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Fluides de coupe de métaux
Résumeé

Les fluides de coupe de métaux (FCM) sont couramment utilisés dans I'industrie de la transformation
du métal et de ses produits dérivés. Lors de |’ application des FCM, des aérosols peuvent étre généreés.
Les aérosols de FCM contiennent un mélange de substances incluant les composantes chimiques de ce
dernier et des contaminants biologiques (des cellules ou parties de cellules, de bactéries, ou de
moisissures). Si les fluides sont hautement contaminés par les microorganismes, |'exposition
respiratoire des travailleurs risque d’ étre élevée compte tenu de la formation d aérosols. Les problemes
de santé observés peuvent étre causés par plusieurs facteurs dont les divers produits retrouvés dans les
aérosols. Le facteur qui nous intéresse le plus dans cette éude exploratoire est la contamination
microbienne al’intérieur des FCM solubles. Les FCM représentent une excellente source nutritive pour
supporter la croissance de bactéries ou de moisissures.

L es études disponibles dans la littérature n’ ont utilisé que des méthodes classiques de culture de micro-
organismes. Toutefois, de nouvelles techniques de coloration a I’ aide de molécules fluorescentes ainsi
gue des techniques de biologie moléculaire permettent la détection des micro-organismes
spécifiquement ciblés (mycobactéries) et ce, dans un temps beaucoup plus court.

Nous voulions déterminer S'il est possible de mesurer des niveaux de contamination microbienne a
I"intérieur des FCM solubles assez élevés pour justifier la poursuite de la recherche dans ce domaine.
Les objectifs étaient 1) d évaluer, en utilisant des techniques d analyse de pointe, les niveaux de
contamination microbienne a I'intérieur des fluides de coupe de métaux solubles dans trois usines du
Québec; 2) d établir les caractéristiques physico-chimiques des fluides solubles utilisés dans ces trois
mémes usines; 3) d'étudier la santé respiratoire des travailleurs d' une (1) usine dans laquelle nous
aurons préleve le FCM afin d’ en analyser son contenu microbien.

Les travaux ont été réalises dans 3 ateliers ou des échantillons de FCM ont été prélevés. La prise
d échantillons avait pour objectif de permettre d’ évaluer |a flore microbienne présente a I’intérieur de
ces échantillons par différentes méthodes. Enfin, une évaluation de la santé respiratoire des travailleurs
dans une des trois usines visitées. Les microorganismes cultivables ont étés évalués et les especes
majoritaires isolées pour identification. Le décompte total de cellules a été réalisé a |I’aide de deux
méthodes en microscopie a fluorescence. Une extraction d’ ADN est nécessaire pour la réalisation des
réactions PCR pour la recherche de Mycobacterium spp. Les propriétés physico-chimiques des fluides
de coupe des trois usines ont aussi été testés.

Cette étude a permis d étudier la contamination microbienne des fluides de coupe de métaux de 3
usines du Québec a I’aide d outils jamais utilisés auparavant (microscopie a fluorescence, PCR). Des
taux trés élevés de contamination bactérienne sont retrouvés dans ces fluides. De méme, le pH et la
viscosité cinématigue sont en accord avec la présence de fluides contaminés. Toutefois, les bactéries
retrouvées de facon majoritaire ne semblent pas responsables du développement d'anomalies
respiratoires (alvéolite alergique) mais I’ hypothese qu’elles pourraient avoir d’ autres impacts sur la
santé publique mériterait d’ étre vérifiée.
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Fluides de coupe de métaux
INTRODUCTION

Depuis le début du 20° siecle, la contamination microbienne des fluides de coupe de métaux (FCM) a
base d’eau (FCM solubles) pouvant soutenir la croissance d’ une grande quantité de micro-organismes
préoccupe les industries qui fabriquent ou utilisent ces huiles. Aux Etats-Unis, en 1992, 71,5 millions
de gallons de FMC ont été produits'®. On estime que 1,2 million de travailleurs regroupés en 39
secteurs industriels sont exposés aux FCM.. Au Québec, en 2000, plus de 8000 travailleurs répartis
dans plus de 860 établissements (selon les données de la CSST) utilisent des FCM.

Les FCM sont couramment utilisés dans I'industrie de la transformation du métal et de ses produits
dérivés. Le terme « fluide de coupe » englobe des fluides de refroidissement et de lubrification utilisés
lors de la transformation du métal. L’utilisation des FCM> a pour but de prolonger la vie des
instruments de travail, enlever les particules de métd, refroidir la piéce de métal ainsi que I’ outil utilisé,
lubrifier et traiter le métal. On regroupe donc les FCM selon leurs utilisations en 4 principales

catégories soit:

1-Fluide d’ enlévement des particules

2-Fluide de formation du métal

3-Fluide de protection

4-Fluide de traitement

Les différents types de FCM sont aussi classés en quatre groupes selon leur composition soit :
1- Leshuilesfranches ou minérales : non solubles

2- Leshuiles solubles ou émulsifiables : composées d’ huiles minérales, végétales ou animales diluées a

une teneur de 5-30 % dans |’ eaul.

3- Les huiles semi-synthétiques : une partie organigue et une partie synthétique sont destinées a étre

diluées dans |’ eau.
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4- Leshuiles synthétiques

L e tableau suivant montre |e classement des fluides selon leur utilité et leur composition’.

Classement des fluides selon leurs utilités et leur composition

Catégorie générale Utilisation Formulation

Enlévement des particules Machinage, polissage | Franche, soluble, synthétique et
semi-synthétique

Formation du métal Forgement, percage Franche, soluble, synthétique et
semi-synthétique
Protection Entreposage Franche, soluble
Traitement Pliage Franche, soluble, synthétique

Les FCM hydrosolubles (dilués dans I'eau) contiennent principalement des huiles minérales
(parafiniques ou naphténiques) et une base d huile a haute densité (animale ou végétale). Les FCM
emulsifiés sont composes d acides gras, d’ huiles lourdes ou d’esters. Aux FCM utilisés sous haute

pression, des composés sulfurés, chlorés, ou des dérivés phénoliques sont ajoutés™.

Des additifs sont employés afin de rendre les FCM plus performants, plus durables et plus spécifiques.
Parmi les principaux additifs on retrouve des agents antimoussants et anticorrosifs, des lubrifiants, des
émulsifiants et des biocides (antifongiques et antibactériens).

Les FCM peuvent étre appliqués manuellement sur la zone de travail ou étre appliqués sous forme de
vapeur a |’aide d’un conduit d'air a haute vélocité ou encore, un flot continu de FCM est vaporisé a
travers une buse gréce a une pompe a faible pression. Un systéme de distribution est généralement
utilisé afin de controler le volume de FCM ainsi que la pression avec laguelle il est vaporisé. Par la
suite, le fluide est récolté par un systeme gravitationnel, a vélocité ou par des convoyeurs, et envoyé
dans des bassins de décantation dans le but de faire sédimenter les particules contenues dans le fluide
souillé (éclats, limailles de métal, rebus amassés lors de la récupération du FCM>*4).

Lors de I’application des FCM, des aérosols peuvent étre générés. L’ agrosolisation résulte d une
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combinaison de plusieurs facteurs :

-le type de FCM utilisé,

-lapression d’ application,

-lanature de la buse,

-latempérature de la zone de travail,

-le type d’ équipement et la vitesse utilisée,
-’ absence de garde éclaboussures,

-le type de ventilation.

Il N’ existe présentement aucune norme d’ exposition qui tient compte du contenu microbien des FCM.
Toutefois, si les fluides sont hautement contaminés par les microorganismes, |’ exposition respiratoire

des travailleursrisque d’ étre élevée compte tenu de laformation d' aérosols.

Les aérosols de FCM contiennent un mélange de substances incluant les composantes chimiques de ce
dernier ains que les additifs. On y retrouve aussi des particules de métal et des contaminants

biologiques (des cellules ou parties de cellules, de bactéries, ou de moisissures).

L’ organisme américain NIOSH (National Institute for Occupational Safety and Health) reconnait que
I”environnement respirable auquel les travailleurs sont exposés, dans ce type de cas, contient des
particules de métal, des résidus chimiques, des huiles, des biocides et des contaminants biologiques
(toxines bactériennes et produits métaboliques)***®. Cet organisme recommande donc une exposition
maximale aux FCM de 0,4 mg/m® d'air et ce, pour un quart de travail allant jusqu’a 10 heures par jour
a raison de 40 heures par semaine™. Cette concentration correspond approximativement & une mesure
de 0,5 mg/m® de particules totales selon la méthode du NIOSH « Method 0500 »™. Cette nouvelle
limite (0,4 mg/m® d’ air) est recommandée dans le but de prévenir les désordres respiratoires associés a

I’ exposition aux FCM.
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Depuis 1970, plus de 70 évaluations de santé des travailleurs ont été réalisées par le NIOSH* dans les
usines utilisant des FCM. Les désordres les plus fréquemment observés sont des troubles de la peau
(irritation, eczéma, acné), suivis dirritations (nez, gorge, yeux) et des problémes respiratoires
(difficulté a respirer, toux, serrement thoracique). La moyenne des particules totales dans I’air lors de

ces études était de 1,23 mg/m® (n=21) dans les années 70 et de 1,01 mg/m? dans les années 90 (n=3)".

Les problémes de santé observés peuvent étre causes par plusieurs facteurs dont les divers produits
retrouvés dans les aérosols. Le facteur qui nous intéresse le plus dans cette étude exploratoire est la

contamination microbienne al’intérieur des FCM solubles.
Contamination microbienne des fluides de coupe

Les origines de la contamination microbienne des FCM peuvent étre diverses, la plupart du temps, €elle
provient de I’environnement de travail. Les déchets alimentaires, mégots de cigarettes et déchets
jonchant le plancher sont des exemples d’ origines de contamination des fluides. Souvent, on trouvera
des espéces microbiennes qui sont des contaminants naturels des cours d'eau®. La croissance des
bactéries et moisissures peut causer des changements dans la nature et la viscosité du fluide,
endommager les joints d’ éanchéité et boucher les filtres et les conduits'®. De plus, la croissance

microbienne peut produire et accumuler des toxines et des allergénes dans le FCM%.

Afin de contrdler la croissance des micro-organismes, des biocides sont goutés aux fluides. Ces

biocides font partie de la composition méme du FCM et sont gjoutés au besoin au cours de I’ utilisation.

Les types de biocides les plus utilisés sont des molécules hydrosolubles qui reléchent du formaldéhyde.
Ces agents sont insolubles dans I'huile et sont plus efficaces contre les bactéries que contre les
moisissures. Le formaldéhyde est un irritant des voies respiratoires reconnu pour causer de |’ asthme
occupationnel et est un agent soupconné cancérigéne chez I’homme™®. Les Grotan®, Onyxide 200®,
Busan 1060® et Bioban® GK, sont des biocides larguant du formaldéhyde.

D’ autres biocides vont agir en reléchant du phénol qui est aussi un irritant et des nitrosamines qui sont
carcinogénes'®. Ces biocides sont plus efficaces contre les moisissures. Le Sodium Omadine® et le
Dowcide® —1 sont des biocides relachant du phénol. |l existe aussi des biocides dont I’ activité est
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causée par un relachement de nitrite comme le Bioban® P-1487 et le Bronopol®. 1l est a noter que les

nitrites sont des agents potentiellement cancérigenes.

L es agents antimicrobiens se doivent d’ étre sélectionnés en fonction du type de FCM utilisé. Le pH, la
température et le contact avec certains métaux peuvent déstabiliser les agents biocides et amplifier ou

inhiber le largage de leurs é éments actifs™®.
Effet dela croissance microbienne dans les fluides de coupe

Historiqguement, les FCM contaminés ont toujours représenté un probléme pour les différentes
industries impliquées dans la transformation du métal. La croissance microbienne affecte de différentes
facons la qualité et la performance des fluides'®. La dégradation du fluide peut résulter en des
changements dans sa viscosité. La production d acides, résultant de la fermentation, peut acidifier le
FCM causant la corrosion des systémes'®. Les bactéries anaérobies (plus spécifiquement les
sulforéductrices) peuvent produire du sulfure dhydrogene (H.S) et autres gaz toxiques et
nauséabonds'®. Par ailleurs la croissance microbienne peut étre telle que les filtres, buses et conduits
peuvent étre colmatés et ainsi interférer avec les opérations de transformation du métal.

Les FCM représentent une excellente source nutritive pour supporter la croissance de bactéries ou de
moisissures. Les espéeces bactériennes prédominantes dans les FCM solubles sont généralement
identiques & celles retrouvées de routine dans les systémes d’ eau naturelle®. Elles possédent une grande
diversité nutritionnelle, démontrant une écologie microbienne complexe. Plusieurs espéces, ayant une
bonne croissance dans le FCM propre, largueront des déchets qui serviront de nutriments a d autres
especes ayant des besoins nutritionnels plus restrictifs, modifiant ainsi la composition du FCM et la
nature de la charge microbienne®. Les conditions environnementales* comme le pH acalin, la

température élevée et la présence de métaux favorisent le dével oppement d’ une population microbienne

capabl e de croitre dans des conditions généralement consi dérées hostiles pour des micro-organismes.

Le contréle de la population microbienne par I'gout de biocide contribue a I’émergence de souches
résistantes aux différents agents actifs des biocides'’. Des interactions complexes entre les différentes
especes retrouvées dans les FCM peuvent favoriser la résistance globale de la charge microbienne. De

plus, I’élimination comme I’ apparition d’ un groupe de micro-organismes peut permettre la croissance
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de nouvelles especes. Tous ces facteurs contribuent a |’ établissement d’ une communauté microbienne

unigue dont la composition est en changement continuel.
Risques pour la santérespiratoire destravailleursreliés ala contamination microbienne

En plus de causer des probléemes de qualité et une usure prématurée des systemes de FCM, cette
croissance microbienne peut causer un risgue pour les travailleurs exposes. Bien que peu d études aient
tenté de caractériser la flore microbienne des FCM, nous disposons de quelques références a ce sujet.
Tant et Benett (1956)*° ont isolé plus de 29 différentes espéces bactériennes d’ un FCM soluble incluant
plusieurs souches pathogenes et potentiellement pathogenes. La plupart du temps, le genre bactérien
retrouvé est Pseudomonas sp. ( P.aeruginosa, P.oleovorans). D’autres especes comme Klebsiella
pneumoniae, Staphyl ococcus aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris et Enterobacter aerogenes sont

aussi fréquemment retrouvées'>*>.

Le genre bactérien le plus souvent retrouvé étant Pseudomonas mais, il est important de mentionner
gue les infections a des bactéries du genre Pseudomonas sont trés rares chez les personnes saines. Dans
certains systémes, on a compté jusqu’a 1X10° UFC (unité formatrice de colonie)/ml et aucune des
personnes en contact avec ce FCM N’ avait d’ infection & une souche du genre Pseudomonas™>*.

Toutefois, les infections ne sont pas le seul risque pour la santé des travailleurs. Toutes les cellules
microbiennes produisent des antigenes (protéines ou polysaccharides) qui stimulent le systéme
immunitaire. Une seule exposition a un antigene peut résulter en une sensibilisation a celui-ci. Si la
personne sensible est re-exposée, une réponse allergique ou d' hypersensibilité peut subvenir et ce, ades
doses sans effet pour des personnes non-sensibilisées’.

Les réactions allergiques causées par des antigénes inhalés peuvent étre de nature différente : alergies
de type | (rhinite allergique et asthme alergique) ou retardées (alveéolite alergique). L’ intérét porté a
I"alvéolite alergique extrinséque (aussi appelé pneumonite d’ hypersensibilité) relié a I’ exposition aux
FCM est récent. La premiére étude a mettre ajour des problémes d’ alvéolite alergique dans les usines
automobiles est celle de Bernstein et al. (1995)%. L’étude porte sur un petit atelier et implique six
travailleurs atteints d avéolite allergique suite a I'introduction d’un nouveau fluide de coupe Les

symptomes et autres anomalies disparaissent apres que les travailleurs aient été retirés de leurs milieux
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de travail (et un traitement aux corticostéroides pour deux d’entre eux). Un échantillon de FCM a
permis de trouver une contamination microbienne. Chacun des six travailleurs avaient des anticorps

sériques dirigés contre le Pseudomonas fluorescens.

Rose et al. (1996)*® rapportent six cas d alvéolite allergique additionnels confirmés a I’ aide de biopsies
pulmonaires. Cette étude visait des travailleurs du milieu automobile et ce, dans trois ateliers différents.
Dans tous les cas, les problémes respiratoires symptomatiques et périodiques étaient relatés chez les

travailleurs utilisant des FCM solubles aleur poste de travail.

Suite aux résultats publiés par Bernstein et al. (1995)° et Rose et al. (1996)*8, une étude plus vaste
subventionnée par UAW-Daimler Chrysler a été entreprise.  Les travaux de Kreiss et Cox-Ganser
(1997)* consistaient en un suivi de 8 ateliers d usinage en industrie automobile. Lors de ce suivi, 98
cas d'aveéolite alergique ont été decrits. Trois conclusions générales peuvent étre tirées de I’ éude de

Kreiss.

1- Un risque d'avéolite alergique est associé a I’ utilisation de FCM solubles si ces derniers sont

contaminés par une flore microbienne prédominante indésirable (mycobactéries).

2- Laplupart des cas rapportés sont apparus chez des travailleurs exposes a des concentrations de

FCM aérosolisé inférieures 0,5 mg/m® d’ air (norme américaine).

3- Un agent pouvant causer I’ avéolite allergique a été retrouvé dans quatre des six ateliers testés (2

ateliers n’ ont pas été testés). || s'agissait ici d’ une mycobactérie : Mycobacterium chelonae.

Jusgu'a récemment, les cas d’ alvéolite alergique pouvaient sembler relativement inhabituels. Toutefois,
cette maadie n'a pas é&é systématiquement étudiée chez les travailleurs exposés aux FCM.
L’ émergence récente de cas diagnostiqués dans les usines utilisant des FCM solubles stimule la
recherche dans ce domaine. 1l est possible que I’ alvéolite allergique soit présente depuis toujours chez
les travailleurs exposés aux FCM mais n’ajamais été diagnostiquée parce qu’ elle est difficile a déceler
et est souvent confondue avec d’ autres maladies aux symptomes similaires (infections respiratoires,
influenza). La seule solution lors de la détection d’ alvéolite allergique est e retrait du milieu de travail

(contact avec I’ antigene) et parfois un traitement aux corticostéroides.



Fluides de coupe de métaux

L es études disponibles dans la littérature n’ ont utilisé que des méthodes classiques de culture de micro-
organismes. Les décomptes étant basés sur les micro-organismes cultivables, les cellules mortes et les
cellules vivantes mais non cultivables sont donc non répertoriées dans ces décomptes, menant a une
sous estimation du nombre de micro-organismes pouvant induire des réactions d’hypersensibilité

comme |’ alvéolite allergique™.

Toutefois, de nouvelles techniques de coloration al’ aide de molécules fluorescentes ainsi que des outils
informatiques puissants nous permettent d’ obtenir des comptes cellulaires beaucoup plus proches de la
réalité et, de cette facon, d estimer avec une plus grande précision le risque réel auquel les travailleurs
sont exposés. De plus, les techniques de biologie moléculaire permettent la détection des micro-

organismes spécifiquement ciblés (mycobactéries) et ce, dans un temps beaucoup plus court.
Objectifsdestravaux et hypotheses

Nous voulions déterminer, a partir de cette étude exploratoire, S'il est possible de mesurer des niveaux
de contamination microbienne al’intérieur des FCM solubles assez élevés pour justifier la poursuite de

larecherche dans ce domaine. Plus spécifiquement, les objectifs étaient :

O1 : Evaluer, en utilisant des techniques d’ analyse de pointe, |es niveaux de contamination microbienne
al’intérieur des fluides de coupe de métaux solubles dans trois usines du Québec. Bien qu'il n’existe
aucune norme concernant la contamination des fluides, il devient donc possible de poser des
hypothéses relatives aux niveaux d’exposition respiratoires des travailleurs et de vérifier si une éude
plus exhaustive des usines utilisant des FCM solubles s avére nécessaire.

H;: Les fluides de coupe de métaux des usines québécoises sont hautement contaminés par les

bactéries et il est possible que les travailleurs soient exposés a de hauts niveaux de bioaérosols.

O,: Etablir les caractéristiques physico-chimiques des fluides solubles utilisés dans ces trois mémes
usines. Les données ainsi obtenues permettront d’établir S'il y a un lien entre la dégradation
microbienne et les changements des caractéristiques physi co-chimiques des fluides solubles.

H,: La croissance microbienne dans un FCM modifie ses caractéristiques physico-chimiquesinitiales.
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Os : Etudier la santé respiratoire des travailleurs d’ une (1) usine dans laguelle nous aurons prélevé le

FCM afin d’ en analyser son contenu microbien.

Hs : Bien qu’ aucune étude québécoise n’ ait porté sur I’ é&ude de la santé des travailleurs manipulant les
FCM solubles, il est possible que des problémes de santé respiratoires soient présents. A niveaux
d’ exposition comparables, les problémes de santé rencontrés seront les mémes que dans les études

d’ usines américaines.
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DEMARCHE EXPERIMENTALE

Contamination microbienne desFCM solubles

La présente étude exploratoire portait sur trois ateliers d’ usinage ou |’ on utilise des FCM solubles. Les
différents ateliers ont été choisis selon leur taille. Les travaux ont été réalisés dans un grand atelier
(environ 40 travailleurs), un atelier de grandeur moyenne (environ 10 travailleurs) et un atelier de petite
taille (moins de 5 travailleurs). En outre, seulement des fluides utilisés depuis au moins 60 jours ont
étés prélevés. A cette étape, nous N’ avons pas considéré le type de biocide ou d' activité comme étant

déterminants. Ces aspects seront considérés dans une étude ultérieure, si nécessaire.

Dans chacun des ateliers, des échantillons de FCM ont été prélevés par des représentants de I’ ASP
Métal Electrique et de I'IRSST. La prise d échantillons de FCM solubles avait pour objectif de
permettre d’' évaluer la flore microbienne présente a I'intérieur de ces échantillons. Les différentes
techniques utilisées nous ont permis de quantifier le nombre de micro-organismes et d’en évaluer la
viabilité.

Enfin, une évaluation de la santé respiratoire des travailleurs dans une des trois usines visitées (la plus
grande) a éte effectuée. Cette évaluation a permis d obtenir des données préliminaires concernant |’ état

de la santé respiratoire des travailleurs manipulant des FCM.
Prélevement des échantillons

La prise des échantillons a été faite en triplicata et ce a raison de 200 ml /échantillon. Les différents
échantillons prélevés devaient étre des FCM solubles utilisés depuis plus de 60 jours. Le temps
d utilisation du fluide, la quantité hebdomadaire utilisée ou rajoutée, la température et le nom et la
concentration de tout additif rajouté, tel les biocides, ont été systématiquement colligés. Les fluides
neufs, non dilués, non utilisés ont également été prélevés afin de vérifier la contamination bactérienne
de ceux-ci avant utilisation. A la suite des prélévements, les échantillons ont été placés sur la glace

(4°C) pour la durée du transport jusqu’ au laboratoire ol ils ont été analysés.
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Traitement des échantillons

Lors de leur arrivée au laboratoire, les différents échantillons ont éé aliquotés a raison de 50
mil/aliquote. Tous ces aliquotes ont étés conservés dans un réfrigérateur a une température de 4°C.
L’ utilisation des différents aliquotes s est faite tel que présenté au tableau 1 :

Tableau 1: Méthodes utilisées afin de caractériser la microbiologie des fluides de coupe de
métaux.

M éthodes Objectif

Réaction en chaine de la polymérase (PCR) Détection des
mycobactéries

Etalement sur gélose Isolement et
identification des
bactéries et/ou
Mo sissures

Microscopie a épifluorescence Compte microbien total
et évaluation de la
viabilité

Etalement des échantillons

L es étalements ont été effectués en triplicata, et ce atrois dilutions différentes. Les différentes dilutions
étalées étaient de I’ordre de 10° jusqu'a 10° et ont été réalisées dans de I'eau physiologique (NaCl
0,85%). Lesmilieux suivants ont été utilisés:

Tableau 2 : Milieux de cultures et utilisation

Typesde Eléments microbiensrecherchés Conditions
milieux d’incubation
R2A Bactéries mésophiles associées aux milieux aquatiques | 25°C aérobie
R2A Bactéries anaérobies associées aux milieux aguatiques 25°C
anaérobie
BHI Bactéries mésophiles associées alaflore humaine 35°C aérobie
Gélose sang Bactéries anagérobies associées alaflore humaine 35°C aérobie

11



Fluides de coupe de métaux

RBA (rose M oi si ssures mésophiles 25°C
bengal)

Middlebrook Mycobactéries 35°C aérobie
7H10 (25% CO,)

Note: Chaque étalement a été réalisé en déposant 100ul de chaque dilution sur les différentes gél oses.
Décompte des unités for matrices de colonies (UFC)

Le nombre d’ UFC a été calculé a I’ aide des boites ou la croissance était observée. La dilution utilisée
était celle ou I’ on retrouvait entre 30 et 300 colonies/gélose. Par la suite la moyenne des trois comptes
(triplicata) a été réalisée et le résultat final a été exprimé en UFC/ml d’ échantillon sur les différents

milieux al’aide du calcul suivant :
Moyenne/ volume étalé (10041) X Lfacteur de dilution
| solement des différentes souches

Les différentes espéces de micro-organismes retrouvees sur les différents milieux utilisés ont été
repiquées et isolées sur milieux R2A et BHI. Ces souches étaient conservées en géloses inclinées a
4°C. Lorsgue le temps de conservation a atteint 45 jours, les différents isolats ont été repiqués en
milieux frais et aprés croissance, placés dans un milieu de conservation contenant 10% de glycérol et
conservés a—70°C jusqu’ al’ identification.

I dentification des bactéries

L es tests de base soit la coloration de Gram, coloration Ziehl-Neelsen, la catalase et I’ oxydase ainsi que
les observations générales tant microscopiques que macroscopigues ont été réalisés sur chaque souche.
Les souches bactériennes majoritaires ont éé identifiées a I'aide de I'analyse des acides gras

membranaires (CFA) par chromatographie en phase gazeuse et du logiciel Sherlock disponibles a
I"lRSST.

Décompte des bactéries totales en fluorescence

Le décompte total de cellules a été réalisé a I’aide de deux méthodes en microscopie a fluorescence,
12
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soit les colorations DAPI et LIVE/DEAD Baclight (Molecular Probes, Eugene, OR).
Coloration au DAPI

Cette technique permet de colorer toutes les cellules ayant de I’ ADN. Les différents échantillons ont
€té observés en microscopie en épifluorescence avec un spectre d’ excitation de 358nm et une émission
a 461 nm (bleu). La technique consiste a réaliser différentes dilutions de facon similaire a celles
réalisées lors des éalements. Par la suite 1 ml des différentes dilutions est incubé en présence du
colorant (concentration finale de 30 nM) pour une période de 10 minutes. Aprés coloration,
I’ échantillon est filtré sur une membrane de polycarbonate (noir) de 0,22um. La membrane est placée

entre lame et lamelle et observée en épifluorescence.

La dilution choisie est celle ou I’on observait entre 30 et 300 événements par champ optique. Par la
suite, 10 champs ont étés photographi és aléatoirement et ce pour chague réplicat. Le décompte s est fait
en calculant la moyenne des événements pour chague réplicat. A |I'aide du rapport de I'aire de
filtration/aire d’un champ optique (20516) et connaissant le volume filtré ainsi que la dilution utilisée, il
était possible de connaitre la concentration cellulaire des échantillons et de I’exprimer en cellules

totales/ml al’ aide de laformule suivante :
Moyenne des événements X 20516 X 1/facteur de dilution

Ce test permet d' obtenir des comptes beaucoup plus proches de la réalité que les étalements sur gélose
car les cellules mortes et les cellules non-cultivables sont intégrées dans le compte et ce dans un tres

court déai.
Evaluation dela viabilité

La viabilité a été observée a I'aide de la coloration différentielle LIVE/DEAD Baclight (Molecular
Probes, Eugene, OR) basée sur I’intégrité membranaire des cellules. Ce test utilise deux colorants, le
SYTO 9, qui pénétre toutes les cellules mortes ou vivantes et les colore en vert avec un spectre
d émission de 500 nm. L e deuxiéme colorant, I’iodure de propidium (IP), est un colorant rouge avec un
spectre d’émission de 635 nm qui ne peut pénétrer les cellules dont la membrane est intacte et donc
colore seulement les cellules dont I’ intégrité membranaire est perturbée (mortes). L’ IP étant un colorant
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plus fluorescent que le SYTO 9, les cellules mortes doubles positives apparaissaient en rouge et les

cellules ayant des membranes intactes simples positives au SY TO 9 apparaissaient en vert.

La préparation des échantillons et les décomptes ont été effectués de fagon similaire a la coloration
DAPI. Le rapport de cellules vertes sur les cellules totales donne un indice de viabilité cellulaire. Les
informations obtenues a I’aide de cette technique procurent des informations supplémentaires sur la
nature de |’ échantillon et permettent de comparer les résultats obtenus en culture avec ceux obtenus en

épifluorescence.
Recher che de Mycobacterium sp.

Extraction del’ ADN des échantillons:

Une extraction d ADN est nécessaire pour la réalisation des réactions PCR. Pour ce faire, 2 ml
d'échantillon ont étés lavés a deux reprises al’aide de PBS 1X (centrifugation & 13000 rpm), le culot
digéré al’ aide de protéinase K (Sigma) a une température de 50°C et ce, pour une période de 2 heures,
incubés a 100°C pendant un total de 30 minutes (3 X 10 min) dans 500 pl d’ une solution contenant du
DNAZzol (Invitrogen, Missisoga, ON) et 15% de Chelex 100 (Bio-rad laboratories, San Diego, CA).
Finallement 500 ul de DNAzol exempt de Chelex 100 ont été ajoutés.

Une précipitation a |’ é&hanol a été effectuée conformément aux recommandations du fabricant. L’ ADN
total a été resuspendu dans 50 ul de tampon TE (Tris 0.2M, EDTA 0.05M), dosé au spectrophotomeétre et

exprimé en ug/ml. Lesextraits d’ ADN peuvent étre conservés a-20 °C et utilisés ultérieurement.

Réaction PCR (Polymerase Chain Reaction)

Une réaction PCR (qualitative) a été realisée sur I’ ADN total extrait des différents échantillons de FCM
solubles. Les amorces utilisées sont specifiques a une région tres conservée chez toutes les cellules du
genre Mycobacterium soit les genes codant pour I’ ARNr 16s. Ces amorces sont d’ une longueur de 18

nucléotides. Leur séquence est la suivante::
pMycl4 (5 -GRGRTACTCGAGTGGCGAAC-3) (R=A ouG)

pMyc7 (5 -GGCCGGCTACCCGTCGTC-3)

14



Fluides de coupe de métaux

L’ amplicon résultant de cette amplification serad’ une longueur de 212 paires de bases.

Apres I"amplification, une partie du mélange PCR a été déposée sur un gel d agarose 1% contenant du
bromure d' éthidium (50pg/ml). Apres migration a 70 V pendant 2 heures, le gel a été observé sous
lampe U.V. afin de confirmer I"amplification. Un résultat positif indiquait la présence de bactéries du

genre Mycaobacterium. sp.

Le présent protocole a éé mis au point sur des fluides de coupe de métaux solubles contaminés par
Mycobacterium chelonae et ayants fait |’objet d’éclosion d’ AAE dans une autre étude. Lors de cette
étude, le protocole PCR a détecté des quantités de mycobactéries présentes dans les FCM aussi basses
que 10° ufc/ml de fluide'® .

Caractéristiques physico-chimiques des fluides

Les fluides de coupe des trois usines ont été testés par le laboratoire d’ étanchéité de I’ Ecole de
technologie supérieure (ETS) de I’ Université du Québec a Montréal. La viscosité cinématique et le pH

ont été mesurés.

La mesure de la viscosité cinématique a été effectuée al’aide d' un viscométre a tube du type Canon-
Fenske Opague selon les normes ASTM (American Society for Testing and Materials) D445 et D446",

Pour chague fluide de coupe, la mesure a été répétée a trois reprises. Tous les essais ont été répétés
deux fois. Les fluides a I’ état neuf et usagé depuis au moins 60 jours ont été testés. Le rapport de

dilution des fluides neufs a été effectué selon les proportions utilisées en usine.

Le pH a été mesuré de deux facons différentes. La premiére a consisté a le mesurer avec un papier
indicateur. La deuxieme mesure, plus précise, a été possible grace a I’ utilisation d'un indicateur
électronique (Hanna instruments, Laval, Québec). Cet appareil est calibré avec des solutions standard

de pH connus.

Santérespiratoiredestravailleurs

Afin d évaluer la santé respiratoire des travailleurs, les tests suivants ont été effectués chez les
travailleurs d’une des trois usines :
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Tableau 3. Testsrespiratoires effectués

Test

utilité

Prise de sang veineux (volet 1)

Permet de doser la quantité d’ anticorps (IgG) aux micro-
organismes retrouvés dans les FCM recherchés par la
méthode d’ ELISA®

Test de fonction respiratoire CVF
et VEMS (volet 1)

Evalue la capacité respiratoire et permet de comparer avec
des données standardisées

Test d’allergie (volet 1)

Vérifiel atopie

Questionnaire standardise (volet 1)

Décrit | état de santé respiratoire et I histoire médicale

Lavage bronchoalvéolaire (volet
2)*

Analyse les cellules inflammatoires des poumons

Tomodensitomeétre axial thoracique
a haute résolution (Taco) (volet 2)*

Vérifie laprésence d'infiltrations interstitielles ou alvéolaires

* Chez cing travailleurs considérés comme plus arisque (voir section résultats)

L es contréles (témoins) utilisés pour les S ELISA sont deux travailleurs de tourbieres

sensibilisés pour les contréles positifs et un sujet non exposé comme contrdle négatif.
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RESULTATS

Lafigure 1 présente les concentrations de microorgani smes obtenues a partir de la culture pour chagque
milieu utilise ainsi que la valeur moyenne. Aucune croissance n' a été obtenue a partir des géloses en
anagrobie et les géloses pour le recouvrement des moisissures. Ces données ne sont donc pas
présentées. Les 3 milieux de culture ont donné sensiblement les mémes résultats. Le fluide de|’ usine 3
est le plus contaminé et montre un taux moyen de 1X10° UFC/ml de fluide. Les résultats moyens
obtenus en culture sont comparés aux résultats obtenus en microscopie a épifluorescence alafigure 2.
Tel que démontré dans plusieurs études®*, les comptes en fluorescence sont beaucoup plus élevés que
ceux obtenus en utilisant la culture : le taux de recouvrement de la culture peut étre aussi bas que 0,3%.
Laviahilité bactérienne, évaluée al’ aide de latrousse L1VE/DEAD Baclight est basse mais n’ explique
pas |’ écart de mesure entre la culture et lafluorescence (Tableau 4). L’ éat moribond ou quiescent des
bactéries pourrait expliquer un tel écart. L’ identité des bactéries isolées a partir des milieux de culture a
€té établie a partir d’ analyse des acides gras membranaires et est présenté au tableau 5. Parmi ces
isolats, certains étaient majoritaires et ont servi al’analyse des sérums des travailleurs lors de lamesure
des|gG.

La présence de mycobactéries dans les fluides de coupe a été vérifiée al’ aide de deux méthodes: la
culture et le PCR. Aucune de ces méthodes n’ a permis de détecter de mycobactéries dans les fluides
(tableau 6).

Lestravailleurs de |’ usine #2 ont été rencontrés afin d’ évaluer leur santé respiratoire puisgue cette usine
démontrait des taux trés élevés de bactéries en microscopie a épifluorescence dans les fluides, de
faibles taux de recouvrements et que I’ usine avait accepté que I’ é&ude de |a santé des travailleurs ait
lieu. Sur la base de certains résultats obtenus lors du volet 1 de I’ é&ude de santé, certains travailleurs ont

été convoqueés afin de subir des tests plus complets (volet 2).

Letableau 7 montre les résultats des tests d alergie (atopie) (détails, voir annexe 1), la présence de
symptomes respiratoires reliés au travail, les tests de fonctions respiratoires (VEMS et CVF), les
habitudes de tabagisme et |es résultats combinés des autres tests effectués al’ Hopital Laval (volet 2).

Les mesures d'IgG sériques ont été réalisées chez les mémes travailleurs par la méthode ELISA dirigé
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contre des extraits protéiques totaux obtenus a partir des souches microbiennes isolées du FCM de
I"usine #2. Les données sont résumeées au tableau 7 et présentées en détail aux annexes 2, et 3. Les
résultats des analyses de viscosité cinématique et de pH se retrouvent au tableau 8.

DISCUSSION

Microbiologie des fluides de coupes de métaux :

A la lecture des résultats, tant en culture qu'en microscopie a fluorescence, on constate que les
échantillons de FCM regus étaient trés contamineés par les bactéries. On remarque que ces comptes sont
largement supérieurs a I’ eau traitée des villes (= 500 ufc/ml). Ils sont plutét comparables a des eaux
usées (~ 1X 10%ufc/ml). Le travail en présence de fluide contaminé semble mener & une exposition &
des bioagrosols géenéreés lors du machinage puisque les anticorps dirigés contre les bactéries majoritaires

retrouvées dans les fluides supportent I hypothése que les travailleurs ont été exposés a ces bactéries.

Nous sommes aussi en mesure d observer gque les comptes de cellules en cultures sous-estiment
grandement la population réelle présente dans les échantillons. Les taux de recouvrement par culture
sont aussi bas que 0,3% dans le cas de |’usine #2. || est important de souligner que méme s la culture
ne permet pas une bonne estimation des taux de contamination, elle est essentielle afin d'isoler et de
caractériser la population microbienne. Aussi, la mesure des anticorps passe nécessairement par la
purification des souches microbiennes auxquelles les travailleurs sont exposés. L’identité de la
population non-cultivée reste toutefois inconnue. Le faible taux de viabilité bactérienne observé dans
les échantillons de I'usine #2 a I’aide de la trousse LIVE/DEAD Baclight (Molecular Probes) peut étre
expliqué par le contrdle rigoureux et |’ utilisation massive de biocides. |1 est donc fort probable que les
biocides contribuent a tuer une partie de la population microbienne mais, de toute évidence, ne
permettent pas un controle de leur propagation puisque les taux observés étaient trés élevés. Les

méthodes de gestion des fluides ne semblent pas adéquates a réduire les taux de contamination.

Nous n'avons pas isolé ou détecté de bactéries appartenant au genre Mycobacterium dans les
échantillons provenant des 3 usines. Puisque les méthodes utilisées se sont montrées efficaces pour
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détecter ces microorganismes dans plusieurs échantillons provenant d’ autres usines que celles al’ éude,
nous savons que les résultats sont fiables™ . Il est toutefois possible qu’ une quantité de mycobactéries

plus faibles que la limite de détection soit présente dans les fluides. Une étude publiée” ainsi que des
travaux effectués par notre équipe ont démontré que les especes ciblées (Mycobacterium immunogenum
et Mycobcterium chelonae) sont trés difficiles a cultiver, que la biochimie et |es besoins nutritionnels de
ces espéeces ains que I’ écologie des fluides de coupe sont trés méconnus. Pour ces raisons, hous avons
utilisé le PCR, outil jamais utilisé dans les fluides de coupe jusgu’ a maintenant et complément essentiel

de la culture pour la détection des mycobactéries.
Santérespiratoire destravailleurs

Les tests d’'alergies cutanées aident a expliquer certains résultats observés. L’ examen des fonctions
respiratoires des travailleurs démontre des valeurs abaissées chez 3 travailleurs. Chez ces travailleurs,

d’ autres facteurs (tels I’ asthme allergique et le tabac) peuvent expliquer cette baisse de fonctions.

Les 1gG retrouvés dans le sang des travailleurs peuvent avoir deux significations. Premiérement, ces
anticorps peuvent étre considérés comme un indice d’ exposition a certains antigénes. Ces marqueurs
d exposition diminuent de facon graduelle lors de la cessation de I’ exposition. Un taux élevé d’'IgG
sériques signifie une exposition récente et intense a certains antigenes. Deuxiemement, les IgG sériques
peuvent servir de détermination d'agent responsable de I'alvéolite alergique. Cing travailleurs
possedaient des 1gG spécifiques aux souches bactériennes majoritaires du FCM et ont été recrutés afin
de subir un examen complet incluant tomodensitométrie axiale a haute résolution, lavage
bronchoalvéolaire et auscultation afin de déterminer la signification des |gG. Aucune anomalie n’a été
détectée chez cestravailleurs. La présence d’'1gG ne semble donc pas reliée a une alvéolite allergique.

Quiatre travailleurs ont admis souffrir de symptémes respiratoires reliés au travail (essouflement, fievre,
frissons, silements). Ces symptomes s atténuent lors de I'arrét de travail. Un de ces travailleurs
possedait des IgG contre les souches bactériennes majoritaires du fluide tandis que les autres ne
démontraient pas de sensibilisation. Ces travailleurs n'ont pas de baisses de leurs fonctions
respiratoires.

Les bactéries retrouvées dans le fluide de I'usine #2 ne semblent donc pas induire d avéolite
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allergique. Toutefois, la présence de Pseudomonas sp. dans les muqueuses nasales des travailleurs
devrait étre étudiée afin de vérifier |’ hypothese qu’ une exposition massive a ce pathogene opportuniste
pourrait favoriser sa propagation dans le public en général et ainsi avoir un impact de santé publique.
Cette question demeure entiere et devra étre solutionnée dans une étude ultérieure.

Les conditions qui favorisent la contamination des fluides de coupe et déterminent la nature des
contaminants sont méconnues. Il est essentiel de mieux documenter |I’écologie microbienne de ces
fluides en étudiant de fagon plus exhaustive plusieurs systemes de taille différente et subissant une
gestion différente afin de mieux comprendre et déterminer les conditions favorables a la croissance
microbienne et a |’ établissement de certaines populations, telles les mycobactéries. Le choix du biocide
utilisé® est une piste intéressante qui pourrait expliquer les caractéristiques de colonisation bactérienne.
Plusieurs fluides de coupe provenant d’ autres études que nous effectuons ont démontré de tres hautes

concentrations de mycobactéries. Nous devons comprendre les facteurs favorisant cette situation.
Caractéristiques physico-chimiques

Lamesure de la viscosité cinématique d’ un fluide de coupe avant et apres son utilisation permet une
surveillance de sa dégradation”. Cette dégradation serait causée principalement par la dégradation
bactérienne des fluides”. Les résultats présentés au tableau 8 montrent une diminution de la viscosité de
I” ordre de 8% pour lesfluides desusines# 1 et 2. Le FCM de I’ usine 3 montre, quant alui, une
augmentation de la viscosité de la méme valeur. Nous avons donc réalisé un supplémentaire avec
une dilution différente de celle rapportée (30 :1), telle que recommandée par le fournisseur. La
variation est passée a4%. Le rapport de dilution utilisé par |’ entreprise doit donc étre vérifié avant de

pouvoir émettre une conclusion finale.

Cette dégradation bactérienne des fluides influence aussi e pH. De fait, la dégradation bactérienne
contribue & diminuer le pH original**®. En outre, un pH entre 7 et 9 est favorable au développement
des bactéries®. Le tableau 8 montre que le pH des trois fluides a diminué en moyenne de 15%;

situation qui tend afavoriser le développement des bactéries.
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CONCLUSION

Aucune donnée scientifique n’est disponible concernant la contamination microbienne des fluides de
coupe de métaux des usines québécoise et les données américaines démontrent des lacunes concernant
cet aspect. La mauvaise utilisation des outils disponibles tels la biologie moléculaire et le manque de
connaissances concernant la microbiologie des fluides expliquent ces lacunes. La caractérisation de
I’ exposition aux bioaérosols dans les usines utilisant les fluides de coupe de métaux et I'éude des
risques encourus par les travailleurs passent par une meilleure compréhension de I'écologie

microbienne des fluides et son contrdle.

Cette étude a permis d étudier la contamination microbienne des fluides de coupe de métaux de 3
usines du Québec a I’aide d outils jamais utilisés auparavant (microscopie a fluorescence, PCR). Des
taux tres élevés de contamination bactérienne sont retrouvés dans ces fluides et ce, malgré un systeme
de gestion tres rigoureux et sévere (usine #2). De méme, le pH et la viscosité cinématique sont en
accord avec la présence de fluides contaminés. Toutefois, les bactéries retrouvées de fagon majoritaire
ne semblent pas responsables du développement d’anomalies respiratoires (alvéolite allergique) mais

I” hypothése qu’ elles pourraient avoir d’ autres impacts sur |a santé publique mériterait d étre vérifiée.

L’ exposition a de hautes concentrations de bactéries peut avoir plusieurs impacts sur la santé humaine.
Dans la littérature scientifique, le développement d’alvéolite allergique semble relié a la présence de
Mycobacterium chelonae. Les conditions encourageant ou empéchant la croissance des mycobactéries
et autres micro-organismes doivent étre étudiées afin de proposer des solutions applicables a

I” ensembl e des systémes de fluides de coupe de métaux.
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Figure 1: Décompte des unités formatrices de colonies (UFC/ml) sur milieux de culture.
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Figure 2: Décompte et comparaison entre les décomptes obtenus en culture et ceux en
microscopie a épifluor escence.
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Tableau 4: Pourcentage de viabilité (intégrité membranaire) des bactéries des
échantillons évalué al’aide delatrousse L1 VE/DEAD Baclight

Echantillon Pourcentage de
viabilité
Usine #1 70%
Usine #2 10%
Usine #3 90%

Tableau 5 :1dentité probable des différentes souches isolées par culture a partir des
différents échantillons

Echantillons Souches majoritaires Autres
IR 01 Pseudomonas stutzeri Staphylococcus sp
Pseudomonas pseudoalcaligenes Micrococcus sp.
IR 02 Xenorhabdus nematophilus* Staphylococcus sp.
Leclercia adecarboxylata* Micrococcus sp.

Pseudomonas sp.

Acidovorax sp.

IR 03 Pseudomonas stutzeri Staphylococcus sp
Micrococcus sp.
Ochrobactrum anthropi

Bacillus subtilis

*Font partie de la méme classe (subdivision gamma des protéobacteries) que Escherichia
coli et Pseudomonas spp.

27



Fluides de coupe de métaux

Tableau 6: Détection de mycobactéries par PCR et comparaison avec la culture sur milieu

Middlebrook 7H10.

Echantillon Détectées par PCR Détectées par culture

Usine #1 NON NON

Usine #2 NON NON

Usine #3 NON NON

Tableau 7 : Résultats del’analyse de santé destravailleursdel’ usine #2.
. R Examen*
Travailleur Atopte S};gipé;og:j% 19G Tabagisme CVF VEMS Volet 2
t . Pseudo g (% prédite) | (% prédite) | (Normal ou
ravail
Anormal)
Actuel | Passé | Pg/an

#1 + - - N 121 107 nd
#2 - - + N 112 111 N
#3 - + - o 24 108 114 nd
#4 + ; + N o 7 154 141 N
#5 ; + ; N O 6 106 102 nd
#6 + + - O 21 105 103 nd
#7 - ; + O 7 99 106 N
#8 - - - N 113 116 nd
#9 + : - N 123 107 nd
#10 - - - N 113 116 nd
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#11 + - - N 126 127 nd
#12 + - - N 7 96 97 nd
#13 + - - N 16 102 79 nd
#14 - + + O 13 120 94 N
#15 - - - N 111 101 nd
#16 - + - N 99 86 nd
#17 + - + N 125 116 N
#18 + - - N 9 109 106 nd
# 19 + - - N 105 89 nd

*’examen complet comprenait

bronchoalvéolaire

la todensitométrie axiale, l'auscultation et le lavage
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Tableau 8: Viscosité cinématique et pH des fluides de coupe

Viscosité pH
Essai No 1 Essai No 2 Essai No 3 Valeur
moyenne
Viscosité| Viscosité | Viscosité | Viscosité | Viscosité | Viscosité numérique | papier
a b a b a b
Fluide 1
neuf
1,17 1,11 1,126 1,128 1,122 1,127 1,131 9,3 85
20:1
Fluide 1 1,044 1,042 1,058 1,021 1,043 1,04 1,041 7.4 6
usagé
% de -11% -6% -6% -9% -T% -8% -8% -20% -29%
différence
Fluide 2
neuf
- - 1,12 1,118 1,121 1,121 1,12 9 9
20:1
Fluide 2 1,036 1,04 1,049 1,045 1,045 1,047 1,044 7,7 7
Usagé
% de - - -6% -7% -7% -7% -7% -14% -22%
différence
Fluide3
neuf
1,015 1,018 1,029 1,02 1,033 1,02 1,023 8,8 8,5
40:1
Fluide 3 1,107 1,106 1,104 1,101 1,099 1,012 1,103 79 7
usagé
% de 9% 9% 7% 8% 6% 8% 8% -10% -18%
différence
Fluide 3
neuf
- - - - 1,062 1,061 1,062 8,9 8,5
30:1
% de - - - - 3% 4% 4% -11% -18%
différence
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Annexe 1: Testsd’allergies cutanées pour les 19 travailleursdel’usine #2

Travailleurs Nombre de tests positifs Identité des allergenes
(sauf histamine)
#1 3 D. farinae
Herbe a poux
Mauvaises herbes
#2 0 -
#3 0 -
#4 0 -
#5 1 D. farinae
#6 1 D. farinae
#7 0 -
#8 0 -
#9 1 Alternaria
#10 0 -
#11 9 Poils de chat
Poils de chien
Poils de cheval
Poussiére
D. farinae
Graminés
Bouleau
Mauvaises herbes
Alternaria
#12 1 Poils de chat
#13 2 Poils de chat
Poils de chien
#14 0 -
#15 0 -
#16 0 -
#17 6 Poils de vache
Poussiére
D. farinae
Graminées
Bouleau
Hormodendrum
#18 4 Poussiéres
D. farinae
Cedre rouge
Sapin
#19 11 Poils de : chat, chien, cheval, vache
D. farinae
Poussiere
Graminée
Bouleau
Cedre rouge
Alternaria
Hormodendrum
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Annexe 2: Dosage des 1gG sériques des 19 travailleurs de I'usine #2 dirigé contre la
souche majoritaire #1 (Xenorhabdus nematophilus).
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Annexe 3: Dosage des 1gG sériques des 19 travailleurs de I'usine #2 dirigé contre la
souche majoritaire #2 (Leclercia adecarboxylata).
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* Sujet qui ont recu un examen au tomodensitometre et un lavage bronchoalvéolaire (volet 2).
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