans l'identification et la
cotation de l'insalubrit¢é : mauvaise ventilation, éclairage insuffisant, car on sait qu'ils ont des
répercussions sur la santé.

Les moisissures ne sont pas notées explicitement comme critéres d’insalubrité, sans doute parce
qu’elles sont la conséquence de désordres techniques chroniques ou accidentels. Il faut également
admettre que 1’évaluation de 1’insalubrité engendrée par le développement intempestif de moisissures
repose essentiellement sur des critéres sensoriels - donc considérés comme subjectifs - et non sur des
critéres mesurables d’une fagon objective.

Il est donc important de considérer les facteurs permettant de trouver des critéres objectifs pour
déterminer le degré d’insalubrité provoqué par le développement de moisissures dans les ambiances
intérieures. Dans un deuxieme temps, les moyens de prévention et de traitement des contaminations
mycéliennes seront abordés.

B. RECHERCHE DE CRITERES

Une partie des facteurs en relation avec le développement des moisissures est décelée dés 1’entrée dans
le logement considéré.

1. Le ressenti d’humidité

» Cette sensation est souvent notée dans les maisons laissées fermées pendant une longue période
(I’hiver par exemple pour une résidence secondaire). Ressentie dans un logement habité en
permanence, elle est le signe évident d’une ventilation insuffisante et a ce titre, devient un indicateur
de risque d’insalubrité.

Ce ressenti d’humidité peut étre un signal d’alerte d’un dégat des eaux non décelé (fuite d’eau en sous-
sol, inondation,...) et doit donc étre considéré avec attention.

L’humidité est, comme cela a été rappelé au chapitre II I’un des principaux facteurs qui favorisent le
développement de moisissures sur/dans les supports qui leur sont offerts. L’examen technique du
logement et de ses annexes (vide sanitaire, caves, sous-sol,...) permettra de 1’évaluer d’une maniére
objective.

L’environnement immédiat peut également Etre a I’origine de ce ressenti en raison de 1’imprégnation
chronique des murs (par exemple écoulement des eaux superficielles perturbé par des contre-pentes,

).
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» Ce ressenti subjectif peut étre transformé en critére objectif par la mesure de I’hygrométrie relative
de I’ambiance dans les conditions habituelles d’occupation. Le chapitre II indique les techniques
utilisables et la prudence avec laquelle les mesures doivent étre mises en ceuvre et interprétées.

2. Le facteur odeur

» De¢s I’entrée dans un logement contaminé d’une maniére massive et extensive par des moisissures,
I’enquéteur peut ressentir une odeur intense de « moisi » qui disparaitra aprés un séjour de quelques
minutes dans I’habitat par effet de masque bien connu. Souvent considérée comme une détérioration
du confort offert aux usagers, I’odeur de moisi de 1’ambiance intérieure, des vétements,... est
¢videmment désagréable. Fréquemment corollaire du ressenti d’humidité, elle est aussi a ce titre un
indicateur de risque d’insalubrité. Elle permet également de suspecter une infestation par des
moisissures peu visibles (a 'arriére de meubles, sous un matelas,...).

La plupart des moisissures émettent des composés organiques volatils (COVm) plus ou moins
spécifiques de I’espece. Les COVm sont des substances a potentialités irritatives au méme titre que les
COV habituellement recherchés par les chimistes en chimie organique. Leur manque de spécificité est
sans doute une des causes de leur non reconnaissance comme facteur d’insalubrité (cf. chap. III et IV).
Certains chercheurs ont tenté d’utiliser ce facteur odeur en employant des chiens renifleurs
spécialement dressés a la détection de contaminants fongiques (6).

» L’odeur a été utilisée comme détecteur de qualité globale d’ambiance par un chercheur danois, le
Pr. Ole Fanger. Il a introduit la notion d’OLF (de olfactif), il y a quelques années (3). Selon sa théorie,
une personne « standard » crée 1 OLF de bio-effluents. Les autres sources sont également quantifiées
en unités OLFS et ajoutées aux bio-effluents. Il en déduit des taux de ventilation pour obtenir une
bonne qualit¢ de D’air. Naturellement ce raisonnement n’est acceptable que si aucune source de
composé toxique telle que le monoxyde de carbone (inodore par essence) n’est présente. Cependant,
I’important est que dans des locaux a pollution non spécifique, ’odeur est considérée comme un
indicateur d’insalubrité.

» Dr’autres chercheurs (4) ont tenté de trouver les COVm spécifiques de la contamination fongique
parmi la multitude des COV présents dans les ambiances intérieures. Mais ces recherches ne portent
généralement que sur un groupe particulier et non sur la flore fongique globale.

3. Le facteur visuel

» La présence visible de moisissures a de tous temps ¢été considérée comme I’indication d’un
logement mal entretenu. C’est le cas en particulier des contaminations de joints de carrelage ou de
baignoire observées fréquemment dans les salles de bains. Les usagers ont quelques difficultés a parler
de cette question a autrui et utilisent souvent des subterfuges pour éviter la vision des taches de
moisissures (utilisation de masques en carton, de meubles,...). Cela a pour effet de provoquer une
amplification du probléme a plus ou moins long terme.

Il a fallu attendre une vingtaine d’années pour que la présence visuelle de moisissures soit considérée
comme un risque potentiel pour la santé.

Comment peut on transformer un élément éminemment subjectif (aspect visuel) en facteur
d’insalubrité ?
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Le développement extensif de moisissures est un signe d’humidité excessive et donc d’insalubrité.
Ce désordre peut avoir des causes techniques liées éventuellement a des facteurs individuels.

Il est relativement facile de déterminer les facteurs techniques par une visite approfondie des lieux en
s’aidant d’un questionnaire — type, tel que présenté¢ en annexe et d’en tirer des données objectives
(chapitre II). Cette visite est essentielle car elle permet a la fois de détecter les sources et de prendre
des contacts avec les occupants des locaux.

Les facteurs individuels sont beaucoup plus difficiles a mettre en évidence car ils font partie de la vie
privée. Pourtant le comportement inadéquat des occupants et/ou leur mode de vie peuvent a plus ou
moins long terme créer les conditions favorables au développement fongique dans un local ou les
conditions initiales d’habitabilité étaient tout a fait satisfaisantes. Le prix toujours plus élevé de
I’énergie, la meilleure isolation des logements, la médiatisation de la pollution atmosphérique,
conduisent parfois les usagers a des exces (calfeutrage des ouvrants, absence d’ouverture régulicre des
fenétres, obturation des dispositifs de ventilation,...). Seuls des enquéteurs bien rédés a ce type de
problématique pourront étre a méme de déméler ce qui est dii a des problémes techniques ou de
structure, de ce qui est dii & des comportements individuels.

11 est pertinent de quantifier la contamination
» Prise en compte de la surface contaminée

Il semble évident a priori que le risque d’insalubrité grandit avec I’importance de la contamination. Un
joint de baignoire contaminé n’est pas une cause d’insalubrité.

Différents organismes (5), (7), (9) ont déja élaboré une démarche utilisant la surface contaminée
comme critére objectif de risque pour la santé.

Dans les publications américaines et canadiennes, il s’agit d’évaluer la surface totale contaminée par
les éléments fongiques, puis a partir d’une grille parfaitement codifiée, d’en déduire les mesures a
prendre en matiere de protection du personnel et de I’environnement (Tableau I).

Ce type de raisonnement est adapté aux conditions d’hygiéne en milieu de travail mais peut étre repris
comme critére d’insalubrité dans la mesure ou 1’on considére que le risque pour la santé des usagers
varie en fonction de I’importance de la contamination. Certes, les personnels sont présumés en bonne
santé, ce qui n’est pas toujours le cas des usagers des logements ; par contre, ils séjournent moins
longtemps dans des locaux contaminés que les habitants et sont exposés de par les travaux qu’ils
mettent en ceuvre a une contamination plus élevée.

Cette mesure des surfaces contaminées serait assez simple a effectuer par des enquéteurs formés et
d’acceptation facile pour tout un chacun.

Tableau 1049 : Criteres d’évaluation des surfaces contaminées par des moisissures Source : OMS (2004)
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Surface contaminée Evaluation
<0,3 m? Faible contamination
0,3m?-3m? Contamination moyenne
>3 m? Contamination élevée

Cependant, la prise en compte de la seule surface contaminée n’est pas totalement satisfaisante

» D'autres facteurs a considérer
¢ Les caracteéristiques qualitatives des moisissures

Toutes les moisissures n’ont pas les mémes caractéristiques, que ce soit sur le plan des substances
qu’elles ¢élaborent ou de leurs potentialités émissives.

Certaines d’entre elles ont des potentialités allergisantes et/ou toxiques que le seul aspect visuel ne
permet pas de détecter (chap IV - Tab. IX). Le degré d’insalubrité du local serait alors minoré, si leur
isolement par les moyens appropriés et la détermination de leurs potentialités ne sont pas mis en ceuvre
et cela, bien que les contaminants forment une biocénose dont on ne connait que peu les effets
synergiques ou antagonistes.

Il reste que les potentialités allergisantes et/ou toxiques sont des qualités intrinseques des spores et du
mycélium fongiques des souches isolées. Elles ne disparaissent pas dés que 1’humidité a disparu et que
I’extension de la contamination a été stoppée. L’éradication aussi compléte que possible des
propagules (spores, fragments) fongiques est donc impérative par les moyens appropriés.

Les moisissures n’ont pas non plus les mémes potentialités émissives. Celles dont_ les spores sont de
trés faible dimension (Aspergillus fumigatus) diffusent rapidement dans 1’environnement et pénétrent
profondément dans I’arbre respiratoire humain. Les spores de grande taille, de densité élevée ou ayant
des caractéristiques particulieres de surface (humidité plus ou moins grande), ont quant a elles,
tendance a sédimenter rapidement (1), (10).

¢ La localisation des taches de moisissures

La localisation des taches de moisissures a hauteur des voies respiratoires d’adultes ou surtout
d’enfants, constitue un facteur aggravant. Le simple passage a leur proximité permet par turbulence de
I’air, I’envol de milliers de spores, entrainant immanquablement une exposition répétée des occupants.

¢ La durée d’exposition

La durée d’exposition est aussi a prendre en compte. Respirées a longueur de nuit dans une chambre
(cas de murs contaminés prés du lit, de matelas humides et fortement envahis), les spores sont
directement mises en contact avec 1’arbre respiratoire du dormeur ; une personne agée qui séjourne en
permanence dans son logement encourt plus de risque qu’une personne intégrée dans le monde du
travail.
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¢ L’immunodéficience des personnes exposées

En effet, I’age des personnes exposées est également un facteur qui a ét¢ formulé dans de nombreuses
publications (chapitre IV). L’allergie aux moisissures s’acquiert souvent pendant les premicres années
de la vie.

Il est bien établi que les personnes souffrant d’une immunodéficience médicamenteuse ou
pathologique présentent des risques importants si elles sont exposées a des contaminants biologiques.
L’aspergillose invasive pour laquelle le taux de mortalité est €levé, est une affection fréquente pour la
population sensible. (Chapitre IV).

Ce qui précede indique que I’intégration des moisissures parmi les facteurs d’insalubrité est une
évidence mais que I’évaluation objective de la situation demande une formation des enquéteurs a ce
type de contaminants. L utilisation de la grandeur des surfaces contaminées est certes nécessaire mais
devrait étre accompagnée de commentaires permettant d’en moduler I’importance en matiere
d’insalubrité, notamment en intégrant le risque li¢ aux personnes exposées : durée d’exposition, age et
immunodéficience.

A ce titre, les examens des questionnaires, conclusions des rapports d’enquéte sur site et de mesurages
ainsi que des observations faites au moment des échantillonnages sont une aide précieuse.

C. DEFINITION DE MOYENS DE PREVENTION ET DE TRAITEMENT

La présence de moisissures dans notre environnement intérieur est habituelle car, possédant des
organes polymorphes de dissémination et de survie (spores, conidies, ascospores,...), elles sont
véhiculées par les mouvements d’air, par les étres vivants et se déposent ou s’adsorbent sur tous les
supports qui s’offrent a elles.

1. Prévention de ’insalubrité
Elle consiste a éviter que le développement mycélien ne devienne extensif.

» Les deux premiéres clefs pour éviter les problémes d’insalubrité dus aux moisissures sont une
une lutte contre I’humidité et une ventilation adéquate .

e La lutte contre I’humidité commence des la construction du batiment; il n’est pas concevable de
donner les regles de bonne pratique de construction dans un simple paragraphe. Précisons seulement
qu’il s’agit de protéger le logement contre 1’eau venue de 1’extérieur et/ou émise a I’intérieur. Le choix
des matériaux n’est pas sans incidence sur le devenir de 1’état sanitaire de I’habitat parce qu' en cas de
probléme, les matériaux peuvent étre favorables au développement mycélien (base de cellulose) ou
difficilement nettoyables en raison de leur porosité (cf. chap. II).

e De nombreux textes et réglements dont le réglement sanitaire (8), traitent de la ventilation des
locaux d’habitation. Ils indiquent a la fois des débits minimaux a respecter et les conditions d’une
bonne ventilation. La ventilation par de seuls ouvrants est admise s’ils sont de dimensions suffisantes ;
mais la ventilation permanente naturelle par conduit, ou mécanique, est plus efficace. Lorsqu’il s’agit
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d’une ventilation mécanique donc maitrisée, elle doit étre organisée de maniere a drainer I’air vicié des
pieces principales (chambres, salles de séjour) vers les pieces ‘humides’ (salles d’eau, cuisine,...) et a
apporter de 1’air neuf pris a I’extérieur, autant que possible hors des sources de pollution.

» La troisiéme clef est I’utilisation que font les usagers des locaux qui est également importante
pour le maintien de bonnes conditions d’habitabilité.

Rappelons que la loi sur les économies d’énergie trop bien respectée a eu pour effets pervers d’engager
les habitants a étanchéifier de mieux en mieux leur logement : en corollaire, la ventilation autrefois
trop importante (larges fuites au niveau des ouvrants en particulier) a subi une diminution drastique. Or
les quantités de vapeur d’eau émises selon les activités (cf. Chapitre I1) ne sont pas négligeables : mal
¢liminées par un renouvellement de ’air insuffisant, elles entrainent une augmentation de I’humidité
intérieure (ambiance et supports) et offrent les conditions favorables au développement des
moisissures. Le rappel des simples régles de bon sens peut suffire a maintenir le développement de
moisissures a un niveau acceptable pour la santé et le confort.

2. Elimination des contaminants fongiques

Les moisissures qu’il convient d’éliminer des matériaux sont des microorganismes vivants et
autonomes constitués de mycélium et de spores. Le mycélium s’incruste plus ou moins profondément
dans 1’épaisseur du matériau contaminé en fonction de la nature de celui-ci. Le platre et le bois sont
susceptibles d’étre contaminés en profondeur, les traitements de surface n’auront alors qu’une
efficacité illusoire et non pérenne. Les spores sont les organes de reproduction et de dispersion du
champignon ; ce sont des particules extrémement fines trés pulvérulentes susceptibles d’étre
véhiculées et de contaminer les personnes et d’autres matériaux sur de grandes distances.

Les mesures efficaces d’élimination des moisissures consistent a éliminer en profondeur le mycélium,
a le détruire efficacement (désinfection ou incinération) et a éviter la dispersion des spores.

Les recommandations élaborées par le groupe de travail sont décrites en fonction de 1’étendue des
zones contaminées a traiter. Nous donnerons les grands principes du nettoyage et de la désinfection des
surfaces et des matériaux avant de proposer, en fonction des matériaux contaminés et des surfaces
considérés un ensemble de recommandations pratiques. Le cas des inondations sera aussi évoqué sur la

base des expériences de terrain des équipes sanitaires ayant pris en charge les récentes inondations des
Bouches-du-Rhone (Arles, décembre 2003).

Le protocole de décontamination a trois objectifs essentiels :
» protéger la santé des occupants,
» protéger les personnes qui effectuent les travaux de décontamination,

» nettoyer les matériaux contaminés ou s’en débarrasser tout en empéchant le passage de moisissures
des zones contaminées aux zones propres.
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a) Recommandations générales

(1) Protéger les occupants

» Tenir les occupants habituels des locaux €éloignés des zones a traiter ;

» L’éloignement des personnes « a risque » (personnes agées - enfants de moins de 12 mois —
personnes greffées, immunodéprimées — malades respiratoires et allergiques chroniques) est
indispensable ;

» Les piéces contaminées seront provisoirement condamnées et interdites d’acces ;

» Lorsqu’il s’agit de zones contaminées de grande étendue comme un mur, celles-ci seront
recouvertes provisoirement d’une bache en plastique scellée a 1’aide de ruban adhésif avant le
début les travaux, afin de contenir les éléments fongiques et les débris et poussi¢res contaminés

).

(2) Protéger les personnes effectuant les travaux.

Les travaux sont suceptibles de mettre en contact les personnes avec de grandes quantités de spores
fongiques. Il convient donc de protéger les personnes en leur proposant :

» une tenue de travail spécifique et adaptée,
» le port de lunettes de sécurité pour ne pas exposer les muqueuses,

» le port d’une protection respiratoire aux caractéristiques de rétention particulaire au moins égales
aux exigences FFP1 de la norme EN 149, 2001. Attention, le port d’une protection respiratoire
entraine une géne respiratoire proportionnelle a la capacité de filtration du dispositif qui doit étre
correctement positionné sur le visage et protéger efficacement le nez et la bouche. Il est important
de prévenir le porteur du masque de cette géne respiratoire et thermique.

Il'y a lieu d’attirer ’attention sur la confusion qui est souvent faite entre les masques de « soins » et les
appareils de protection respiratoire utilisés vis-a-vis des risques chimiques ou biologiques. Les
masques de soins ne protégent pas de I’inhalation d’agents infectieux ou allergisants, leur capacité de
filtration n’est en effet évaluée que dans le sens de 1’expiration et les tests utilisés ne qualifient pas la
qualité de I’air inspiré par le porteur du masque.

A T’inverse, il est rappelé que les protections respiratoires répondent aux exigences de la directive
européenne 89/686/CEE et doivent bénéficier d’un marquage CE. Ce sont des dispositifs qui protégent
le porteur contre les aérosols de particules en suspension, qu’elles soient liquides ou solides. Les
caractéristiques des protections sont définies par la norme EN 149, 2001 et répondent a des classes
d’efficacit¢ FFP1, FFP2 et FFP3 (pour filtering face piece particles). Deux éléments essentiels sont
mesurés et pris en compte pour la détermination des classes d’efficacité : la capacité de rétention d’un
aérosol constitué de particules de 0,01 a 1 um de diametre (moyenne 0,6 pm) et la mesure des fuites le
long du visage.
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Tableau 1144 : Caractéristiques des protections respiratoires

Capacité de rétention des Mesures des fuites le long du visage
particules de I’aérosol normalisé
FFP1 80 % 22 %
FFP2 92 % 8 %
FFP3 99 % 2%

» Le port de gants adaptés est aussi recommandé (gants de ménage ou gants de manutention selon les
taches) pour protéger les mains des produits chimiques éventuellement utilisés (détergents, eau de
javel ou autres désinfectants) et les blessures lors de la manutention des matériaux contaminés a
¢liminer.

» Mise en garde : toute personne ressentant des troubles respiratoires doit cesser immédiatement
tous travaux sur ou a proximité de surfaces contaminées.

(3) Protéger 1I’environnement

» Les zones contaminées seront recouvertes d’une bache en plastique scellée a 1’aide de ruban
adhésif avant le début les travaux, afin de contenir les éléments fongiques et les débris et
poussieres contamings.

» A l’aide de baches en plastique, il convient de fermer hermétiquement les grilles et conduits de
ventilation dans la zone de décontamination et dans les piéces voisines. Dans la mesure du
possible, il est recommand¢ d’arréter les systémes de ventilation mécanique.

b) Principes d’hygiéne générale et recommandations pour [utilisation des détergents et
désinfectants

Les méthodes efficaces pour la destruction des moisissures sont la désinfection ou I’incinération des
matériaux contaminés.

Pour que la désinfection soit efficace, il convient au préalable de nettoyer les surfaces moisies a ’aide
d’un produit détergent simple. Ce nettoyage sera effectué¢ en frottant ou en grattant les surfaces pour
¢liminer le mycélium en profondeur, avec peu d’eau pour éviter tout risque d’humidité résiduelle des
matériaux, mais tout en faisant attention au risque de dispersion des spores. Le produit utilisé est un
détergent domestique sans particularité, trouvé dans les commerces de la grande distribution par
exemple.

La désinfection proprement dite sera d’autant plus efficace que la quantité de spores et de mycélium a
détruire sera faible.
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L’eau de Javel (solution d’hypochlorite de sodium) est le produit le plus simple d’utilisation, d’usage
courant et peu onéreux. Il est disponible essentiellement sous deux formes commerciales :

» l’extrait de javel distribué en berlingot de 250 ml, titre a 9,6 % de chlore actif (% ca),

» 1’eau de javel préte a I’emploi en flacon de 1 ou 2 litres qui titre a 2,6 % ca.

Il est rappelé que I’eau de Javel est fongicide selon la norme EN 1275 (activité testée sur Candida
albicans et Aspergillus niger) a la concentration de 0,036 % ca en 15 minutes a 20°C. Dans les
conditions normalisées dites « conditions de saleté », selon la norme EN 1650, ’eau de Javel est
fongicide a la concentration de 0,18 % ca en 15 minutes a 20°C. Enfin, lors d’essais normalisés sur des
surfaces, selon la norme EN 13697, I’eau de Javel est fongicide dans les « conditions de saleté » a la
concentration de 0,13 % ca.

Pour obtenir I’activité fongicide requise : ¢limination du mycélium et des spores dans des matériaux
complexes et en présence de matiere organique qui peut interagir avec I’hypochlorite de sodium et
diminuer la quantité de chlore disponible, le groupe de travail propose d’utiliser une solution chlorée
titrant a 0,26 % ca en tenant compte de la nécessité d’obtenir une efficacité radicale, en profondeur et
rapide tout en facilitant I’étape de préparation par une dilution simple a réaliser : dilution au 1/10™ a
partir de la solution préte a 1’emploi, soit :

» un berlingot (250 mL a 9,6 % ca) complété a 10 L par de I’eau froide,

ou

» 500 mL d’une solution préte a I’emploi (2,6 % ca) dans 4,5 L d’eau froide,
ou

» 1 L d’une solution préte a I’emploi (2,6 % ca) dans 9 L d’cau froide.

Il est rappelé également que I’eau de Javel concentrée (disponible en berlingot) ne se conserve que

trois mois apres sa date de fabrication (date notée sur I’emballage). En revanche, I’eau de Javel préte a
I’emploi (solution a 2,6 % ca) se conserve de 6 a 12 mois.

MISE EN GARDE :

» Ne jamais mélanger de ’eau de Javel avec des produits ammoniaqués en raison de dégagements
toxiques de trichlorure d’azote et de chloramine,

» Ne jamais mélanger de 1’eau de Javel avec des produits acides (produits détartrants par exemple)
en raison de dégagements toxiques de chlore gazeux.

D’autres produits désinfectants commercialisés pour les établissements de santé notamment peuvent
avoir une activité fongicide (9). Il convient de vérifier qu’ils ont une activité antifongique certifiée
(activité sur Aspergillus niger selon la norme EN 1275) et de respecter les concentrations et temps de
contact préconisés par le fabricant pour cette activité particuliére. Attention, les concentrations
fongicides ne sont généralement pas les mémes que les concentrations d’usage courant de ces produits
(11).

Apres la désinfection, il est essentiel de bien sécher les matériaux : exposer au vent ou a la chaleur,
bien aérer le local pour favoriser le séchage...
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¢) Recommandations pratiques

» Limiter la dispersion des poussiéres par humidification mais sans détrempage qui risque de rendre
aléatoire I’étape essentielle du séchage.

ATTENTION : éviter de frotter a sec, de détremper. Il est recommandé d’utiliser des éponges
ou chiffons humides.

» Les matériaux non poreux (métaux, verre et plastiques durs) et semi-poreux (bois, béton) dont la
structure est saine mais portant des traces visibles de moisissures, peuvent étre nettoyés et
réutilisés. Les matériaux poreux (isolant, platre et dérivés...) comportant plus qu’une petite surface
contaminée (cf chapitre 3-2) doivent &tre retirés et éliminés.

» Toute zone traitée doit étre asséchée au plus vite et laissée sans contamination ni débris apparents.

» La zone traitée et des zones adjacentes doivent étre dépoussiérées avec un aspirateur équipé d’un
filtre HEPA (Haute Efficacité pour Particules Aériennes).

» Les matériaux contaminés qui ne peuvent pas étre nettoyés doivent étre retirés et sortis du
batiment, une fois placés dans des sacs plastiques hermétiques. Il n’existe pas de réglementation
particuliere pour 1’élimination des matériaux moisis. Il faut prendre toutes dispositions pour que
ces matériaux ne puissent étre récupérés et donc réutilisés (mise en décharge). L’incinération
représente le meilleur moyen d’élimination, sans risque pour 1’environnement.

» Les éponges et chiffons utilisés pour le nettoyage doivent étre éliminés.

(1) pour les petites surfaces contaminées inférieures a 0,3 m

Le nettoyage et la désinfection peuvent étre réalisées par les occupants.
L’utilisation d’une protection respiratoire (masque de protection) ainsi que le port de gants, de
vétement de protection et des lunettes de sécurité sont recommandés.

(2 ) pour les zones contaminées de taille moyenne : 0,3 4 3 m®

En plus de la protection individuelle respiratoire, cutanée et oculaire, la zone contaminée doit étre
isolée et placée en dépression pendant les travaux, en utilisant un systéme d’aspiration avec une
évacuation extérieure munie d’un systéme de filtration type HEPA.

L’¢loignement des personnes « a risque » (enfants de moins de 12 mois — personnes greffées,
immunodéprimées — malades respiratoires et allergiques chroniques) est impérative.

(3) pour les larges zones contaminées de taille supérieure & 3 m*
La procédure est la méme que pour la décontamination des zones de taille moyenne mais une
dépressurisation avec un ventilateur de type industriel est recommandée. L’utilisation de produits
agglutinants avant de procéder au retrait des zones souillées par les moisissures peut étre préconisée.
La décontamination doit étre réalisée par des professionnels formés a la manipulation de matériaux
contaminés par des micro-organismes.
L’analyse microbiologique de D’air avant le retour des occupants dans les locaux peut étre
avantageusement proposée.
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3.

Surveillance

Une inspection réguliére est recommandée pour confirmer 1’efficacité des travaux de décontamination.
La raison de I’accumulation d’eau doit étre trouvée et le probléme rectifié. Tant que I'humidité des
supports persistera, les développements fongiques réapparaitront.

Mesures a éviter

Solutions a court terme qui ne procurent qu’une aide temporaire : camouflages sans traitement par
de la peinture ou la pose d’une bache ou de cartons...

Les solutions de court terme utilisées pour le long terme : installation de déshumidificateurs, la ou
les causes de I’humidité excessive doivent étre recherchées et corrigées (cf chapitre V).

Opérations de nettoyage effectuées par des personnes « sensibles »

L’utilisation de nettoyeurs sous pression est fortement déconseillée.

Cette approche devrait déboucher sur la création de nouveaux métiers de I’environnement en relation
avec les travaux sur le batiment ou la notion de risque pour I’homme et I’environnement serait prise en
compte.
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CHAPITRE VI
PROPOSITIONS DU GROUPE DE TRAVAIL

Le groupe de travail propose des pistes de recommandations.

A. CONDUITES A TENIR

Face a une présomption d'exposition aux moisissures, plusieurs cas peuvent se présenter :

(1) Demande d’un médecin spécialiste confronté a un probléme de santé (asthme, allergie,...)
d’un de ses patients qu’il suppose étre en relation avec I’exposition aux moisissures dans son
logement

Cette demande doit €tre suivie d’un examen du logement et de ses annexes.

L’enquéte environnementale approfondie est effectuée par des techniciens formés a la recherche de
sources d’humidité et de moisissures.

Le cas échéant, des conseils sont donnés pour 1’éviction des moisissures et le bon usage d’un
logement.

(2) Demande d’un particulier ayant constaté la présence de moisissures

Dans le cas ou des personnes d’une méme famille souffrent de problémes de santé susceptibles d’étre
mis en relation avec la présence constatée de moisissures, cette demande doit étre suivie d’une
consultation médicale (allergologue, pneumologue, pédiatre,...) et d’une enquéte environnementale.
Dans le cas ou aucune personne ne souffre de probléme de santé, la demande doit étre suivie de la
communication d’une information pour I’élimination des moisissures et le bon usage du logement
(ventilation, chauffage,...).

Dans certains cas, par mesure de précaution, une enquéte environnementale peut étre effectuce.

(3) Demande d’un particulier n’ayant pas constaté la présence de moisissures mais souffrant de
problémes de santé pouvant étre mis en relation avec une présence éventuelle de moisissures

Cette demande doit étre suivie d’une consultation médicale (allergologue, pneumologue, pédiatre,...).

Selon les résultats des examens médicaux, une enquéte environnementale approfondie sera effectuée.
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Le déroulement des actions est développé dans Figure SEigure-5 ci-apres.

L’enquéte environnementale comporte notamment :

- la recherche et I’identification des matériaux humides,
- une évaluation de la grandeur des taches de moisissures,
- des échantillonnages mycologiques,

- des prélevements d’air lorsque des odeurs de « moisi» sont perceptibles en absence de
développements fongiques visibles.

Une aide a I’enquéte environnementale est fournie par le « questionnaire environnemental » situé en
annexe. Ce document est basé sur une synthése des questionnaires actuellement utilisés par
I’Observatoire de la Qualité de I’Air Intérieur (OQAI), le Laboratoire d’Hygi¢ne de la Ville de Paris
(LHVP) et différents Centres Hospitaliers Universitaires (CHU).

Lors du déroulement de cette enquéte environnementale, le cas échéant, des conseils sont donnés pour
I’éviction des moisissures et le bon usage d’un logement.

Cette enquéte fait ’objet d’un rapport qui peut étre éventuellement suivi de la recommandation des
travaux nécessaires pour remédier a une situation de contamination.
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signalement

moisissures apparentes

pas de troubles de santé

moisissures apparentes

troubles de santé

pas de moisissure apparente

troubles de santé

demande médicale

information sur 1’élimination demande de
des mOlSl?SllI‘CS R renseignements par
et le bon usage d’un logement >,
téléphone

examen du logement et des annexes'

présence de supports humides® ou
d’odeur de moisi
absence de moisissure visible

évaluation de la grandeur” des insuffisance d’entretien

taches de moisissures quelques joints contaminés

échantillonnages prélévements d’air’ conseils d’hygiéne de base

mycologiques’

conseils pour I’éviction des
moisissures et le bon usage d’un
logement

rapport et rappel des conseils émis sur site
|

recherche des causes de ’humidité et traitement

conseils d’entretien

Figure 55 : déroulement des actions

! L’utilisation de questionnaires est recommandée. Le questionnaire environnemental est présenté en
annexe et devrait également étre utilis¢ dans le cas d’une enquéte d’insalubrité pour la description des
moisissures. Un questionnaire médical standardisé et validé tel que celui de 1I’étude ISAAC peut étre
utilisé.

* En raison de ’irrégularité des taches de moisissures, il sera utile de transformer les formes en unités
géométriques telles que rond, carré ou rectangle pour en évaluer la surface. Les niveaux de
contamination sont définis en fonction de la taille de la surface contaminée :

niveau 4 : S>3 m’

niveau 3 : 0,3 m?<S<3m

niveau 2 : 0,03 <S < 0,3 m?

niveau 1 : 0 <S <0,03 m*(1 format A4 = 0,06 m?)

niveau 0 : absence de moisissure visible
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L’étendue de la zone contaminée constitue une aide au décideur en charge du dossier (possibilité
d’éviction, technique et précautions pour I’éradication de la source).

La prise en compte de la seule surface contaminée n’est pas satisfaisante. Il existe des facteurs
aggravants : ages des personnes exposées, immunodéficience, localisation des taches de moisissures a
proximité des voies respiratoires ...

? Des échantillonnages de surfaces, technique du ruban adhésif, représentatifs des différents aspects des
zones contaminées peuvent étre effectués (2 points pour chaque zone, par exemple).

Toutes les moisissures n’ayant pas les mémes impacts sur la santé, dans le cas d’une demande médicale
¢tayée (allergologue, pneumologue...), un échantillonnage plus complet des moisissures permettant une
mise culture et une identification précise des moisissures est recommandée. Se reporter a I’annexe B.

* Une évaluation de la taille des surfaces humides, de la nature des supports et du risque de

développement fongique est recommandée.

5 \ .. .. .. ,
Dans le cas ou aucune moisissure n’est visible et qu'une odeur de moisi est détectable, des

prélevements d’air peuvent s’avérer utiles pour mettre en évidence la présence d’une contamination
fongique non apparente.
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Recommandations pour la gestion des cas graves

En cas de présence de « personnes a risques» il est recommandé d’effectuer des prélévements et
analyses dans les meilleurs délais afin que la nature des espéces fongiques présentes soit prise en
compte rapidement dans 1’évaluation de la situation.

Dans les cas d’incompatibilité entre la qualité du logement et 1’état de santé des habitants (cas des
personnes sensibles et/ou immunodéprimées), il est impératif de procéder a un relogement
temporaire rapide des personnes. Cette procédure accélérée nécessite de disposer de possibilités
d’hébergement.

Avant le retour des personnes dans leurs logements, il convient que des contrdles soient effectués
apres la fin des travaux mais €galement apreés 3 a 6 mois de réoccupation du domicile. Selon la
gravité de la contamination fongique, une surveillance a long terme peut étre envisagée.

Le mode de vie des occupants, la facon dont ils utilisent le logement (aération, chauffage, cuisine,
séchage du linge...) doivent étre également pris en compte et des conseils doivent étre donnés.

Recommandations en cas d’inondations

Les Services déconcentrés de 1’Etat ont un role important dans la gestion de la situation apres le
retrait des eaux par I’organisation des :

» opérations de séchage
» opérations de désinfection et de remise en état des locaux afin de prévenir les moisissures

» actions d’information des médecins libéraux, médecins de santé scolaire, médecins responsables
de PMI, des maires, des services communaux d’hygiéne et de santé (SCHS), des établissements de
santé, des bénévoles secouristes (croix rouge, secours catholique et autres), particuliers et
entreprises.

B. PROPOSITIONS EN MATIERE DES D'INFORMATION

L'information doit concerner les médecins, les professionnels du batiment et le public.

Il est souhaitable de faire établir un questionnaire médical standardisé type ISAAC II pour I’aide au
diagnostic et le recueil standardisé des donnée relatives aux effets des moisissures sur la santg.

Une information des entreprises du batiment est également nécessaire afin de permettre une bonne
mise en ceuvre des protocoles établis.
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Des documents d’information du public doivent étre réalisés sous forme de fiches techniques servant
de support aux opérations de sensibilisation et/ou lors de la visite d’un logement :

» fiche 1 : lutte contre I’humidité d’un logement (bonnes pratiques de construction, choix des
matériaux, drainage, remédiation dans les plus brefs délais aux infiltrations d’eau aussi bien
intérieures (fuites méme faibles), qu’extérieures (eau de remontée tellurique, fuites de toiture,
porosité des murs) ;

» fiche 2 : bonnes pratiques d’usage d’un logement (ventilation, mode de chauffage, limitation de
la production d’humidité...) ;
» fiche 3: conduites a tenir pour I’¢limination d’une contamination fongique domestique

(protection des personnes, produits a utiliser, lavage des vétements de travail,...) ;
» fiche 4 : conduites a tenir en cas d’inondation (méme localisée).

Les personnes considérées comme des relais d'informations tels que les professionnels de santé,
professionnels du batiment, professionnels des services sociaux , syndics et gérants d’immeuble,
représentants des assurances,.... doivent disposer de ces fiches d’information a destination du public.

Les Services déconcentrés de I’Etat doivent disposer de supports audiovisuels permettant d’animer
des réunions publiques (supports pouvant étre adaptés au public concerné et aux situations,
notamment en cas d’inondation).

C. AUTRES PROPOSITIONS

(1) Intégration des moisissures parmi les indicateurs principaux de I’insalubrité : modification
de la grille d’évaluation de I’insalubrité d’un batiment et d’un logement.

Facteurs déja pris en compte :

- les apports d’eau par D’extérieur : remontées d’eau tellurique, perméabilit¢ des murs, des
toitures, des huisseries par les fiches B 13, 14, 15, 16 de la grille d’insalubrité de février 2003 ;

- les apports d’eau par ’intérieur : fuites intérieures, séchage du linge, les modes de chauffage
producteurs d’humidité : notamment les appareils de chauffage ou de production d’eau
chaude dont les gaz de combustion ne sont pas évacués a I’extérieur : chauffe-eau, appareils
de chauffage a pétrole, appareils mobiles a gaz, par les fiches L 16, 17, 18, 28, 29 de la grille
d’insalubrité de février 2003 ;

- les dispositifs de ventilation permettant d’éviter les phénomenes excessifs de condensation
par les fiches L 16, 17, 18, 28, 29 de la grille d’insalubrité de février 2003.

Facteurs devant étre intégreés :

- quantification de I’état de contamination : support, superficie de la contamination, nature du
support ;
- caractérisation de la contamination : les résultats des analyses ;

- exposition des habitants : évaluation de la proximit¢ et du temps d’exposition aux
moisissures.

Chapitre VI 95



(2) Réflexions sur d’éventuelles suites réglementaires

Dans le cadre d’un futur groupe de travail une réflexion pourrait étre menée sur :

» la qualification des professionnels chargés de la réalisation des travaux de décontamination ;

» la définition de valeurs guides a partir de I’analyse des données environnementales et
médicales recueillies.

(3) Actions de formation

En direction des :
- personnels des Services déconcentrés de 1’Etat et des SCHS ;
- Conseillers Médicaux en Environnement Intérieur (CMEI) ;
- Professionnels réalisant les travaux de décontamination fongique.

(4) Création d’un annuaire de laboratoires compétents en ce domaine

La compétence des laboratoires pour le prélévement et I’analyse des moisissures de 1’environnement
intérieur devra étre évaluée par 1’organisation de tests inter-laboratoires.
Un annuaire de ces établissements sera établi.

(5) Développement du Réseau National de Surveillance Aérobiologique (RNSA)

Les compétences de ce réseau devront étre élargies a la surveillance des moisissures de I’air extérieur
de quelques grandes villes de France.

Adresses utiles :

» Chambre Syndicale Nationale de I’Eau de Javel, 118 avenue Achille Peretti — 92200 Neuilly-sur-
seine

» Société Francaise d’Hygieéne Hospitaliere : www/sthh.fr

» Chambre syndicale 3D des Industries de Désinfection, Désinsectisation et Dératisation, 118
avenue Achille-Peretti - 92200 Neuilly-sur-Seine
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Annexe : Questionnaire environnemental

RENSEIGNEMENTS ADMINISTRATIFS

Nom :
Adresse :

N° Téléphone :
Mel :

ORIGINE DE LA DEMANDE

MOTIF DE LA DEMANDE :

INFORMATIONS SUR LA FAMILLE
Nombre d’occupants permanents :

Nombre d’enfants de moins de 6 ans :

Nombre d’adultes :

Date d’entrée dans le logement :

Situation [ propriétaire [1locataire [1HLM
[Jautre :

Résidence [0 principale [1 secondaire

(I médicale [l mairie (] autre
[ DDASS [ DRASS

Nombre de personnes souffrant d’'une pathologie respiratoire :

age : sexe [1M pathologie

OF

] PHS?

DESCRIPTION DE LA CONSTRUCTION

Date de construction :

Date de rénovation :

Présence d’un vide sanitaire
Présence d’'une cave

Toiture en mauvais état

Facade dégradée

Fissures

Revétement effrité

Gouttiéres endommagées/bouchées

[ rhinite certificat médical 1 oui
[] bronchite CInon
[ asthme symptémes plus intenses
- ABPA' dans le logement [l oui
[1non

Loui [Inon
[Joui [Inon
Loui [Inon
[Joui [Inon
Loui [Inon
Loui [Inon
TJoui [Inon

Descentes d’eaux pluviales endommagées/bouchées Doui  [Inon
Aspect de «lavage» du parement (écoulement chronique d’eau) [Joui [Inon

' ABPA : aspergillose broncho-pulmonaire allergique

2PHS : pneumopathie d’hypersensibilité
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RENSEIGNEMENTS GENERAUX SUR LE LOGEMENT

Une visite compléte (de la cave au grenier) doit étre effectuée.

Zone (] urbaine Crurale
Type [ maison individuelle [ maison mitoyenne [J appartement
[ ferme 1 avec animaux et/ou produits agricoles
[l sans
Localisation [0 semi enterré 0RDC [ a l'étage 1 comble
Taille OF1 0OF2 0OF3 [0OF4 [OF5 [Jautre:
Superficie :
Sur-occupation [Joui [ non
Travaux récents [ oui lesquels : piéce :
Tl non
Chauffage [ central [ d’appoint [Jau sol [0 cheminée
[ électrique gaz [ fuel ] bois [1 charbon
TJautre :
Aération® [Joui [lnon
sioui []parbalayage []par pieces séparées
Climatisation Joui [lnon
Déshumidificateur [Joui [1non

Présence d’une machine a laver 7 oui piéce :
T non
Présence d’'un seche linge Ooui [ électrique ) évacuation extérieure piéce :
[1a condensation
[J a pendre piece :
[Inon

Humidité

Moisissures visibles

0 impression d’humidité [J odeur de moisi

Ooui [ non

Plantes Ooui [dans la chambre a coucher [1> 5 plantes
Tnon
Animaux Coui [non [Jnombre [Itype

® Principes d’aération :

- par balayage : entrées d’air par les piéces principales et sorties d’air vicié par les piéces de service

par pieces séparées : entrées d’air et sorties d’air dans la méme piéce
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EXAMEN PAR PIECE

Chaque piéce décrite doit étre référencée.

PIECES HUMIDES*

CUISINE [ fermée [l type américaine superficie :
[ ventilation naturelle CJoui [Jnon nb de fenétres :ouvrable(s)
double vitrages [Joui [1non

fente d’aération Ooui [1non obturée Ooui  [Inon
[0 ventilation permanente par conduit vertical obturée Ooui [Inon
0OVMC fonctionnelle [oui [Tnon
[1 aération [ haute obturée Ooui [Inon

[1 basseobturée Toui  [1non

Habitudes de ventilation :

Porte fermée pendant I'activité de cuisson Coui [Inon
Présence d’une hotte raccordée Coui  [Inon
Type de revétement: [Imur: [ sol : [ plafond :
Impression d’humidité Coui  [non
Odeur de moisi Coui  [non
Condensation permanente Joui [Inon localisation :
Pont thermique Coui [Inon localisation :
Humidité ascensionnelle Coui [Inon localisation :
Infiltrations Uoui [Inon localisation :
Dégéat des eaux CJoui  [Inon localisation :
Taches d’humidité Coui [Inon localisation :
Papier peint décollé Coui [Inon localisation :
Peinture cloquée Ooui [Inon localisation :
Enduit dégradé Coui  [Inon localisation :
Salpétre Ooui [Inon localisation :
Présence de moisissures Joui [Inon
si oui localisation :

hauteur [Dbas [ mi-hauteur [ haut

nb de murs contaminés :

surface contaminée® TNO TIN1 IN2 N3 [IN4 [IN5

type de contamination [ localisée [l disséminée [ extensive

* cuisine, salle de bains, WC, buanderie
® évaluation de la grandeur de la surface contaminée : niveau NO : absence de moisissure visible
niveau N1 : 0 < S < 0,03 m? (1 format A4 = 0,06 m?)
niveau N2:0,03<S< 0,3 m’
niveau N3 : 0,3 m?<S<3m?
niveau N4 : S > 3 m?



SALLE DE BAINS

[1 ventilation naturelle
double vitrages
fente d’aération
[ ventilation permanente par conduit vertical
0OVMC fonctionnelle [ oui

[ haute obturée [ oui
[ basseobturée ] oui

(] aération

Habitudes de ventilation :

Porte fermée pendant la douche

Type de revétement O mur :

Impression d’humidité 7 oui
Odeur de moisi
Condensation

Pont thermique
Humidité ascensionnelle
Infiltrations

Dégat des eaux

Taches d’humidité
Papier peint décollé
Peinture cloquée

Enduit dégradé

Salpétre

Présence de moisissures
joints de baignoire/douche

autre
si oui
localisation :
hauteur
nb de murs contaminés :

surface contaminée [INO

superficie :

nb de fenétres : ouvrable(s) [1oui [1non

Uoui [Inon

[Joui [Inon obturée [] oui
obturée [Joui [1non

[ non

[ non

(1 non

Ooui [ non

[ sol : [ plafond :

(1 non

Ooui [ non

Ooui [ non localisation :

Ooui [ non localisation :

Ooui [ non localisation :

Ooui [ non localisation :

Ooui [ non localisation :

[Joui [lnon localisation :

Ooui [ non localisation :

[Joui [lnon localisation :

Ooui [ non localisation :

[Joui [lnon localisation :

Joui [ non

(oui [ non

[1bas [1mi-hauteur [ haut

ON1 [ON2 ON3 [0ON4 [ON5

type de contamination [1localisée

[ disséminée [] extensive
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type de PIECES SECHES®

[] ventilation naturelle
double vitrages
fente d’aération

[J ventilation permanente par conduit vertical

0VMC fonctionnelle [ oui
[] aération [ haute obturée [ oui
[ basseobturée [ oul

Habitudes de ventilation :

Type de revétement O mur:

Impression d’humidité
Odeur de moisi
Condensation

Pont thermique
Humidité ascensionnelle
Infiltrations

Dégat des eaux
Taches d’humidité
Papier peint décollé
Peinture cloquée
Enduit dégradé
Salpétre

Sur-occupation

Présence de moisissures

si oui localisation :
hauteur
nb de murs contaminés :

surface contaminée
contamination

6 séjour, salle a manger, chambres, bureau...

superficie :

nb de fenétres : ouvrable(s) [ oui

oui [Jnon

[Joui [Jnon obturée [ oui
obturée [ oui

(] non

(] non

[l non

[ sol : [ plafond :

Ooui [ non

Ooui [ non

Ooui Cnon localisation :

Ooui [ non localisation :

Ooui [ non localisation :

Joui [ non localisation :

Ooui [ non localisation :

(Joui [ non localisation :

Ooui [ non localisation :

oui [ non localisation :

Ooui [ non localisation :

Ooui [ non localisation :

Ooui [ non

Ooui [ non

O bas [ mi-hauteur [ haut

ONO [ON1 0ON2 [ON3 [ON4 [ON5

[] localisée [1disséminée []extensive

I non

L' non

I non
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