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INTRODUCTION

Les moisissures sont des champignons filamentewxostopiques, susceptibles de
coloniser des substrats tres différents tels qeepl®duits alimentaires, les textiles, les
papiers, le bois, etc. Elles peuvent étre utilassdzertaines industries telles que l'industrie
fromagere ou pharmaceutique, mais elles peuvest atre néfastes en altérant les propriétés
physiques et chimiques du substrat qu’elles coémtiscomme le papier. Lorsque les
conditions d’humidité et de température favoraldest réunies, ces moisissures peuvent
produire des métabolites secondaires (Albatchl. 2011; Cahagniest al. 1995; Matecet al.
2002). Parmi ces métabolites secondaires, les myioas sont susceptibles de représenter un
danger pour la santé humaine et animale.

Plusieurs travaux ont porté sur I'identificatiorsdroisissures et de la toxicité de leurs
mycotoxines dans le domaine alimentaire (BenneKlieh 2003; Bouhet et Oswald 2005;
Centeno et Calvo 2002; Chapeland-Lecletral. 2005; Makunet al. 2010; Rundbergedt al.
2003; Tanakaet al. 2000). De méme, dans les habitats intérieursgndifits genres de
moisissuresAlternaria sp., Cladosporium sp., Aspergillus $penicillium sp), peuvent étre
retrouvés (Chaumordt al. 2001; Rebouwet al. 2010). Ainsi, il a été montré que I'inhalation
des spores fongiques est associée a des symptdliargggaes se manifestant cliniquement
par de I'asthme, des rhinites, voire des pneumogaitihypersensibilité (Barnes al. 2001;
Anderssonet al. 2003). Les champignons filamenteux ont aussi ésb@és, par certains
auteurs, au syndrome des batiments malsains (SB&)se manifeste par des difficultés
respiratoires, des céphalées, une rhinite, uneonotiyite, voire des nausées (Coolktyal.
1998). Les mycotoxines peuvent étre véhiculéeslpampoussieres et ainsi étre aérosolisées et
inhalées. L'inhalation de ces poussieres peut Er@rain dépdt pulmonaire des mycotoxines
et représenter un danger pour la santé humaine.chesaissances sur la toxicité liee a
'inhalation des moisissures et de leurs mycotaxipertent essentiellement sur une espece
fongique donnée ou une mycotoxine donnée (Bellaegeal. 2009; Blingeret al. 2004;
Khoufacheet al. 2010). Peu d’études ont été réalisées sur I'étialuae la toxicité associee
aux mycotoxines issues de matrices complexes colasnsubstrats des milieux intérieurs.
Les batiments historiques abritant des papiersinpatiaux sont souvent mal ventilés et
d’hygrométrie non contrélée. La contamination dese$ par les moisissures y est quasiment

inévitable. Parmi les diverses altérations obser\se ces livres patrimoniaux, de petites

12



taches brunes nommeées « foxing » peuvent apparhésecauses exactes de ce phénomeéne
restent encore inconnues. L’hypothése d'une origmegique probable est étayée par
I'observation en microscopie de spores fongiquasi(2000; Rakotoniraingt al 2007). Ces
taches de foxing peuvent, a terme, entrainersifdiiité du document qu’elles altérent voire sa
perte totale. Il est donc important de pouvoir idfear les especes fongiques présentes dans le
foxing, afin de pouvoir développer des traitemesnsifongiques spécifiques. La recherche
des mycotoxines dans les taches de foxing conségaement une donnée importante
concernant le risque sanitaire pour le personnglatehives papiers ou des bibliotheques,
expose a des livres altérés par le foxing.

De méme, parmi les matrices ou peuvent se dévaldppechampignons et leurs
métabolites, les papiers peints pourraient représemt risque potentiel pour I'homme. Il est
donc essentiel de pouvoir disposer doutils peramtttde rechercher les métabolites
fongiques, en particulier les mycotoxines, issupaleiers peints de logements naturellement
moisis et d’en évaluer la toxicité.

Notre travail consiste en l'étude de deux typessdpports papiers: des papiers
patrimoniaux altérés par le foxing et des papia®tp moisis issus de logements dont les
habitants ont été diagnostiqués comme porteurgrdptémes allergiques et du SBS.

Les objectifs de ce travail sont d’'une part, d'itifter les espéces fongiques de ces
deux types de supports papiers et, d'autre partétierminer si des métabolites fongiques y
sont produits. Pour les papiers altérés par lenfpxl s’agira également de mieux comprendre
le role des especes fongiques dans le processifigrmdation du foxing. Dans le cas des
papiers peints, il s’agira de déterminer si uneréation peut étre faite entre une espéce
fongique donnée ou un métabolite donné et les Symgx des habitants des logements.

Enfin la derniere partie de ce travail consisteravaluer sur un modele cellulaire

respiratoirdn vitro, si les deux types de supports papiers étudiésieaitaune toxicite.
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1) Généralités
I-1) Les champignons

I-1-a) Définitions

Les champignons ou Fungi sont des organismes ateargiépourvus de chlorophylle
les qualifiant d’organismes hétérotrophes. Une @mude carbone organique est donc
nécessaire a leur développement. Dans I'arbre wantiils constituent un groupe a part au
sein des eucaryotes. Classiquement, les champigtaiesnt regroupés dans un regne distinct,
celui des eumycetes (figure 1) ou cinquiéme rédgendrick 2000). Les classifications les
plus récentes font apparaitre les champignons ansgne unique des eucaryotes et plus
précisément dans le groupe des Opisthokontadfal. 2005; Simpson et Roger 2002, 2004).
A linstar des autres organismes vivants, les chgngms sont subdivisés en classes, en
ordres, en familles, puis en genres et espécesd€ipsderniers termes étant utilisés pour les
désigner. La classification des champignons edialdthbasée sur un mode de reproduction
sexuée ou phase téléomorphe. Ce critere définitreues cing groupes principaux : les
chytridiomycétes, les zygomycetes, les basidionggeet les ascomycetes. Certaines
moisissures sont le plus souvent ou exclusivemamtantrées a un stade de multiplication
asexuée, dit anamorphe. Ces organismes sont édssgs d’aprés le mode de production des
spores asexuees ou conidies. Ces especes songesladans le cinquieme ordre, les
Deutéromycetes otrungi imperfecti.Dans le présent travail nous ne parlerons que des

champignons filamenteux microscopiques.

— Chytridiomycota

Neocallimastigomycota

Blastocladiomycota

Zygomycota

Glomeromycota

Ascomycota

L Basidiomycota

Figure 1 : Les grands groupes des eumycetes (&' &praieu 2008).
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I-1-b) Caractéristiques morphologiques des changuigriilamenteux

La structure des champignons repose sur leur appagétatif appelé thalle, constitué
d’hyphes ou cellules allongées en forme de filasm¢uabulaires de 2 a 10 um de diametre.
Ces hyphes comprennent les organites classiquese dietlule : noyau, mitochondrie,
cytoplasme, vésicules. lls peuvent étre cloisonoésnon et leur association forme le
mycélium (figure 2). Comme pour tout substrat, donisation des supports papiers est
réalisée par extension et ramification des hyphe®ipavisibles sous forme de petites taches
colorées a leur surfacd.es hyphes puisent I'eau et les substances orgesigans les

différents substrats qu’ils colonisent pour lewealéppement.

cloison

paroi
cellulaire

Figure 2 : Structure d’'un hyphe et son développémers la formation d’un mycélium,
(d’aprés Chabass al. 2002 modifié).

I-1-c) Dissémination
Les champignons se propagent sur différents subsfrar I'intermédiaire de spores
qui sont des corpuscules de 2 a 25 de diametre. Les spores sont disséminées
principalement par I'air ambiant ou par le contdet’homme. Lorsqu’elles se déposent sur
un substrat organique, tel que le support papiles germent si les conditions d’humidité et
de température y sont favorables. Elles y pénépantoie chimique (production d’enzymes,

de toxines) ou par voie mécanique en exercant vession sur le substrat (Chabasseal.
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1999). Les dégradations biologiques du papier seiéueloppées dans le chapitre 1ll) de
cette partie.

Le cycle de vie des champignons comprend deux geesproduction :

i) une reproduction asexuée, au cours de laquele spore ou un fragment de
mycélium croit et se développe sur un substratufg3). Le mycélium émet des
conidiophores a I'extrémité desquels des conidies émises puis disséminées;

ii) la reproduction sexuée, implique la renconteedux myceélium de signes sexuels
opposés. Un mycélium a n chromosomes va rencomtnerautre mycélium a polarité
complémentaire pour donner lieu a la fusion despgsmes, ce qui engendre un nouveau
mycélium a 2n chromosomes. Les cycles de vie difféed’'un champignon a un autre selon
leur type de spores.

| Mycélium Mycélium
Développement | de type detype
Germination rp [ ¥ vp
sur un substrat | sexuel + sexuel -
sur un substrat . - _ f : g
E P S ! P W eSS

{ Fusion des cytoplasmes

B gP ) '
. | dusubstrat | Développement

- /i
Dispersion T fl 4 |
b

. M
= ]

Figure 3 : Cycle de vie des champignons (d’apregubert 2002 modifié).

I-1-d) Identification des champignons
Les champignons microscopiques filamenteux sont mésn selon des régles
internationales précises énoncées au XUfisiecle par Carl Von Linné, comprenant un nom
de genre, suivi du nom de l'espece et du nom dateia I'ayant décrit. Par exemple
Aspergillus fumigatud-resenius signifie que le champignén fumigatusa été décrit en

premier par J.B. Georg W. Fresenius.
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Dans le cadre de ce travail portant sur la coldiosales papiers par les champignons,
Il est important de pouvoir les identifier afin digsager des méthodes préventives a leur
développement. L'identification des champignonsosepsur des criteres macroscopigues,
microscopiques et moléculaires apres isolatiorultie sur milieux de culture. Les criteres
macroscopiques reposent sur I'observation des @sagti de leur couleur recto et verso, leur
taille, leur relief, leur aspect (flamenteux, ewmit), leur transparence (opaque, translucide),
I'allure des contours et la pigmentation. Les cegemicroscopiques sont fondés sur I'aspect
morphologique des différentes structures des chgmops : le type de thalle (septé ou non),
la couleur des hyphes (foncées ou claires), ladales spores, I'origine des spores (endogene
ou exogene), la forme des tétes (en forme de pincaspergillaire). La figure 4, indique
'exemple des genresPenicillium et Aspergillus qui se différencient par I'aspect
macroscopique et microscopique avec par exempléaidorme des tétes trés différentes en

termes de vésicules, phialides etc.

-——— conidies ——=

|

phialides

phialides ——

Figure 4 : Schéma de la structure dRenicillium a gauche et de celle d'ukspergillusa
droite (d’apres Chabasseal. 2002).

Outre des criteres morphologiques, il existe magué des criteres moléculaires qui
permettent une identification précise des espdoes.loci les plus souvent testés sont les
ADN codant pour les differentes fractions des ARBosomaux. Nous avons utilisé les
criteres morphologiques et moléculaires (ADN), diidentifier les champignons présents

sur les papiers peints et les zones de foxing geepapatrimoniaux.
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I-1-e) Conditions physico-chimiques de développdmdes champignons sur
les papiers
Le développement d’'un champignon sur un substranélodépend des conditions

environnementales dans lesquelles il est entrepus, également des propriétés intrinseques
du substrat sur lequel il se développe. Dans le dtasupport papier les conditions de
température, d’humidité dans lesquelles il estepraisé peuvent y entrainer le développement
des champignons. En plus de ces conditions enwroentales, la nature chimique des
composants du papier peut également influer sdéleloppement des champignons. Nous

proposons de développer ces trois facteurs.

e Latempérature.
Les champignons sont classés selon la gamme deétetae a laquelle ils se
développent. On distingue quatre catégories citeédessous, des plus fréquentes au moins

fréquentes, indiquées en tableau I.

Tableau |: Catégories de champignons selon leumnga de température de

développement (d’aprés Roquebert 1997).

Types de champignons Gamme de température Températrioptimale
Mésophiles 0 a50°C 15 a 30°C
Thermophiles 20 a 50°C 35 a40°C
Thermotholérants 0 a50°C 15 4 40°C
Psychrophiles 0a20°C 0al7°C

Les champignons sont majoritairement mésophiles.cod des quatre catégories de
champignons citées en tableau I, il existe des pigmons qui se développent dans des
conditions extrémes. C’est le cas par exemple daspignons dits thermorésistants pouvant
se développer jusqu’a 80°C commspergillus fischier(Conner et Beuchat 1987). Dans les

bibliotheques ou les logements comportant des padee température ambiante est donc un
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facteur qui aura une influence sur le développerdestespéces fongiques sur les papiers. Peu

de bibliothéques ou de logements sont équipéssterags de régulation de température.

* Humidité relative et activité en eauy,(awater activity)

Le maintien d’'une humidité ambiante a des tauxriafis a la gamme de développement
des champignons est primordial afin de présen&dtExuments papiers d’'une colonisation
fongique. Dans les centres d’entrep6t de documiggapiers se mettent en équilibre avec
’humidité relative ambiante ou RH (Roquebert 2008insi, le développement fongique
dépend non seulement de I'humidité relative ambiantais aussi de l'activité en eau du
substrat (RH =@*100). L'activité en eau mesure la disponibilité @au d’un substrat donné.
Les valeurs de liavont de 0 a 1. C’est le rapport de la pressiotigir d’eau de ce substrat
sur la pression de I'eau pure a la méme tempéraaloa la formule :

aw = P KO supstreh P HO pure

La majorité des moisissures se développe a yiséwge entre 0,85 et 0,99 (Pitt et Hacking
1997). Les champignons se développant a fort tahwnudité sont qualifies d’hygrophiles.
C'est le cas par exemple d&adosporium, Fusarim, Mucorale®’autres champignons
xérophiles ont la capacité de se développer a yidéiieure a 0,85 (Pitt 1975). C’est le cas
par exemple de certaines especes fongiques déestteses substrats papier comme
penicillioidesou Eurotium herbariorum(Arai 2000) Il a été montré que ces deux dernieres
especes fongiques peuvent croitre a partir d’'wesd,747 (Andrews et Pitt 1987; Chirde

al. 1996).

Cependant, peu de centres d’entrepdts de docunpaqiers disposent de systemes de

régulation de 'lhumidité ambiante.

» La composition chimique du substrat.

Le développement d’'un champignon sur un substrainéloest lié a des propriétés
inhérentes au champignon telles que la capacitéodupe des meétabolites (enzymes,
pigments, synthese de toxines). La dégradationreatigue de la cellulose du papier est
développée en chapitre Ill de cette partie.

Outre les propriétés inhérentes au champignon &adég un substrat, la composition

méme de celui-ci influe sur le développement durglignon. En effet, la présence d’atomes
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nécessaires au champignon, comme le carbone ootdafavorise la croissance du
champignon. Au contraire, une matrice tres complaxec la présence d’inhibiteurs de
croissance, ne favorise pas la croissance des chaoms. AinsiA. fumigatusse développe
mieux sur milieu Sabouraud que sur milieu RPMI 1§R0Oswell Park Memorial Institute
Medium), plus riche en vitamines et en minéraux (Melesadial. 2001). Le développement
moins rapide dA. fumigatussur milieu RPMI 1640 est probablement di au faie da
complexité de ce milieu requiert une digestion @laborée de ses composalsachybotrys
atra se développe sur du papier, de la paille ou do, fimais ne se développe pas sur des
matériaux d’isolation faits de papier recyclé #avec des complexes a base de bore utilisés
comme retardateur de feu (Nikulet al. 1994). L'hypotheése qui peut étre émise a cette
absence de croissance sur les matériaux de caimtruest que le bore agirait comme un
antifongique (Dembitsket al.2011).

Nous étudions deux types de papiers : les papstssid’un livre du 18° sigcle et les
papiers peints. L'époque de fabrication de ces dypes de papiers implique des procédés de
fabrication et des matiéres premieres différentsstgourquoi I'historique de fabrication du

papier est développé au chapitre Il de cette partie

I-2) Métabolites secondaires et mycotoxines

Nous avons énoncé au paragraphe précédent la tdéfirdes moisissures, leurs
caractéristiques et leurs conditions de développéniearrive parfois que ces moisissures
produisent des métabolites secondaires dont certagimycotoxines, peuvent représenter un
risque pour la santé humaine. C’est pourquoi, darsadre de cette étude sur les supports
papiers naturellement contaminés par les moisissureus nous sommes intéressés aux

meétabolites secondaires fongiques, et particuliergraux mycotoxines.

[-2-1) Définition
Le terme mycotoxine dérive du grec « mycos », figmi champignon et du latin
toxicum signifiant «poison». Les mycotoxines sont des wwis capables, a de faibles
concentrations, d'induire un effet toxique (Rebaeixal. 2006). Ce sont des métabolites
secondaires produits aprés la phase de croissanahainpignon. lls se distinguent des
meétabolites primaires comme par exemple les predigtla glycolyse, qui sont primordiaux

pour tout étre vivant.
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Le métabolisme secondaire est trés diversifié, thomultitude de métabolites secondaires.
Tous les métabolites secondaires ne sont pas egfpstir 'homme. Il en est ainsi pour les
antibiotiques (Sidhu 2002). Il existe environ 304G mycotoxines (Elidemiet al. 1999).
D’aprés leur structure chimique, les mycotoxinestsoonsidérées comme stables et en
particulier thermostables (Bullermahal.2007; Frémyet al. 2005).

Plusieurs genres de moisissures sont connus cotamiepéoducteurs de mycotoxines. Parmi
eux, Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Alternaria, Giaeps Une méme espéce fongique
peut produire plusieurs sortes de mycotoxines skdsrconditions de culture et une méme
mycotoxine peut étre produite par plusieurs espfregques différentes. Quelques exemples

de genres de moisissures et de leurs mycotoxineésegmoupés dans le tableau Il ci-dessous.

Tableau Il : Principaux genres de moisissuresugsImycotoxines associees.

Espéece fongique productrice Mycotoxines associées

Aspergillus sp. gliotoxine, fumagilline, acide helvolique,
trypacidine, fumitrémorgines,
fumiquinazolines, aflatoxines, ochratoxines,

stérigmatocystine

Alternaria sp. alternariol, acide ténuazonique
Claviceps sp. alcaloides (ergotamine et dérivés)
Fusarium sp. trichothécénes (déoxynyvalénol, toxine T42,

diacétoxyscirpénol, nivalénol), zéaralénone,

fumonisines, fusarine, moniliformine

Penicillium sp. ochratoxine A, pénitrem A, acide
cyclopiazonique, patuline, citrinine
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[-2-2) Structure des mycotoxines
Les mycotoxines sont des métabolites de faible pomdééculaire, généralement

inférieur a 500 g/mol qui ont, pour la plupart, usteucture hétérocycligue. Nous citons

guelques exemples de mycotoxines les plus connues.

* Les aflatoxines
Produites par plusieusspergilluscommeA. parasiticusentre25 et 36°C(Molina et
Gianuzzi 2002). Ce sont des dérivés coumariniques. Elles sont ssubh milieu polaire

organique (DMSO, méthanol, chloroforme). Les aflatex dérivent de la stérigmatocystine.

O OCHj

Structure del'aflatoxine B1 Structure de la sterigmatocystine

Figure 5 : Structure de I'aflatoxine B1 et de &rgimatocystine.

* Les ochratoxines

Produites par les genréenicillium et Aspergilluscomme par exemplBenicilliun
viridicatum, P. verrucosumA. ochraceus, A. nige€e dernier produit I'ochratoxine A une
température optimale entre 20 et 25H3tebaret al. 2004. Les ochratoxinesésultent de la

condensation d’un résidu phénylalanine et d'unwééisocoumarinique.

Cl
Figure 6 : Structure chimique de I'ochratoxine ATE).
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e Les fumonisines

Produites par le genréusarium il s’agit de chaines d’hydroxyles de carbone a la

différence des aflatoxines ou des ochratoxines flut@®nisines sont solubles dans I'eau.

R OH  OH

CHs
HsC

CHy OR CHy OH NHs
R = COCH;CH{COOH)CH,CO0H

Figure 7 : Structure de la fumonisine B1.

e Les trichothécenes

Elles sont produites par le gerffasarium.C’est le cas déusarium sporotrichiodes
qui produit la toxinel'2, le nivaléno] le déoxynivalénol sur mais (Molt al. 1997)

Figure 8 : Structure du nivalénol.

* La patuline

Cette mycotoxine est produite par plusiedenicillium comme par exempl®.

expanseunui produit la patuline entre 0 et 30°C (Sommeal. 1974).

Figure 9 : Structure de la patuline.
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Apres avoir donné quelques exemples de struct@esygotoxines, nous évoquerons,
dans le paragraphe suivant, les génes impliquésleiansynthése ainsi que les différentes

voies de biosynthese des mycotoxines.

[-2-3) Genes impliqués dans la synthese des myowsx
Les genes impliqués dans la synthese des mycog»€oet regroupés en cluster

(ensemble de genes regroupés en une zone de I'ADN)L992 Chang (Chargt al. 1995)
découvre les genes impliqués dans la biosynthesaftioxines. Différentes expériences de
clonage des genes impliqués dans la biosynthesafldésxines ont permis de situer plusieurs
de ces genes dans une région de 'ADN de 70 kbthdenmsome Il cheA. flavus Dans le
cas dA. nidulansg les genes impliqués dans la synthese de la statagystine sont situés sur
le chromosome IV (Butcket al. 1999). La figure 10 indique les clusters respegtibur les

aflatoxines et pour la stérigmatocystine qui esintermediaire de la synthese des aflatoxines.
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& R AT e & é"‘”
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(b) Q& 6\;‘3&?@ 6‘? (5‘. .@&0%& é\o@ 0@ & -xé 4\{@ @p
\ & & \? +\ \*\ \Q\ \ Q\%\ 0\4\
& &% §EE8 & NP I OV
ST cluster -@qmmmt::ﬁ;wcmq-
AcetylCoA
(c) + -> NORA > AVN-> HAVN=> QAVN-> AV HVN> VHA-> VERB-> VERA=>ST->OMST =AF
2 x MalonylCoA

Figure 10 : Représentation schématique du clustdart pour la synthése des aflatoxines
(AF) et de la stérigmatocystine (ST) ch&gpergillus sp.(d’aprés Cary et Ehrlich 2006).
Barre supérieure = longueur en kilobases. Les éediorizontales indiquent le sens de la
transcription. En (a) et (b) sont indiqués les s respectifs des aflatoxines et de la
stérigmatocystine. En (c) sont indiquées les étagelm biosynthese des aflatoxines. NOR=
acide norsolinique; AVN=avérantine; HAVN=hydroxy émntine; OAVN=0x0 avérantine;
AVF=avérufine; HVN=hydroxyversicolorone; VHA=versiorone hémiacetal acétate ;
VERB=versicolorine B; VERA=versicolorine A; ST=sigimatocystine; AF=aflatoxine
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I-2-4) Les voies de synthese des mycotoxines
Les mycotoxines ne constituent pas une classe ghara part. Elles ont trois origines
chimiques différentes : les acides aminés, lesgaébdbacides et les terpénes. Le tableau Il

indique quelques exemples de mycotoxines et leginerchimique.

Tableau Ill: Quelques mycotoxines et leur origiherdaque.

Mycotoxines Mycotoxines Mycotoxines dérivées des
dérivées des acides dérivées des terpenes
aminés polycétoacides
Alcaloides de l'ergot Aflatoxines Toxine T-2
Gliotoxine Citrinine Verrucarrine
Roquefortine Stérigmatocystine Déoxynivalénol
Sporidesmine Zéaralénone
Ochratoxines

La diversité de structure d’'une mycotoxine a ungeatésulte de la variabilité des voies de
biosynthése dont les réactions sont catalyséedifi@rentes enzymes. Les différentes voies
de synthese des mycotoxines dérivent du coenzyr(t@oA). Celui-ci est ensuite acétylé en
un polycétide ou polycétoacide via une polycétigatlzase (PKS), pour conduire a la

synthése des mycotoxines dérivées de ploycétoatipse 11).
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-Ynie des pentoses phospates

Glucides — GEP —> — pyruvate

l -Ynie des trinses phosphates l
Acide kojique , .
(Arnstein § Bentiey) Acetyl CoA . '.,rcle des a.cldes
\ Iricarboxyliques
Patuline <+— JHIKIMATES l
Ac. pénicillique . Rubatoxine
P PS ACETATE
~
g Acides Aminés aromatiques
Fusachamanone Palycétoacides Mévalonate
(Pavlowski et Miracha
1391) chrataxine & Aflatoxines i
(3teyn 19800 Citrinine
T'"!’I“'_'_I"““e Brisénfulvine Terpénes
:I:alnldleslirgnt. Fumanisines St'e'rign!atnc',rsﬁne Trichotécénes
L. :_Yc npl.aznmque (JHI]AL‘ 1953) Zéaralénone (Ste',rn IBEU]
Sparidesmine ~ (Steyn 1980)
(3teyn 1980)

Figure 11 : Voies de biosynthése de quelques myows (d’apres Tabuc 2007).
G-6P : glucose 6 phosphate, PKS : polycétide sgethaoA : Coenzyme A

L'utilisation d’inhibiteurs enzymatiques ou de puéseurs enrichis par des isotopes stables
(*°c, ™N), a permis de proposer des hypothéses sur lpe<te biosynthése de quelques
mycotoxines. Par exemple, la biosynthese des affeexsynthétisées par plusieurs especes
fongiques A. flavus, A. parasiticusy été tres étudiée en raison des effets cancésigienees
mycotoxines (Huff et Hamilton 1979) (Figure 12).
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Figure 12 : Hypothése de voies de biosynthesealafines (d’apres Huff et Hamilton 1979).
NOR=acide norsolinique; AVN=avérantine; HAVN=hydgyaxwérantine; OAVN=0xo0
avérantine; AVF=aveérufine; HVN=hydroxyversicoloropn¥HA=versicolorone hémiacetal
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acétate; VAL=versiconal; VERB=versicolorine B; VER¥ersicolorine A,
ST=stérigmatocystine ; AF= aflatoxine; DHST= dihystérigmatocystine; DHDMST=
dihydrodéméthylsterigmatocystine; DMST=déméthylgtaatocystine; DHDMST=

dihydrodéméthylsterigmatocystine.

I-2-5) Conditions environnementales modulant lartogenéese

La synthése des mycotoxines, encore appelée toxmésg, est un processus d'une
grande complexité. Il semblerait qu’il s’agisse rBuréaction du champignon face a des
conditions environnementales stressantes (tempérdmumidité trop élevées ou trop basses).

La littérature rapporte essentiellement l'influerdes conditions environnementales
sur la production de mycotoxines sur milieux detuwrel et peu ou pas sur des supports
papiers. Nous proposons de développer dans lenir@seagraphe quelques exemples de
production de mycotoxines sur des milieux de caltur

La toxinogenése est liée a la croissance fongidiresi, les facteurs influencant la
croissance fongique, influencent également la t@enése. lls ne sont cependant pas
nécessairement du méme ordre de grandeur que negions optimales de développement
d’'une espece fongique donnée.

La combinaison température/humidité est la plus oifgmte parmi les facteurs
pouvant influer sur la toxinogenése. Pour une mé&met sur un méme substrdf
température permettatd production d’'une mycotoxine est voisine de cdllepartir de
laquelle commence le développement de I'especeidoagproductrice. Par exemple, sur
milieu YES (Yeast Extract Sucrose), a unpada0,9, A. flavusse développe dés 20°C, et la
production d’aflatoxines se fait & partir de 25t%@st optimale a 30°C (Ggalesti al. 1997).

La toxinogenese dépend également de la nature qinenaiu substrat dans ou sur lequel se
développe l'espece fongique. Une méme espece foagigut produire des mycotoxines
différentes selon le milieu. C’est le cas pBuwverrucosunqui produit de la citrine sur milieu
YES, a la fois de la citrine et de I'ochratoxinesér milieu analogue au pain, et aucune de ces
deux mycotoxines sur un milieu analogue au from@ge 51%, matieres grasses 24,5%,
protéines 21,6%, cendres 2,9 %) (Kokkoeeal. 2005).

Enfin, la présence d’autres micro-organismes pegateénent modifier la concentration
finale de mycotoxines. Des taux d’AFB1l ajoutée ait lavant fermentation a des
concentrations de 600 a 14Q@/kg, ont été réduits respectivement de 97 a 90a#is de

yaourt a pH 4. L’hypothese émise est qu'au courfadermentation, les bactéries lactiques
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dégraderaient 'AFB1 (Rasiet al. 1991). Une autre étude a également montré quairnest
especes fongiques seraient capables de dégraderydetoxines. C'est le casAl’ nigerqui
convertirait I'ochratoxine A en ochratoximesur milieu YES (Vargat al. 2000).

Sur des milieux complexes tels que les papienstdaence d’autres micro-organismes, en
plus des especes fongiques peut également avoirdiest le cas dBacillus sp.qui a été
retrouvé sur des livres anciens altérés par lenfpxbe Paolis et Lippi 2008 ; Montemartini
Corteet al. 2003). La recherche d’autres micro-organismes tEssubstrats papiers altérés
par le foxing permettrait ainsi de mieux comprenéwe réle dans le processus de formation

du foxing. Ceci fera I'objet d’'une partie de cevai.

I) Le papier

[I-1) Généralités

Quelle que soit la matiére premiére a partir daudtlg le papier est fabriqué (bois,
textiles, coton), les fibres de cellulose en sentdnstituant principal. La cellulose est un
polymere glucidique (polysaccharide), formé pand®ainement de monomeres de glucose,
reliés par des liaisons glycosidigyed-4 (figure 13). Deux monomeres de glucose forment
une unité cellobiose. Le nombre de monomeres dmgiudéfinit le degré de polymérisation

(DP) de la cellulose.

Cellobrose
OH OH oH
0 OH
0 ' * 0
HO HO 0 HO =0 OH
HO 0 HO (8] HO
(] 9] 0
OH 0O OH
OH OH
\ = J \ )

~

Extrémité non réductrice Extrémité réductrice

Figure 13 Représentation de la chaine de cellulose.
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Le grand nombre de groupements hydroxyles perm@tilissement de liaisons hydrogénes
intra et intermoléculaires formant ainsi un résealimensionnel qui assure la cohésion du

papier (Gandini et Pasquini 2012).

OH
0
OH
OH
= H
HO OH
0
o
OH

OH

Figure 14 : Liaisons hydrogénes inter et intramaligices au sein de la fibre de cellulose.

[I-2) Historique

La fabrication du papier comprend quatre étapasimales schématisées en figure 15.
Selon 'époque a laquelle le papier a été fabrides matieres premiéres, les encollages, les
procédeés de fabrication sont différents.

Matiére premiere

transformée
\2
Pate a papier
transformée

4

Feuilles

v
Encollage desfeuilles.
Permet I'adhésion des fibresde papier
tout en supprimant la capillarité

Figure 15 : Principales étapes de fabrication chigra
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Entre le lléme et le Xeme siécle, en Asie centetlen Indochine, la matiére premiere
du papier était a base de composants textiles (ohalv) mélangés a des matieres végétales
(chanvre, écorce de madrier, bambou). A cette épotigecollage était réalisé avec de
'amidon de riz. Du Xlleme au XIXeme siécle, le papchiffon est utilisé pour la fabrication
du papier. Il est composé de différentes fibrestags (chanvre, lin, coton) ayant déja servi
sous forme de fils ou de tissus (De Biasi 1999quiau XIXéme siécle, la pate était encollée
a la gélatine puis celle-ci a été remplacée paollaphane laquelle était ajouté de l'alun afin
de précipiter la colle (Ministere de la culture efe la communication,
http://www.culture.gouv.fr).

Jusqu’au XVllleme siecle, le procédé de fabricatilbnpapier consistait a bouillir les
fibres textiles. Elles étaient ensuite défibréess ptirasées pour obtenir une pate. Cette
derniere était ensuite mélangée a I'eau pour &resformée en feuille par tamisage. La pate
était blanchie avec de I'eau de chaux, écraséd ai&tre encollée (Vernus 2004).

A partir du XVllleme siecle, face aux difficultésagprovisionnement en chiffon, le
bois a été utilisé comme matiére premiére poualsid¢ation du papier. De nos jours, le bois
constitue la matiere premiere principale de faliocadu papier. Le bois est composé
principalement de cellulose, lignine, hémicelluletematieres extractibles (graisses, cires,
alcools etc). Il existe deux types de fibres deshbt@s résineux (épicéa, pin, sapin) et les
feuillus (chéne, peuplier, hétre, bouleau). Quelie soit la fibre de bois utilisée, le procédé
de fabrication du papier consiste a toujours evdréa cellulose du bois. Deux types de
procédeés sont utilisés : le procédé chimique ptdeédé mécanique.

Le procédé chimique sépare les fibres de celluttes® autres composants du bois,
notamment la lignine, par deux traitements actddaalin : le bisulfite (ou le SQransforme
la lignine en matiére solubledt la soude (Ministére de la culture et de la comigation
www.culture.gouv.fr). On obtient ainsi des fibresdides et de grande pureté, tres résistantes
au vieillissement. Ce procédé de fabrication a tmaipre et pression élevées, est la base des
papiers d'édition et d’écriture actuels.

Le procédé mécanique consiste a broyer le boig elets meules pour en récupérer les
fibres. La chaleur dégagée permet de ramollirdaitie qui cimente les fibres entre elles.
Contrairement a la voie chimique, le procédé mepaniutilise d’autres éléments du bois,
comme la lignine et les résines (Ministere de ldtuce et de la communication
http://www.culture.gouv.fr). Ce procédé permet d&br une pate a papier destinée a en faire

du papier journal ou du papier d’emballage.

32



L’encollage de ces papiers, se réalise en intraditidans la pate a papier un savon de
résine obtenu par réaction de la colophane swudes Du sulfate d'aluminium est ajouté, ce
qui entraine la diminution du pH provoquant la jp#ation d'acides résiniques a partir d'ions
résinates (Ministere de la culture et de la comeaton, http://www.culture.gouv.fr).

Une fois la pate mécanique ou chimique obtenuectasges comme le carbonate de
calcium, la pierre de chaux, le kaolin, lui sorta¢es. Ces charges permettent de combler les
interstices du papier en le rendant plus régulies. charges donnent également au papier une
surface plus lisse et plus souple. En plus deggebades adjuvants sont également ajoutés au
papier afin de donner au produit fini les propsédoulues, notamment la résistance,
imperméabilité et la teinte. C’est par exemplecés de I'ajout de colorants ou de pigments
qui permettent de donner au papier une teinte ungpou encore I'ajout d’azurants optiques
qui permettent d’'augmenter la blancheur du papitep:(/www.arcticpaper.com).

Les différents agents ajoutés au papier (chargeget encollage), afin de lui donner
les propriétés souhaitées, peuvent également, ddéomg, entrainer la dégradation des fibres
de cellulose. La cellulose peut étre dégradée doim par des facteurs extrinseques
(température, humidité, oxygene) ou des facteursinggiques (encollage du papier,
traitements acides), via des réactions d’hydrolgsel’oxydation (Choisy 1997). Dans ce
travail, nous ne nous intéressons pas a ces ddéigralad’origine chimique, mais aux
contaminants biologiques qui peuvent dégrader)ephrais de leurs métabolites, la structure

du papier. Ceci fera I'objet du prochain paragraphe

1I-3) Dégradations biologiques de la cellulose

La biodétérioration et la biodégradation sont detexmes se rapportant aux
dégradations biologiques. La biodétérioration é$inte comme I'ensemble des modifications
des propriétés physico-chimiques et mécaniques uifatériau ou d’'un matériel par I'action
d’'organismes vivants. Ces modifications sont inoppws et préjudiciables a [l'utilisation
et/ou au bon fonctionnement du matériau ou du nehtdra biodégradation est définie
comme I'ensemble des réactions de transformatiotieodestruction des éléments constitutifs
d’'un matériau da a I'action d’'une ou plusieurs &stibiologiques (Hilaire 1994) C’est a cette
derniere définition que nous nous intéressons daravail.

Différents organismes sont susceptibles de dégiladegllulose par le biais de leurs
métabolites (bactéries, champignons, insectes). [Racas des champignons, il a été indiqué

préecédemment qu’ils peuvent dégrader les substnasgcrétant des toxines, des pigments, ou
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encore des enzymes telles que les cellulases guadint la cellulose. La dégradation de la
cellulose par les cellulases a été trés étudiémisan de I'importance de ces enzymes dans
les industries pharmaceutiques, agro-alimentairésxéiles (Gusakowet al. 2000; Karmaker

et Ray 2011; Kovacst al. 2008; Liet al. 2007; Parket al. 2011; Singhaniat al. 2010). Il
existe trois types de cellulases : I'endo (-B- glucanase, I'exo 1-8-D glucanase et I8
glucosidase. Elles peuvent étre produites sépatémersous forme de complexe (Bhat et
Bhat 1997). Le mécanisme d’hydrolyse de la celkiles ferait dans un premier temps via un
premier acide aminé de la cellulase qui protongyfene de la liaison glycosidique. Un
second acide aminé de I'enzyme chargé négativearesathe un hydrogene a une molécule
d’eau formant ainsi un ion HQuiagit comme un nucléophile sur un carbone d’une cotdé

de glucose. La liaison glycosidique se trouve aiosipugfigure 16).

Glu-5355

Figure 16 : mécanisme d’hydrolyse de la cellulogela cellulase (d’aprés Béguin et
Aubert 1994).
Asp : Acide aspartique en position 201 de la sécgiele I'enzyme

Glu : Acide glutamique en position 555 de la ségeate I'enzyme
En plus des dégradations chimiques et biologiquésogt été évoquées dans le

paragraphe précédent, un autre type de dégradadiontoucher les supports papiers sous

forme de petites taches brunes nommées foxingt dhijee partie de ce travail.
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11-4) Foxing

[I-4-a) Définition

Le «foxing » est un terme utilisé dans la littérat anglo-saxonne définissant de
petites taches jaunes a brunéatres, en référerme@uleur du renard « fox » (« pigqlres » en
francais) L'utilisation premiére de ce terme remonte a 1848rter 1980; Meynell 1979). Au
Japon, ce phénomene est qualifié de « hoshi Xfisighic étoiles » (Owen et Derow 1992).
L’étude du foxing a débuté dés les années 1930 ¢Menal. 2009) par les scientifiques et
professionnels de la conservation. Différents sabstpeuvent étre altérés par le foxing
(livres, ceuvres graphiques, timbres), comme litkiga figure 17.

Figure 17 : Exemple d’un livre altéré par le foxing

[I-4-b) Etiologies proposées
Malgré les différentes études et recherches rekataue foxing, les causes de ce

phénomeéne demeurent incertaines. Plusieurs hypastioed été avancées :

» Etiologie abiotique

Elle résulterait essentiellement d’éléments mépadls qui proviendraient du processus
méme de fabrication du papier (Marestoal. 2009; Cain et Miller 1982). Les métaux décrits
dans les taches de foxing, ont été mis en évidpac®EB-EDX (Microscopie Electronique
a Balayage Détecteur de rayons X a Dispersion dtiee
La nature des métaux présents dans le foxing #ératite selon les étudeder (Cain et

Miller 1982) cuivre, zinc, manganése, aluminium (idaet al 2009) ont été décrits.
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» Etiologie biotique

Des micro-organismes dans le foxing tels que detehbas (De Paolis et Lippi 2008) et
principalement des champignons ont été mis en Bealaelans le foxing. Les spores des
champignons ont été observées dans le foxing parostiopie Electronique a Balayage
(MEB) (Arai 2000; Florian et Manning 2000; Meynell Newsam 1978; Rakotonirairy al.
2007). Un exemple est indiqué en figure 18.

ZEREW RZ.0080

Figure 18: Eléments fongiques observés dans ucketale foxing au MEB (d’apres
Rakotonirainyet al. 2007).

Méme si les champignons filamenteux ont pu étre enicause dans le foxing, leur
viabilité au sein de ces taches reste controve@&gains auteurs parlent de structures mortes
(Florian et Manning 2000) ou de difficultés a olitates isolats (Rakotoniraingt al 2007);
d’autres, au contraire, ont obtenu des isolats etiamt en culture des papiers altérés par le
foxing. Les espéces fongiques qui ont été idemsfidans le foxing, I'ont été par culture sur
milieux tels que PDA (Potato Dextrose Agav)iEA (Malt Extract Agar) (Arai 2000pu par
amplification de la région ITS1-ITS2 par des amercmiverselles (Rakotoniraingt al.
2007).

Les différentes espéces fongiques identifiées nad&ne étude a l'autre, mais font
partie des espéces fongiques communes de I'envinmemte Alternaria, Aspergillus,
Byssochlamys, Chaetomium, Fusarium, Hormodendruronild, Mucor, Penicillium,
Stemphyliun{Beckwith et al. 1940) A. penicilloides, Eurotium herbarioru(rai 1987) A.
carneus, A. flavysA. fumigatus A. niger, A. terreus A. tamari Gliocladium roseumP.
funiculosum(Nol et al. 1983),A. repenqCain 1987). Cette variabilité peut s’expliquer fzar
différence des supports papiers étudiés et dedauironnement. La viabilité des especes

36



fongiques dans le foxing est une donnée importafitede connaitre leur métabolisme, et le
relier ainsi a la production de mycotoxines. |l cem¢ donc d'utiliser une méthode
guantitative permettant de doser un indicateur dbiMié. Nous avons utilisé 'ATPmétrie

dont le principe est détaillé dans le chapitre ngtét méthodes.

[1I-4-c) Classification
Une des difficultés rencontrées dans I'étude dinfpxrésulte du fait qu'il n’existe pas
de caractérisation de celui-ci reposant sur dessbammunes. En effet, plusieurs
classifications existent. Selon les auteurs CathMitler (Cain et Miller 1982; Cain 1984), la
classification du foxing est basée sur sa formdlussescence sous ultra violet (UV). lls ont
ainsi montré que le foxing est une entité tridiniemselle et distinguent deux types de foxing.

» "Bullseye"ou littéralement ceil de bceuf.

Il s’agit de taches de foxing rondes dont le cemist noir possédant des anneaux
concentriques moins colorés comme le montre ladig®. Selon Florian (Florian et Manning
2000), ces taches de foxing, circulaires, résuatadu contact avec les métaux lors du
processus de fabrication du papier.

EEdaes MR

Figure 19 : Exemple de foxing de type « bullseyanage CRCC).

Selon les études, la teneur en éléments métalldpres le foxing, differe. Press (Press
2001), n’a pas trouve de difféerence significatieeqiiantités de fer entre les zones de foxing
et les zones témoins. A l'inverse, Gallo et Pasgllar{Gallo et Pasquariello 1989) ont trouvé
plus de fer dans le foxing. Des traces de cuiviteaossi été impliquées dans la formation de
taches brunes. Arai (Arai 2000) qui n’avait troarcun métal dans le foxing, avait conclu a
une origine fongique de ce phénoméne. Le foxingyde bullseye ne fluoresce pas en son

centre sous lumiérgV. Il apparait noir, alors que les contours flisment dans le jaune. Ce
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type de foxing aurait toujours, en son centre, éléments métalliques (Owen et Derow
1992).

» "Snowflake" Littéralement les flocons de neige

Ces taches de foxing présentent des contours ireégulElles sont jaunes/brunes
(figure 20).

Figure 20 : Exemple de foxing de type « snowflakenage CRCC).

Le terme « snowflake » tire son origine de sa aauldanche sous rayonnement UV.
La présence d’hyphes dans ces zones et leur abdansdes zones autour des « snowflake »,
ferait de ce type de foxing un phénomene assolcéeesence d’'une activité fongique (Owen
et Derow 1992). Ce type de tache serait d’origmegique (Arai 2000; Florian et Manning
2000). Nous avons étudié des taches de foxing dgapect de flocons de neige.

Le foxing illustré par les figures 19 et 20 estistidguer des moisissures classiques
pouvant coloniser des livres représentées en figliraCes moisissures sur les livres ont un
mycélium visible a I'eeil nu, qui peut se développer plusieurs pages, alors que le foxing se
présente comme de petites taches circulaires.

Figure 21 : Exemple d’un livre moisi.

[I-4-d) Mécanismes de formation du foxing
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Si des hypothéses relatives a la cause du foxingporétre émises par différents
auteurs comme décrit précédemment, le mécanisnfiermation du foxing reste bien moins
décrit. La principale description de la formatiom fibxing, a été réalisée par Arai en 1993
proposant que les spores aériennes se déposem¢ swubstrat papier, germent pour se
développer ensuite en filaments mycéliens. Ceuxrdtiabolisent des oligosaccharides et des
acides aminés qui agissent entre eux au travels daction de Maillard qui a lieu entre la
fonction carbonyle d’un oligosaccharide et la famttamine d’un acide aminé. Les mélanines
synthétisées a la suite de réactions de Maillardpont précurseurs naturels la tyrosine, le
dihydronaphtaléne, le catéchol ou encore la dihyappachine. Ce sont des composés
aromatiques pouvant entrainer le jaunissement bulgssement du papier

Les zones tachées présentes sur les papiers ingprpaévent aboutir a ['illisibilité du
document qu’elles détériorent, ce qui peut entraiagerme sa perte. L’identification des
agents biotiques et abiotiques présents dans lagogst une étape nécessaire en vue d’'une
meilleure compréhension de ce phénomene afin dager, a plus long terme, le
développement de méthodes préventives. Ainsi, avoas caractérisé les agents abiotiques

et biotiques du foxing.

[II) Champignons et leurs métabolites en milieux itérieurs

Nous avons vu dans le précédent paragraphe lesessfmgiques contaminant le premier
type de support papier étudié : papiers patrimonaltéerés par le foxing. Nous allons nous
intéresser au second type de support papier étudg papiers peints sur lesquels des
champignons peuvent se développer et y sécrétenéiabolites secondaires.

Nous débuterons ce paragraphe par la descriptien cdataminations fongiques en
milieux intérieurs dans lesquels se trouvent lepigra peints d’intéréts, pour ensuite

développer la recherche de marqueurs fongigudessubstrats de ces milieux intérieurs.

39



[1I-1) Champignons en milieux intérieurs

Dans les pays développés, 'homme passerait 47s&rbaines par an enfermé dans un
espace clogReboux et al. 2010), ainsi, I'impact sanitaire des moisissures neilieux
intérieurs, revét un intérét particulier.

Les études concernant la population fongique dasdataux professionnels : scieries,
caves, boulangeries (Chaumaatt al. 2001), dans des habitations (Jovanasical. 2004;
Niemeieret al. 2006; Santuccet al. 2007) et dans des locaux publics (écoles, statigns
meétros, hopitaux), (Salonest al. 2007; Sautouet al. 2009), rapportent essentiellement la
présence des genrédternaria, Aspergillus, Cladosporium, Penicilliu(@arettet al. 1998
Hamilton et Egglestori997 Husman 1996Strachan1990.Le tableau IVrassemble, les

principales moisissures en milieu intérieur sufédénts substrats.

40



Tableau IV : Principales moisissures retrouvéesnglieu intérieur selon le substrat de

croissance (d’'aprés I'INSP 2002)

Substrat Mosissures retrouvees
Aliments Aspergillus sp.
Eurotium sp.
Penicillium sp.
Rhizopus sp.
Xeromyces sp.
Certaines levures
Grains, ceréales et fourrage Aspergillus sp.
Eurotium sp.
Claviceps purpureagfgot du seigle)
Fusarium sp.
Stachybotrys sp.
Produits faits de cellulose tel le papier, l¢ Alternaria sp.
carton et le boirs Chaetomium sp.
Cladosporium sp.
Epicoccum sp
Stachybotrys sp.
Armilaria mellea
Ceratocystis sp.
Chaetomium sp.
Phialophara sp.
Serpula lacrymans

N

Bois (bois d’oeuvre, souches, arbres etc

Matériaux de construction et autres produi Aspergillus sp.
* Murs peints Aureobasidium sp.
* Papier peint Cladospprium sp.
« Placopatre Exophiala sp.
e Cuir Penicillium sp.
 Calfeutrage synthétique Phoma sp.
Stachybotrys sp.

Scopulariopsis sp.
Trichoderma sp.

Végétaux en décomposition (a l'intérieur Alternaria sp.
comme a I'extérieur) Cladosporium sp.
Epicoccum sp.

Il est cependant difficile de comparer les étudeseeelles car les contaminations
fongiques comptées en UFC/(nités Formant des Colonies)sont trés différentes d’'une

étude & une autre et le nombre d’'UFEfest aussi, parfois différent, au sein d’une méme
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étude, selon les lieux de mesure au sein d’'un mécaé Par ailleurs, les méthodes de mesure
ne sont pas toujours les mémes. Certains autears/eld I'utilisation de la sédimentation
passive des spores sur des milieux de culture ete e Petri: Czapek, malt agar
(Bogomolovaet al. 2009). D’autres auteurs décrivent ['utilisationingpacteurs d’air sur
milieux DG-18 (Dichloran Glycérol) ou MEA (Malt Evetct Agar) et en comptent les UFC/m
par rapport au débit d’'air dappareil utilisé (O’Connoet al. 2004), ou l'utilisation de la
PCR quantitative en temps réel (QPCR) (Mekliral. 2007).

Des travaux ont également portés sur la contaromaftbngique des substrats des
milieux intérieurs : poussieres, livres, étageraajelas. Quatre techniques principales sont
utilisées (Jovanoviet al. 2004; Niemeieret al. 2006; Saloneret al. 2007; Santuccet al.
2007) :

e aspiration des poussiéres par un aspirateur édgllipe filtre pour particules,
lequel est ensuite mis en suspension dans de Twaeh. La suspension de
spores ainsi obtenue est diluée et mise en culture;

» le préléevement par écouvillonnage qui consistetelr la surface d’intérét avec
un écouvillon humidifié puis a le mettre en culture

* I'empreinte gélosée ou un milieu de culture estligpp directement sur la
surface d’intérét (par exemple le milieu Sabouraud)

* le ruban adhésif étalé sur le substrat, puis téaésfnsuite sur une lame de verre
pour étre examiné au microscope.

La population fongique sur ces différents substestscomparable a celle trouvée dans les
mémes milieux intérieurs de ces substrats. Si @lusiétudes rapportent les contaminations
fongiques aériennes en milieux intérieurs et suages supports de ces milieux intérieurs, la
littérature est restreinte en ce qui concerne lémbolites sur ces substrats; en particulier les

mycotoxines.

[11-2) Métabolites fongiques sur différents substrds en milieux intérieurs
Des études se sont intéressées aux Composés Ormniglatils (COV) produits sur

des matériaux de construction (Moulagaital. 2008) ou sur des milieux de culture (Wilkieis

al. 1999) artificiellement contaminés par des espémagiques. Les COV détectés lors de ces
études, appartiennent a différentes familles chiesqualcools, cétones, éthers, esters,
terpenes, acides etc. Pour certains de ces autaypsyduction des COV est dépendante du
substrat et serait spécifique aux champignons (Matét al. 2008). Cependant, cette étude
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n'a été réalisée que sur trois especes fongigAesiger, A. versicoloret P. brevicompactum
et demande a étre développée davantage afin denaenbu d’infirmer le fait que les COV
peuvent étre utilisés en tant que biomarqueursctampignons. En effet les COV peuvent
étre émis par les revétements des murs ou lesimatéte construction. Il peut donc s’avérer
difficile dans une matrice complexe de distingtetidgine des COV détectés.

Les mycotoxines quant a elles, sont des molécypésifques des champignons,
parfois produites par une ou plusieurs especesigoeg. Elles peuvent donc étre utilisées
comme biomarqueurs de ces organismes dans leoenements intérieurs et sur différents
supports. Pour les supports papiers qui font I'odg ce travail, les travaux rapportant la
production de mycotoxines, concernent essentieléndes papiers peints artificiellement
contaminés par des espéces fongiques. Par exdmpl®duction de satratoxines H et G sur
du papier peint artificiellement contaminé gratra(Nikulin et al. 1994) ou encore de la
stérigmatocystine sur papier peint artificiellemenhtaminé paA. versicolor(Moularat et
Robine 2006; Nielseret al. 1998) Quelques auteurs ont travaillé sur la productien d
mycotoxines sur des papiers peints naturellementactinés par les moisissures dans des
habitations ayant connu des fuites d’eau prolongledsenet al. 1999). Parmi les especes
fongiques retrouvéeA. versicolor(dont la 5-méthoxystérigmatocystine a été retrelve.
chrysogenunet Chaetomium sp(dont les chaetoglobosines ont été retrouv&esgtra(dont
des trichotécénes ont été retrouvées).

Ces études sur les substrats papiers naturellernataminés par les moisissures, restent
cependant restreintes; c’est pourquoi notre trgy@ile sur I'identification des moisissures et
de leurs métabolites secondaires sur deux typesilolgrats papiers : les papiers peints et les

papiers patrimoniaux, naturellement contaminésiparchampignons.
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V) Effets des champignons et de leurs mycotoxines

Nous avons vu dans les généralités que les sperelaimpignons et leurs mycotoxines
peuvent représenter un danger potentiel pour I'hnemAprés un rapide historique des
intoxications humaines dues aux mycotoxines, nbasderons les principaux effets toxiques

connus pour la santé humaine.

IV-1) Historique

Les premiers effets par ingestion ont été décutslayen age, suite a la consommation de
pain contaminé paClaviceps purpuredergotisme), communément décrits par « feu sacré »
ou «feu de Saint-Antoine ». Les signes cliniquesnsnifestaient par des gangrenes ou
encore des hallucinations. Entre 1942 et 1947,autee intoxication est décrite en Russie
sous le nom de ATA (Aleucie Toxique Alimentaire)r pansommation de farine contaminée
par Fusariumsp. et Trichoderma sp(Chapeland-Lecleret al. 2005). A I'époque, la présence
des moisissures sur les aliments n’avait pas atélée a ces symptomes. Ce n’est que vers
les années 1960 que la mise en cause de la toxlesémoisissures a été envisagee.
L’aflatoxine a alors été reconnue responsable akication de dindonneaux ayant ingérés de
'arachide contaminée. En France, la derniere @épielédue a la consommation de farines

contaminées pdatlavicepssp.remonte a 1951 a Pont St-Esprit dans le Gard.

IV-2) Effets des champignons et de leurs mycotoxisesur la santé humaine

Trois effets pathologiques nocifs pour la santé &am sont reconnus comme pouvant
étre conseécutifs a I'exposition aux champignonss: éffets immunologiques, les infections
fongiques et les intoxications par les mycotoxinées derniéres sont détaillées dans le
tableau VI.

Les effets immunologiques sont liés a des réactiallsrgiques de type | (IgE
dépendantes) ou de type lll (IgG dépendantesk sultexposition de protéines allergisantes
pouvant activer ou aggraver les allergiess genre€ladosporium, Alternaria, Penicillium,
Aspergillus, seraientfréquemment associés aux allergies et aggraverdiemtpathologies
telles que la rhinite ou I'asthme (Bourrier al. 1996; Bush et Prochnau 2004; Frew 2003;
Muller et al.2002; Smitet al.2011).

Les champignons filamenteux sont essentiellemest adempignons ubiquitaires
naturellement peu ou non pathogénes. Ce sont dastisag’infections opportunistes qui
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expriment leur pouvoir pathogene dans des conditainiques favorables a leur installation
dans l'organisme. Plusieurs pathologies ont étéritdéachez I'homme. Elles touchent
principalement [I'appareil respiratoire, mais plusrement aussi d’autres organes.
L’aspergillose pulmonaire invasive est la princgat la plus grave des pathologies dues a ces
champignons (Fleclket al. 1999; Grandiere-Perezt al. 2002; Pauganet al. 2010; Tabone
2003).

Les effets liés aux mycotoxines (regroupés dantatdéeau V), sont attribués a la
présence de doubles liaisons C = C jouant souvemble dans la toxicité et les propriétés

canceérigenes des mycotoxines en formant des addUA®N (Bennett et Klich 2003).
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Tableau V: Effets des principales mycotoxines sbomme et mécanismes d'action

cellulaires et moléculaires identifiés (d’aprés AAS2009).

Mycotoxine Effets Mécanismes d’action cellulaires et
moléculaires
Aflatoxine B1 et M1 Hépatotoxicité Formation d’adduits a 'ADN
Génotoxicité Péroxydation lipidique
Cancérogeénicité Bioactivation par des CYP 450
Immunomodulation Conjugaison aux Glutathion-
transférases
Ochratoxine A Néphrotoxicité Impact sur la synthése des protéines
Génotoxicité Inhibition de la production d’ATP
Immunomodulation Détoxication par les peptidases
Trichothécénes Hématotoxicité Induction de I'apoptose sur
_ progéniteur
(A et B) Immunomodulation

o : Hematopoiétique et cellules
Toxicité cutanée immunitaires

Impact sur la synthése des protéines
Altération des immunoglobulines
Patuline Neurotoxicité Inhibition indirecte d’enzymes
Mutagenéesén vitro

Zéaralénone Liaison aux récepteurs
oestrogéniques

o . Bioactivation par des
Fertilité Repr0dUCt|0n déshydrogénases

Conjugaison aux
glucuronyltransférases

Fumonisine B1 Lésion du systeme nerveux centra Inhibition de la synthése de céramide
’ o et altération du rapport
Hepatotoxicte sphinganine/sphingosine
Genotoxicite Altération du cycle cellulaire

Immunomodulation
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V) Effets des champignons et de leurs mycotoxinesrsdes modeles

cellulaires respiratoiresin vitro

Nous avons vu dans le paragraphe précédent queyEstoxines entrainent des réactions
cellulaires toxiques chez 'homme. Il est donc intaot de disposer de modéles cellulaires
vitro afin d’étudier l'effet des mycotoxines. Nous avooslisé un modele cellulaire
représentatif du tractus respiratoire sur lequébiicité des papiers étudiés a été évaluée par
3 méthodes :

* letest MTT (dont le principe est détaillé danpdeagraphe matériel et méthodes),

* l'expression des médiateurs de I'inflammation,

» et l'expression des Enzymes du Métabolisme de®biétiques (EMX).

V-1) Modele cellulaire respiratoirein vitro utilisé

Il existe plusieurs types de modeles cellulaire$&m@thélium bronchique ou pulmonaire
permettant des études d’interactions cellulairesnoléculaires entre des agents microbiens,
sous toute leur forme (agent entier, métaboliteorsdaires, ...) et les cellules. Parmi les
nombreuses lignées utilisabliesvitro, les cellules A549 sont des cellules alvéolairesygpe
Il provenant d'un carcinome pulmonaire, qui perewttun grand nombre d’'études
d’interactions. Une des qualités de ce modéle astobustesse et sa facilité d’'utilisation
puisque les cellules sont a confluence en 6 jowg@n et qu’elles peuvent donc étre utilisées
tres facilement et rapidement. Un des défauts deamele est qu'il s’agit d’'une lignée, isolée
d’'un cancer bronchique et que de ce fait, les idasides cellules sont totalement différentes
des cellules primaires épithéliales bronchiquesand®ins, la réaction inflammatoire de ces
cellules face a une agression fongique, telle que métabolites secondaires, refléte

I'épithélium respiratoire humain et permet des étude sécrétion de cytokines.

V-2) Médiateurs de I'inflammation

La réponse immunitaire est le fruit de linteraatientre des lymphocytes T, des
lymphocytes B et des cellules présentatrices djangs, ce qui peut aboutir a la prolifération
cellulaire, a la production d’anticorps, a la diéfgciation de cellules cytotoxiques, ou encore
a 'augmentation de l'activité des cellules phadairgs. La communication entre les cellules
est assurée par des contacts cellulaires : lekingta Ce sont des glycoprotéines, de

communication, synthétisées par les lymphocytes Tpau d'autres cellules et/ou tissus,
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agissant a distance sur d'autres cellules pouéguiar l'activité et la fonction. Leur taille est
généralement inférieure a 30 kDa. Les cytokines smgroupées en différents sous-groupes
parmi lesquels : les interleukines, les Tumor Nasrbactor, les Colony Stimulating Factors.
Les interleukines (IL) sont des cytokines regrogpseus cette terminologie sans parenté
biochimique ni de fonction, mais classées par coditéolLa famille du " Tumor Necrosis
Factor " (TNF) regroupe de nombreuses moléculearappees biochimiguement telles que
TNF-a et-g. Enfin les " Colony Stimulating Factors " (CSFhsdes facteurs sécrétés par les
macrophages et les lymphocytes T. lls agissentl'aativation, la différenciation et la
prolifération cellulaire. Ils sont impliqués darisématopoiese, pouvant également moduler
les fonctions des cellules matures auxquelles i#glonné naissance.

Bellangeret al (Bellangeret al. 2009) ont étudié I'impact de spores fongiquesdas
cellules respiratoireim vitro exposées a des spored dfumigatusdont I'expression de I'lL-8,
du TNFo et du GM-CSF a été évaluée. Cette étude a moneésurexpression de ces 3
médiateurs de l'inflammation 4 a 10 fois plus ge® témoins apres 8 h et 24 h d’exposition.
D’autres études ont porté sur l'impact de sporeddestmycélium dA. fumigatus, d’A.
versicolor, de Stachybotrys chartarwsuar I'expression de I'lL-6, I'lL-8 et le TNe-issus de
cellules exposées a ces champignons (Huttwtead. 2003; Zhanget al. 2005). Une autre
étude a montré que, parmi quatre mycotoxines cowgiales dA. fumigatus (I'acide
helvolique, la fumagilline, la gliotoxine et le vaculogéne), seule la gliotoxine entrainait une
surexpression du TN&-a 30 min (Poirieet al. 2009). Peu d’études portent sur I'expression
de médiateurs de l'inflammation issus de cellulgposées a un mélange complexe de
métabolites fongiques, plus représentatif des ¢immdi réelles d’exposition de I’'homme. Ceci
fera I'objet de ce travalil.

V-3) Enzymes du Métabolisme des Xénobiotiques (EMX)

Les substances étrangeres a l'organisme (par eren@sl mycotoxines), sont
gualifiées de xénobiotiques. Lorsqu’elles pénétrant’intérieur de l'organisme, elles
subissent des réactions de biotransformation endeukeur élimination. Ces réactions sont
catalysées par un ensemble d’enzymes désignéetesous d’Enzymes du Métabolisme des
Xénobiotiques (EMX).

Les réactions de biotransformation se subdiviser® phases : la phase |, également
appelée phase de fonctionnalisation, comporte durttes réactions d’hydrolyse et

d’oxydation. Les enzymes impliquées sont principadet des systemes multienzymatiques
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catalysant des réactions de monooxydation, quelssntytochromes P-450 (CYP-450). La
phase Il, regroupe les réactions de conjugaison aogubstrat hydrophile, par exemple le
glutathion ou un sucre. Ces réactions conduisenérgéement a un produit hydrosoluble
pouvant étre éliminé dans I'urine ou dans la ltlefin, la phase lll, prenant en charge, soit le
composé parental hydrophobe, soit les métabolisjugués, permet d’expulser les
composés vers le compartiment extracellulaire, anetén jeu des transporteurs comme les
protéines MDR et MRP (Multi Drug Resistance et Miilig Resistance associated Protein).

La figure 22 schématise les différentes phasesétabolisme des xéniobiotiques.

Phase I Phase IT Phase IIT
% uadiiEe? 5 R e e A B T 1 _0—'
Fonctionnalisation Conjugaison Transport

G

Efflux

Figure 22 : Représentation schématique des diffésephases du métabolisme (d’apres
Gharbi 2010).

L’exposition aux xénobiotiques peut entrainer dexlifications de I'expression de
certaines EMX et des CYP-450; en particulier pagmi le cytochrome P450 1A1 (CYP 1A1)
peut étre induit par les Hydrocarbures Aromatiqéedycycligues (HAP) qui sont des
composeés présents dans les particules de dieggtrarés lors des grillades (Vakhaeiaal.
2001). Le mécanisme implique le récepteur nuclé&im® (Aryl hydrocarbon Receptor) qui,
apres fixation d’un hydrocarbure dans le cytoplaseseé transloqué dans le noyau et se lie a
une séquence consensus (XRE — Xenobiotic Respgrisiabn 1998).

S’agissant des mycotoxines, des études ont égalemaniré que plusieurs d’entre
elles (toxine T-2, zéaralénone, aflatoxines) engaf I'activation du récepteur AhR et une
surexpression du CYP 1Al (Ayed-Bousseetal. 2011; Kruberet al. 2011, Storviket al.
2011). Les mycotoxines sont également décrites copwavant étre métabolisées par le CYP
1A1 en produits plus toxiques. C’est le cas demt@fines qui ont fait 'objet de nombreuses

études ayant montré que l'aflatoxine B1 est métadelen aflatoxine M1 et en aflatoxine 8-9,
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époxide, molécule tres toxique qui peut se lierADN (Diaz et al. 2010). L'étude de
I'expression du CYP 1Al de cellules exposées andgsotoxines, constitue donc un bon
moyen d’évaluer la toxicité de ces xénobiotiques.

Nous avons évalué I'expression du CYP 1Al issudlkiles exposées a des extraits

de papiers naturellement contaminés par des esfmugques.
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DEMARCHE

Notre travail consiste en l'étude de deux typessdpports papiers: des papiers
patrimoniaux altérés par le foxing et des papiaistp moisis issus de logements, dont les
habitants ont été diagnostiqués comme porteursyaiptémes allergiques et du SBS. Les
objectifs de ce travail sont d'une part, d'idemtifles especes fongiques de ces deux types de

supports papiers et, d’autre part, de détermindesimétabolites fongiques y sont produits.

) Foxing

Le foxing se manifeste par de petites taches jadnésunes de forme circulaire
pouvant exister sur différents types de subst@pié€rs, tableaux). Ces taches peuvent a plus
ou moins long terme, entrainer lillisibilité voira perte totale des documents qu’elles
alterent. L'identification des agents présents darfexing est donc une étape importante afin
de mieux comprendre leur réle dans le processusrdetion du foxing et développer ainsi
des méthodes préventives a leur apparition. Plusieavaux ont été réalisés afin d’étudier le
foxing et en particulier son éventuelle origine dmue. Mais il subsiste plusieurs
problématiques.

i) Les différentes études sur le foxing ont mon@éprésence de meétaux et/ou
d’especes fongiques. Certains auteurs ont aingngiise un foxing d’origine métallique et un
foxing d’origine fongique en se basant sur sa agud¢ sa forme. Cette classification présente
'inconvénient d’étre subjective, car elle repogedes critéres visuels.

i) Les identifications des espéces fongiques dénsfoxing ont été realisées
essentiellement par mise en culture de papierssfaxeamplification de 'ADN de zones
foxées. Ces méthodes peuvent présenter des biamm@ifiant préférentiellement des espéces
fongiques présentes en grande quantité ou faciledétectables par rapport a d’autres. De
plus, I'obtention d’isolats apres mise en cultureshpas toujours systématique. Par ailleurs,
la littérature décrit essentiellement la recherdlespeces fongiques et tres peu la recherche
d’autres micro-organismes (actinomycetes, bactéries

iii) Le métabolisme des différentes especes foreggdu foxing a été tres peu étudié,
en particulier la recherche de mycotoxines. Potrtagtte donnée constitue une information
importante vis-a-vis du personnel de bibliothéqgaesd’archives en contact avec des livres
altérés par le foxing.
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Nous nous sommes essentiellement intéressés giherfongique du foxing et au

risque éventuel de mycotoxines dans celui-ci sépithélium respiratoire. Nous avons

également cherché d’autres origines a ce foxingagticulier métallique, ou d’autres micro-

organismes comme les actinomycetes ou les bactéassobjectifs de I'étude sur le foxing

sont les suivants :

» caractériser le foxing par des méthodes physiqgtiesda&n décrire la couleur de
maniére numerique, et rechercher la présence daurét

» rechercher la nature et la viabilité des micro-argimes du foxing;

» caractériser des extraits hydro-organiques du fpyiar des méthodes de chimie
analytique afin de rechercher la présence ou nomytmtoxines et d’évaluer si
cette démarche peut-étre une alternative aux méthdeebiologie moléculaire
pour identifier les espéces fongiques;

e évaluer la cytotoxicité des extraits hydro-orgaegwe foxing sur des modeéles

cellulairesin vitro représentatifs de I'épithélium respiratoire.

La démarche suivie a consisté a :

mesurer les coordonnées chromatiques des tachdexiotg a l'aide du systéme
L*a*b* (CIE 1978);

rechercher des éléements métalliques dans les faxwss par MEB-EDX;

évaluer la viabilité des micro-organismes préseaf#ns le foxing par la méthode
d’ATPmeétrie. Cette viabilité a été comparée a cellen témoin positif : papier
artificiellement contaminé parA. fumigatus moisissure rencontrée dans
I'environnement;

rechercher la présence d’autres micro-organismadiksant des milieux de culture
destinés a la recherche d’actinomyceétes en plusmdiesix usuels destinés a la culture
fongique;

rechercher la présence de mycotoxines dans deatextydro-organiques de foxing
par analyse analytique par HPLC-MS;

évaluer la toxicité de ces extraits hydro-organsgsier des cellules A549 a l'aide d’'un
test MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-ylBjiphenyl tétrazolium).
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II) Papiers peints
Les papiers peints constituent un support susceptd€tre colonisé par des
moisissures. Une étude réalisée par le CHU de Besgmortant sur des patients habitant dans
des logements contaminés par des moisissures, dtiagits de différents symptdomes
(conjonctivite, rhinite, SBS etc.), a permis deecter des papiers peints moisis et non moisis.
La problématique de I'étude sur les papiers pamissis est de déterminer, s’il est possible
d’associer une espéce fongique donnée et/ou deabaoliées secondaires donnés, aux
pathologies dont souffrent les habitants de ces negés. Pour répondre a cette
problématique, les objectifs de I'étude sur lesigappeints moisis issus de logements ont été
les suivants :
» rechercher quatre des espéces fongiques les ppseintes dans I'environnement dans
les échantillons de papiers peints; cette paréigt aéalisée par le CHU de Besancon;
» rechercher des métabolites fongiques dans lesitsxhydro-organiques des papiers
peints et déterminer s’ils peuvent étre reliés egpeces fongiques détectees;
» évaluer la cytotoxicité des extraits hydro-organgde papiers peints sur un modele
cellulaire respiratoire.
La démarche suivie a été de :
» rechercher quatre espéces fongigues communesmierdenemeniP. chrysogenum,
A .versicolor, C. sphaerospermum, S. chartaryra) mise en culture et gPCR des
papiers peints moisis et non moisis;
» rechercher des métabolites secondaires dans lestextydro-organiques des papiers
peints moisis par HPLC-UV-MS;
» évaluer la toxicité de ces mémes extraits sur dégles A549 via le test MTT ainsi
gue I'étude de I'expression des médiateurs deldimfmation (IL-8, TNFe, GM-CSF)
et du CYP 1ALl.
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MATERIELS ET METHODES
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) Supports étudiés

I-1) Foxing
L’étude de taches de foxing a été réalisée suivua tlatant de 1852 : « Philosophie
Der Griecher » (Dr Eduard Zeller). Ce livre est d¢tné de papier chiffon principalement a
base de deux fibres végétales, le chanvre et le llinprésente de petites taches
tridimensionnelles de forme circulaire et de coufjaune/brune de dimensions 0,2 a 1 cm de
diamétre. Les taches de foxing sont réparties dearealéatoire sur toutes les pages du livre

(extérieur et centre des pages).

Figure 23 : Premiére de couverture du livre étadtiéré par du foxing.

I-2) Papiers peints
Onze couples de papiers peints moisis et non magigjés a I'ceil nu, ont été chacun
prélevés de onze logements différents issus dédiam de Besancon. Les occupants de ces
logements ont été diagnostiqués, par un médeciciadisée, comme présentant différents

symptémes regroupés dans le tableau VI.
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Tableau VI : Symptdmes des habitants des 11 logenocentaminés par des moisissures

1 : symptdme diagnostiqué; 0 : symptdéme non didgnes M : papier peint moisi, NM :

papier peint non moisi.

symptémes des habitants des logements diagnostigugar un médecin spécialiste

numéro | asthme| rhinite | conjonctivite| SBS | greffe | pneumopathi| bronchite | trachéite
du rénale e spasmodique
logement infiltrante
diffuse
1 1 1 1 0 0 0 0 0
2 0 1 0 0 0 0 0 0
3 1 1 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 1 0
5 1 1 0 0 0 0 0 0
6 1 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 1 0 0 0 0
8 0 0 0 1 0 0 0 0
9 0 0 0 0 1 0 0 0
10 1 0 0 0 0 0 0 1
11 0 0 0 0 0 1 0 0

II) Mesure des coordonnées chromatiques du foxinggp le systeme

L*a*b* CIE

Afin de caractériser de maniére numérique la caules taches de foxing, nous en avons

mesuré les coordonnées chromatiques. Elles ombétparées a celles d'une tache de foxing

induite par du fer, dans le but de mieux précigmigine du foxing étudié (métallique ou

fongique). Le principe de cette méthode est rapped@ssous.

lI-1) Principe

La mesure de la couleur a I'aide des coordonnéesrdtiques du systeme L*a*b* a

été mise en place par la Commission Internatiodal€éEclairage (CIE 1978). Il s’agit d'un

modéle tridimensionnel comprenant les trois paregsétuivants :

0 pour le noir a 100 pour le blanc.
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La composante* détermine la clarté de I'échantillon avec une #ehariant de



» La composanta* dont les valeurs s’étendent de +128 a -128, reptéda gamme
de I'axe rouge pour les valeurs allant de +128¢&t (3 gamme de I'axe vert pour
les valeurs comprises entre -128 et 0.
* La composantd* dont les valeurs vont de +128 a -128 représentatame de
I'axe jaune pour les valeurs allant +128 a 0, ejdame de I'axe bleu pour les
valeurs comprises entre -128 et 0.
Le diagramme des couleurs est représenté pardaefiZy.

blane
L*

vert jaune

-a* \\\ - /, +b*
LS

|
/' orange

s

Lo

bleu / inlet

-b* - e rouge
+3¥

Figure 24 : Diagramme de I'axe de couleur L*a*b*afarés Bicchieret al. 2002 modifi€).

[I-2) Appareillage

La mesure des coordonnées chromatiques relatileesauleur des taches de foxing du
livre étudié, a été effectuée par le biais d'uncspeolorimétre portable (X-Rite SP64,
Massy, France) sur les échantillons de papiers.durface de 0,28 cide papier altéré par le
foxing et non altéré par le foxing a été découpéaide d’'une perforeuse. Chaque papier a
éte placé au centre de I'appareil. Celui-ci déltvua rayon sur I'’échantillon qui renvoyait une
réponse dont les coordonnées L*a*b* ont été mesutéepourcentage d’erreur de mesure de
cet appareil est de £ 2%.

1I-3) Mesures
Les résultats numériques sont exprimés avec urt Bger a la moyenne résultant de la
mesure de 6 échantillons différents de foxing stiéréntes pages. Ils ont été comparés a 6

échantillons non tachés du méme livre. Les analgt#sstiques ont été réalisées par un test
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non parameétriquee Mann-Whitney a I'aide d’un logiciel Statview Bne différence entre
deux valeurs a été considérée comme significative pn p <0,01.

Un autre type de papier, le papier Whatman (form§uament de fibres de cellulose) a
eté dopé avec 6,8g de Fe( et vieilli durant un mois en chambre climatique &665
d’humidité relative a 80°C (norme ISO 5630-3). Se®mrdonnées chromatiques ont été
ensuite mesurées de la méme facon que pour lesitdcms de foxing, de maniere a
comparer les coordonnées L*a*b* d’'une tache derfgxnaturelle et celle d’'une tache de

foxing induite par un métal.

[1I) Analyse MEB-EDX du foxing

La recherche des éléments métalliques dans le f@étindjé est une étape importante afin
de mieux comprendre l'origine du foxing étudié, snaussi de mieux préciser le rble des
différents agents abiotiques dans le processusrdeafion du foxing étudié. Cette recherche

d’éléments métalliques dans le foxing a été effechayr MEB-EDX.

[1I-1) Principe

Le principe du MEB repose sur un balayage de Idthen a analyser (sans
prétraitement) par un faisceau d’électrons proghait un filament de tungstéene sous une
tension de 20 keV. En réponse, I'échantillon réémencipalement quatre types de
particules : les électrons Auger, les électronsodéffusés, les rayons X et les électrons
secondaires. Dans le cadre de l'analyse du foxmogis avons utilisé ces deux derniéres
particules. L'analyse des rayons X émis par un i@ilen permet d’obtenir des informations
relatives a la nature chimique des éléments preskams cet échantillon et de dresser ainsi le
spectre en éléments chimiques de I'échantillonefat, chaque élément chimique réémet une
réponse qui lui est spécifique, ce qui permet denstituer le spectre de I'analyse globale en
éléments chimiques de I'échantillon.

L'image de I'échantillon est obtenue par le biais ddectrons secondaires. Il est
possible d’'attribuer a chaque élément chimique’@ehéntillon une couleur et de faire une
image de la répartition d’un élément chimique susurface de I'échantillon. Cette image est

appelée cartographie.
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[1I-2) Mesures

Une surface de 1 chile papier altéré et non altéré par le foxing adébupée sous une
loupe a l'aide d’un scalpel. Six échantillons foxésix échantillons non foxés ont été montés
sur un film de carbone a l'aide d’'un ruban adhééii d’étre analysés par MEB-EDX. Les
analyses MEB-EDX du livre étudié ont été réaliss@<CRCC (MNHN) avec un MEB JEOL
JMS-5410 LV équipé d'un systéme d’analyse de rayohsk Pentafet (Oxford instruments,
Oxford, Royaume-Uni). Le spectre en €léments chiesqdes papiers a été réalisé sur le
logiciel Link Isis (Oxford instruments, Oxford, Rayme-Uni). La distance de I'échantillon
était de 20 mm. L’intensité et la tension du filarhde tungsténe étaient respectivement de 20

keV et de 57 pA sous 9 Pa. Le temps d’acquisittait de 50 s.

I\VV) Evaluation de la viabilité des micro-organismesdu foxing par
ATPmétrie

Apres avoir caractérisé les agents abiotiques ximdgo nous nous sommes intéresses aux
agents biotiqgues. Nous avons commenceé par lestéasac en évaluant leur viabilité par
ATPmétrie. Cette méthode a été adaptée aux esfidxmgigues par le CRCC ou une solution
de DMSO/Tris EDTA (90/10 v/v) a été retenue comramila solution extractrice optimale
d’ATP de différentes espéces fongiques lors d'undeéréalisée au CRCC sur des solutions
agueuses de différentes spores fongiques (Rakaboyiet Arnold 2008). La viabilité des
especes fongiques du foxing a également été comparéun témoin positif (papier
artificiellement contaminé pak. fumigatuy afin de mieux situer l'activité métabolique des

especes fongiques du foxing par rapport a cellealmoisissure classique.

IV-1) Principe
L’ATP est une molécule produite chez les eucaryaiesein d'un organite cellulaire

appelé mitochondrie, au cours de la phosphorylatwydative par transfert des électrons.
Elle est présente en quantité constante dans llegesevivantes du fait d’'un équilibre entre sa
synthese et sa dégradation et est absente deesatiortes. A ce titre, 'ATP constitue donc
un bon indicateur de viabilité des organismes. lodééagule d’ATP (Adénosine TriPhosphate)
est la source d’énergie principale présente chez lEsiorganismes vivants. Cette molécule
fournit I'énergie nécessaire au déroulement de neudms réactions enzymatiques au sein de

la cellule vivante. Chimiquement il s’agit d’'un méatide triphosphate formé d'un
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nucléoside : 'adénosine, comprenant une base efl@éénine) et un sucre le (ribose), et de

trois groupements phosphate comme le montre la€igh :

Adénine
NH2
N~ N o) 0] @]
S
o\/_o_r—o—r—o—T—OH
OH OH OH
‘OH OH

Figure 25 : Structure de la molécule d’ATP (adénesiiphosphate).

La méthode d’ATPmétrie a été utilisée dans plusielomaines dans le cadre de la
détection microbienne tels que l'abattage découdevielle et al 1999) ou encore
'alimentation (Miller et Galston 1990). Elle n'arpais été appliquée aux espéces fongiques
du foxing. Nous utiliserons cette méthode dansenttvail afin d’évaluer la viabilité des
especes fongiques du foxing. Le principe est dgyg#alans le paragraphe suivant.

La détection de I'ATP peut étre réalisée grace acipe de la luminescence, propriété
gu’'ont certaines molécules a restituer sous formepluEons I'énergie absorbée au cours
d'une excitation. Cette propriété de luminescenstenaturellement présente chez certains
organismes. On parle alors de bioluminescence. @ganismes transforment I'énergie
chimique emmagasinée en énergie lumineuse sous fderphotons. Cette conversion est
réalisée par le biais d’enzymes naturellement ptésechez ces organismes vivants. Le
systeme luciférine/luciférase, ou la luciférine siitue le substrat et la luciférase 'enzyme, a
été decrit comme étant le systeme ayant la pr@odét bioluminescence (Champétt al.
1993). La molécule d’ATP est reconnue spécifiqudneentant que substrat par le biais du
complexe luciférine-luciférase en présence d’oxyg&n#ions magnésium. Il se forme alors,
un complexe a l'état excité émettant des photoretteCémission de photons peut-étre
mesurée dans le cadre des méthodes ATP métriqaresnpguminometre reflétant la quantité
de lumiere émise sous forme de RLU (Relative Lighits), car la quantité de photons est

proportionnelle a la RLU.
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Cette méthode d’ATPmétrie est utilisée en routine GRCC sur des extraits de
différentes matrices dont on soupcgonne la contaioimapar des moisissures afin de
déterminer rapidement si celles-ci sont viablede Bla jamais été appliquée, aux micro-

organismes de taches de foxing et a été utilisee lgacadre de ce travail.

I\V-2) Protocole
Tous les échantillons de papiers analysés onté&téupés a I'aide d’'une perforeuse de

0,6 cm de diamétre (0,28 épréalablement stérilisée prés d'un bec bunsevuend’éviter
toute contamination lors de I'échantillonnage.
Le dosage de la molécule d’ATP a été realisé as étapes :

» Extraction des spores fongiques des papiers étudiés

Cinq papiers altérés par le foxing et non altégs@foxing de 0,28 chont été découpés
a l'aide de la perforeuse et ont été mis en sugpemans une solution d’'eau a 0,05 % de
tween 80 (50QuL). lls ont ensuite été broyés a I'aide de billasverre dans un vibrobroyeur
MM 200 (Retsch, Eragny sur Oise, France) durantidutea a 1500 rpm (rotations par
minute). Le surnageant de la solution obtenue am@gmge a été conservé en vue d’en doser
la quantité d’ATP.

» Extraction de la molécule d’ATP présente dans peses.

Les extractions ont été réalisées avec une soltMBO-Tri EDTA (Diméthylsulfoxide/
Tampon Tris éthylene diamine tétracétique) (90/10) \préchauffée a 100 ° C durant 2 min
puis ajoutée a la suspension de spores (500 plLyoldion ainsi obtenue a été agitée au
vortex puis chauffée & 100°C durant 2 min avantre’éfroidie dans de la glace. L'extrait
de I'échantillon (1 mL) était ainsi prét pour lessures d’ATP.

* Dosage de la molécule d’ATP.

Le contenu en ATP a été déterminé, d'abord pawutaje 50uL luciférine/luciférase a
I'extrait. Une premiere lecture dans un luminométierner Designs 20/20, Sunnyvale, Etats-
Unis) a été réalisée donnant une valeur de RLUatRel Light Units), puis JuL d’ATP
standard de 1pmol/L (kit SL 144-041 de Biothema, Haninge, Suéala)été ajoutés donnant
une valeur RLU’. La quantité d’ATP a été calculée la formule suivante :

Q atp (Ng) = [RLU - RLUWyjanc/(RLU’- RLU)] X Q ATP standard ( ng)
La RLU du blanc est celle du solvant eau a 0,0%%we:en 80.
La méme procédure a été appliquée a un témoinifapopdpiers du méme livre non

foxés et a un témoin positif : papier du livre éaudinsemencé pak. fumigatus(NRRL

61



35693, Collection du Northern Regional Researchotaiiory). Les conidies &. fumigatus
ont été prélevées d'une culture sur PDA datant 1. Une solution de 250 pL contenant
6.10 spore /mL a été appliquée en spray sur 25denpapiers nofoxés. Ils ont ensuite été
placés dans une boite de Pétri et mis a 26°C doussphére saturée en eau durant un mois.
Ce protocole a été réalisé par le laboratoire dggmacologie et de toxicologie de 'INRA de

Toulouse.

IV-2) Limites de détection
Etant donné des teneurs en structures fongiqueslddaxing, inférieures a celle d’'une

moisissure, nous avons voulu déterminer les limitesdétection en quantité d’ATP et en
nombre de spores de la méthode d’ATPmétrie.

Les limites de détection de la méthode d’ATPmeétnequantité d’ATP et en nombre
de spores ont été évaluées en mesurant la RLU ddioss aqueuses d’ATP de
concentrations croissantes (tableau VII), et deitEomis aqueuses de spores de quantités

croissantes (tableau VIII).

Tableau VIl : Valeurs de RLU mesurées par le lummatre TD 20/20 de solutions aqueuses

contenant des quantités d’ATP connues.

Quantité 0 1.10* | 2,55.10* @ 5.10* 5.10° 5.10° 0,1
d’ATP(ng)
Moyenne 0,065 0,111 0,201 0,246 0,822 8,73 15,68
RLU

Ecart type | 0,003 0,000 0,020 0,026 0,024 1,07 0,635
RLU

D’apres le tableau VI, la plus petite valeur delRhon nulle de 0,1 est obtenue pour une
qguantité d’ATP de 0,1 pg qui constitue la limite dietection de cette technique en quantité
d’ATP.
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Tableau VIII : Valeurs de RLU mesurées par le lusnigétre TD20/20 de solutions aqueuses

contenant des quantités de spores connues.

Nombre de spores/mL | 100000 10000 1000 100
Moyenne RLU 26,647 1,437 0,125 0,068
Ecart type RLU 2,919 0,221 0,075 0,035

Pour le nombre de spores, la plus petite valelrldé non nulle (0,125) est obtenue pour une
solution de spores a ¥aL.
Il convient de noter que nous avons obtenu unéioaléinéaire entre les valeurs de RLU et la

guantité d’ATP ou le nombre de spores.

V) Mise en culture du foxing

Nous avons vu que plusieurs especes fongiques ravaié identifiées par plusieurs
auteurs en mettant en culture des papiers altérée paxing. Ces mises en culture ne sont
pas toujours fructueuses. Afin de déterminer stdekes de foxing du livre étudié permettent
d’obtenir des isolats fongiques, nous les avongsén culture sur des milieux usuellement
utilisés pour les espéces fongiques. Nous avonkerégat mis en culture des zones non
altérées par le foxing afin de déterminer si, selds zones de foxing permettent d’obtenir
des isolats, et d’évaluer ainsi la contaminatiorihe. Enfin, nous avons utilisé des milieux

de culture Cceur Cervelle permettant la croissaeseadtinomyceétes et des bactéries.

V-1) Protocole
Une surface de 0,28 éme papiers altérés ou non par le foxing, a été qeéepa l'aide
d’'une perforeuse pres d’'un bec bunsen afin d’éwdaete contamination. Trois morceaux de
papiers foxés et non foxés ont ensuite été ensermamus une hotte a flux laminaire sur les
milieux de culture suivants :

* Milieux Cceur Cervelle (Becton et Dickinson, Le R@a&-Claix, France). Ces milieux
de culture sont utilisés essentiellement en mihegpitalier afin de rechercher un
grand nombre de micro-organismes incluant levubesstéries et moisissures. Sa
composition riche a base d’infusion de cervelle, rpgti permettre de favoriser la
culture de micro-organismes non encore isolés kafoxing.

* Milieux malt agar afin d’obtenir des isolats fongés.
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* Milieux R8 décrit par Amner et utilisé pour lesinomycétes (Amneet al. 1989).
» Milieux pour actinomycetes (Actinomycetes Isolatigkgar, AIA) (Becton et
Dickinson, Le Pont-De-Claix, France).

Deux essais ont été réalisés dans lesquelles diiexixnde chaque milieu de culture ont
été utilisés. Chaque milieu de culture a été incul@a® °C durant 7 jours. Cette température
d’incubation inférieure a 30 °C, a été choisie dmi@re a ne pas favoriser les especes comme
A. fumigatusqui sont parmi les rares capables de proliféer@esatempératures supérieures a
30°C.

V-2) ldentification microbiologique

Les isolats fongiques obtenus ont été repiquésndigu malt agar et incubés 7 jours a
26°C afin de réaliser une empreinte adhésive quétéa observée au microscope afin
d’identifier le genre fongique.

V-3) Extraction et purification de 'ADN issu des bolats fongiques obtenus par

mise en culture des papiers altérés par le foxing

Lorsque des isolats fongiques ont été obtenus,deepure d’extraction de 'ADN a été la
suivante :

* broyage chimique de la paroi des champignons aut aie 2 mL de tampon de lyse
(Qiagen, Courtaboeuf, France) au tube de cultunéeocant le champignon. Un lysat
enrichi en spores a ainsi été obtenu aprés avaittégta surface de culture du
champignon avec une anse stérile, puis il a été@itenagité au vortex durant 30
secondes;

* broyage mécanique de la paroi des champignonstedfear transfert du lysat a l'aide
d'une pipette en plastigue a usage unique, danstutes contenant des billes en
céramiques (kit MagNa Lyser Green Beads, Rocherstics, Meylan, France). Les
tubes contenant ldslles de céramiques ont ensuite été mis a cegaifa 5000 rpm
durant 30 secondes et refroidis dans la glace al/ame a nouveau centrifugés a 3000
rpm durant 4 min. Le surnageant obtenu a été coasar vue d’en purifier 'ADN;

* purification de 'ADN sur un automate MagNa Pure nggact System (Roche
Diagnostics, Meylan, France) avec pour volume cdétlion d’ADN a purifier 400
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uL et pour volume d’élution 10QL (kit Isolation Kit for Cells and Tissues, Roche
Diagnostics, Meylan, France).

La vérification de la pureté de I'ADN et la quaitition de '’ADN extrait ont été réalisées
apres chaque extraction et purification d’ADN fangg. Il a été vérifié que le rapport de la
densité optique : DO 260 / DO 280 était compriseet8 et 2, signifiant que la purification
de I'ADN a été correctement réalisée et que la amirtation protéique était faible. La
guantité d’ADN mesurée dans chaque échantilloh étamoyennele 20 ngiL.

Une fois I'extraction et la purification de TADNealisées, I'amplification de 'ADN a été
réalisée en ciblant les géenes appartenant au crengénétique codant pour les ARN
ribosomaux 18S, 28S et 5,8S, ainsi que le genentogaur la B-tubuline. Les paires
d’amorces ITS1 (5-TCC GTA GGT GAA CCT TGC GG-31)I&€S4 (5'-TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC-3") (Whiteet al. 1990), ont été utilisées pour les amplificatiohSOiN
issu de tous les isolats. Les amorces B-t2a (5’-@BT CAA ATC GGT GCT GCT TTC-
3’) et B-t2b (5'-ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGCJ3(Glass et Donaldson 1995)
ont été utilisées pour les isolats dont I'empreisiie adhésif permettait I'identification du
genrePenicillium.Le protocole suivi pour 'amplification génique @stliqué en annexe |.

Le résultat de I'amplification de I'ADN par Polynaye Chain Reaction (PCR) a été
vérifié par électrophorese sur gel d’agarose ar2¥%glé au bromure d’éthidium visualisé sous
UV. Les fragments amplifiés ont été séquencés elisautt les mémes amorces. Le
séquencage a été réalisé a la plateforme génontguEnstitut Mondor de Recherche
Biomédicale. L'analyse des produits PCR (2 uL jgaction) a été effectuée par le biais d’'un
séquenceur automatique capillaire (ABI Prism 31303knetic Analyser, Applied
Biosystems). Les séquences obtenues ont été comspar@ GenBank par rapport aux
banques de données disponibles sur le NationabCtmtBiotechnology Information (NCBI)
en utilisant BLASTN (Blast nucleotide pairwise sgar program)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Seules les gsnces ayant un pourcentage de

similarité de 99-100% avec les séquences fongidaeéférences ont été retenues.

V1) Etude microbiologique des papiers peints
Afin de connaitre la population fongique des pappints moisis issus de logements, les
especes fongiques les plus communes de l'enviroenerng ont été recherchées. Ces

expériences ont été réalisées par le laboratoir€hteno-environnement de Besancon. Les
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onze couples de papiers moisis et non moisis @tiétoupés pour une surface totale de 2
cn? et extraits dans 2 mL de Tween & 0,1% aprés @mitdi0 min au Stomacher (VWR,
Fontenay-sous-Bois, France), puis 200 puL d'extrdéschaque papier peint ont été utilisés
pour la gPCR (dont le principe est rappelé danpdegraphe suivant). Les ARNm des
différents échantillons ont été extraits sans Kiswaniet al 2005). Deux extraits ont été

réalisés pour chaque liquide de rincage, avecnst @antrdle interne.

VI-1) Recherche des especes fongiques par culture

100 pL de liquide de rincage de chaque papier peinété ensemencés sur milieux
DG-18 et malt agar. La lecture a été réalisée agwegours d’incubation a 30°C et 20°C
respectivement. L'ensemble des especes fongiquestténidentifiées selon les critéeres

macroscopiques et microscopiques.

VI-2) Recherche des espéces fongiques par PCR quitative en temps réel (QPCR)
Principe de la qPCR
La gPCR permet de suivre la quantité d'’ADN présdates la réaction a chaque cycle
de la PCR (environ 46 cycles). Des sondes fluorgssese fixent sur I'ADN (technologie
SYBR) et fluorescent. L'appareil de PCR établitsawil de fluorescence. Lorsque la quantité
d'ADN permet aux sondes fluorescentes de dépasseuil de fluorescence, alors on obtient
un nombre de cycles de PCR appelé "Ct" pour "Cyukeshold” ou cycle seuil. Cette valeur

permet de quantifier 'ADN fluorescent.

Extraction

Dans les tubes pré remplis de billes de céramiBoele diagnostics, Meylan, France),
ont été ajoutés 200 puL de Bouillon Ccoeur Cervell€@B (Becton et Dickinson, Franklin
Lakes, Etats-Unis) et 200 uL d’échantillon. Un wittiroyage des spores a été réalisé dans le
Magna Lyser (Roche Diagnostics, Meylan, France)is tfois 10 secondes a 6500 rpgmec
refroidissement (d'une durée d'une minute) danblde prévu a cet effet apres chaque
broyage. Les tubes ont ensuite été placés au baiie-@ 100°C pendant 10 minutes, puis 10
minutes dans la glace, pour permettre la libérai®@iADN. Une centrifugation de 2 minutes

a 8000 rpm a permis d’obtenir un volume de surnatgéa 200 pL constituant I'extrait.
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Extraction avec contréle interne (Geotrichum canuig

La quantité d&5. candiduma ajouter a nos échantillons pour pouvoir ensoterpréter
la présence ou I'absence d’inhibiteurs de PCRé aéterminée aprés différents essais sur des
lingettes tests. La concentration la plus adéqgpate notre travail était de i6pores/mL. La
suspension a fGpores/mL (diluée au 1/100 par le protocole daotion) a donc été utilisée
pour la mise en évidence d’inhibiteurs. En pratjgqlans les tubes ont été ajoutés 198 pL de
BCC, 2 pL de la suspension de sporessdeandidumcalibrée & 10spores/mL (dilution au
1/100) et 200 pL de notre échantillon. La suitdalprocédure a été identique a I'extraction
sans contrOle interne décrite dans le paragrapiegent.

La réalisation de la PCR spécifig@e candidunsur ces extraits contenant une quantité
connue deG. candidum permet, en comparant le Ct attendu et le Ct ahtda détecter la
présence d’inhibiteurs.

L’amplification a été réalisée sur Light Cycler 4@bche Diagnostics, Meylan,

France) pouA. versicoloret sur le 7500 fast (Applied Biosystems, Courtalhdétance) pour

P. chrysogenum, C. sphaerospermetnS. chartarum.Les séquences des amorces et du
contrble interne utilisées pour identifier les gaagspeces fongiques dans les papiers peints,
sont indiquées en annexellke protocole de PCR suivi a été adapté a partoetie décrit par
Haugland (Hauglandt al. 1999).

g PCR sur Light Cycler Roche
Le mélange réactionnel (15 pL) a été composé pbagque échantillon de 2,4 pL de
MgCl,, 1,6 puL de sonde (1 pmol/uL), 4 uL de mélange diaes (5 pmol/uL), 2 uL de
Master Mix (Kit LightCycler FastStart DNA Master Hydization Probes, Roche
Diagnostics, Meylan, France), 0,25 pL d’'UNG (UraDMA Glycosylase) et 4,75 uL d’'eau
distillée stérile. Ce mélange a été introduit danscapillaire de 20 uL (Roche Diagnostics,
Meylan, France) avec 5 pL d’extrait d’ADN.
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PCR sur 7500 fast Applied

Le mélange réactionnel (15 pL) a été composé dpllde Gene Expression Master
MIX (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France), @B de sonde (2 pmol/uL), 4 pL de
mélange d’amorces (5 pmol/uL), et 0,2 puL d’eauiltbst stérile. Ce mélange a été ensuite
déposé dans une plaque 96 puits (Applied Biosyst&osirtaboeuf, France) avec 5 pL
d’extrait d’ADN.

Les conditions d'amplification étaient identiques s deux appareils : 10 minutes a
95°C, puis 40 cycles contenant 15 secondes a ¥&pd de dénaturation) et 1 minute a 60°C
(étape d'hybridation-élongation).

Le Ct est déterminé automatiquement par I'appateihterprété en fonction de gammes
d’étalonnage en spores/mL amplifié pour chaqueasspé&haque série. Pour chaque série, il a
egalement été ajoute, a la suite des échantillonggmoin négatif d’extraction (extrait réalisé

sur 200 pL d’eau distillée stérile) et un témoigaté d’amplification (eau distillée stérile).

VII) Analyse par HPLC-UV-MS du foxing et des papiers peints

Pour les deux types de substrats étudiés (papeansspet papiers altérés par le foxing),
une fois les analyses microbiologiques effectuéeais avons recherché les métabolites
fongiques, en particulier les mycotoxines par HRIZ-MS. Dans le cadre de I'étude du
foxing, il s'agissait également de déterminer s$iecetratégie pouvait étre une alternative aux
meéthodes de biologie moléculaire. Dans le cadrepdpiers peints, il s’agissait de déterminer
si les métabolites détectés pouvaient étre reli@gseapéces fongiques mises en évidence par
microbiologie. Aprés avoir rappelé le principe ddte méthode, le protocole commun aux

deux types de papiers étudiés est exposé danargraphes ci-dessous.

VII-1) Principe

La chromatographie est une technique analytiquengttant de séparer des composés
entrainés par une phase mobile a travers une ghatgEnnaire. La phase stationnaire utilisée
au cours de ce travail est de type phase inveysidphobe), portant des chaines aliphatiques
de 18 atomes de carbone, greffées sur de la sdigant une affinité pour adsorber les

composeés hydrophobes. La phase mobile est corsstitwé gradient linéaire d’eau ou de
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tampon et d’une quantité croissante d’'un solvagawique apolaire ACN (acétonitrile) qui
entraine les analytes vers le détecteur. Danss;desacomposés polaires sont élués en début
de gradient et les composés hydrophobes en cogsadi&nt. Dans notre travail, nous avons
utilisé un gradient linéaire de deux phases molfilddeau IX) :

* phase A : eau/ACN (90/10 v/v) a 10 mM d’acétaterdizonium,

* phase B : eau/ACN (10/90 v/v).
Tableau IX : Conditions du gradient pour FHPLC-UWS.

Temps (min) Pourcentage de la
phase B
0,01 2
5 2
25 80
28,5 2
34,5 2

La colonne utilisée pour la séparation des compesésune Modulo 6 Cart QS
Kromasil de type C18 (Sigma-Aldrich, Saint-QuenEallavier, France) dont la taille des
particules est de pm. Les dimensions de la colonne sont de 150* 2 tramséparation des
composés a été effectuée a température ambiaete@time d’injection était de 26L.

Trois types de détecteurs ont été utilisés au abelce travail :

» Détecteur UV a barrette diodes

Il permet de mesurer I'absorption de la lumiérelparoduit a la sortie de la colonne. Il
fournit, en plus du chromatogramme, des renseigntsrspectraux permettant de s’assurer de
l'identité des composés séparés. Ce détecteuraespasé d’'une rangée de diodes dont
chacune indique [I'absorbance moyenne sur un intervale longueurs d’onde.

Il permet une mesure simultanée de plusieurs langud’'ondes grace a l'alignement de
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photodiodes fonctionnant en intégrateur de lumiBans notre travail, la détection UV a été
réalisée sur un détecteur Shimadzu-M10 AVP a 228@tnm.

» Détection par fluorimétrie

Les molécules fluorescentes ont la propriété d’'é&xeitées a une certaine longueur
d’'onde {ex). Le retour a I'état fondamental s’effectue pbédation d’'une partie de I'énergie
recue sous la forme d'une onde lumineuse a uneuéamgd'onde dite d’émissiorief),
supérieure a celle de I'onde incidente. Ce phénemeéncaractérise certaines molécules est
appelé fluorescence.

Les structures aromatiqgues sont généralement dekecues fluorescentes. De
nombreuses mycotoxines possedent une ou plusieatidns aromatiques pouvant étre
excitées et étre fluorescentes. La détection fnéhiique est généralement plus sensible que
'UV. Nous avons utilisé un détecteur Waters doed longueursd’onde d’excitation et
d’émission ont été respectivementidg = 278 nm ebem =460 nm.

» Détection par spectrométrie de masse

Cette méthode de détection permet de mesurer ggmrta masse/chargen( de
molécules ionisées par arrachement ou additionrd®ms ou autres ions générés dans la
source ionique. Le principe de cette méthode reposéionisation de la molécule grace aux
différents constituants d’'un spectrométre de masgés ci-dessous.

[0 Source d'ionisation : Elle permet d’ioniser la nmlte a étudier en la transformant en
ion par perte ou gain de charge. Dans le cadre dexcail, I'ionisation par électrospray (ESI)
a éteé utilisée. Elle se déroule a pression atmosple et a température ambiante. Ce mode
d’ionisation est le plus adapté pour les couplege=s I'HPLC et pour des molécules de la
taille des mycotoxines. Les composés, généralerdmsous dans une solution aqueuse
(mélange méthanol-eau ou acétonitrile-eau, danspdgsortions allant de 10 a 90%), sont
introduits dans la source par l'intermédiaire dapillaire venant de la sortie de la colonne de
chromatographie (dans le couplage HPLC-MS). Saatidn d'un gaz nébuliseur {et d'un
champ électrique, un fin brouillard de gouttelett@sno et polychargées est créé. Un champ
électriqgue appliqué entre le capillaire et une mBtectrode, permet l'ionisation de ces
gouttelettes. Celles-ci diminuent progressivementaille par évaporation du solvant et la
tension superficielle qui maintient la goutteledte état, devient plus petite que la répulsion
électrostatique de type coulombienne, due a laepoes des charges. C'est ainsi que la
gouttelette éclate en plusieurs gouttelettes fithedtichargées et la désolvatation se poursuit.
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Le processus se répéte plusieurs fois. On obtiesi ane suite de cascades d'explosions
coulombiennes. Le phénoméne s'arréte lorsqu’il ester plus qu'une seule molécule
présentant une ou plusieurs charges, car I'éneagiespondant a la répulsion coulombienne
ne permet pas de rompre les liaisons covalentemikation d’'une molécule peut se faire par
perte d’un atome d’hydrogéne (M-HOn parle alors d’ionisation en mode négatife feut
également se faire par gain d’'un atome d’hydrodéfeH™), on parle d’ionisation en mode
positif. On obtient ainsi un composé avec sa mekagge notéen/z.Le tableau X indique un

exemple d’'ionisation en mode positif et négatifalenolécule d’aflatoxine B1.

Tableau X : Exemple de ta/zde I'aflatoxine B1 en ionisation positive et négat

M (g/mol) (M+H™ (M-H™)
m/zen mode positif | m/zen mode négatif
Aflatoxine B1 312,3 313,3 311,3

[0 Interface : permet de focaliser et de transmetsadns vers I'analyseur.

0 L'analyseur : il sépare les ions en fonction de kayportm/z Il existe différents
analyseurs : magnétique, quadripolaire, temps detnagipe d’ions, trappe d’'ions associée a
des octopodles. Ce dernier est celui utilisé au alér ce travail. Il est possible de coupler
plusieurs analyseurs ou d’associer plusieurs tyg@snisation afin de réaliser de la
spectrométrie de masse a plusieurs dimensions, iBsanit successivement le pouvoir
séparateur de chaque analyseur. Ce procedeé perameemit les fragments de I'ion analysé
dans le premier analyseur et permet ainsi d’aves données conduisant a des informations
structurales. Il permet ainsi d’avoir des inforroas quant au positionnement de groupements
fonctionnels sur une molécule par comparaison amiolecule mere. De ce fait, il est trés
utilisé lors d’études structurales du métabolismg hédicaments ou de composés exogenes.
Il ne permet cependant pas d’avoir des informatieus la stéréochimie des différentes

fonctions. La figure 26 schématise I'exemple d’fragmentation M$d’une molécule M.
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M+H+
ou M-H+ Fg,
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Figure 26 : Schéma d'ionisation d’une molécule Mdet sa fragmentation aprés f8n
fragments Fg Fg, Fg. M+H+ : ionisation en mode positif de la moléecle M-H+ :
ionisation en mode négatif de la molécule M, MPecirométrie de masse a une dimension,

MS?: spectrométrie de masse a deux dimensions.

Cette méthode permet essentiellement d’obtemf@mations : la masse moléculaire du
composé étudié, la masse des fragments de ce cémaamantité du composé étudié.

Au cours de ce travall, les analyses en spectragnddr masse ont été effectuées sur un
spectrometre de masse utilisé avec trappe d’iogsites(Bruker Daltonick GmbH, Bremen,
Allemagne). L'énergie d’ionisation utilisée a été4jd kV. La températurdu capillaire a été
fixée a 330°C. Les flux du gaz principal et des gaxiliaires étaient respectivement de 40 et

10 mL/min. L’énergie de collision était de 0,70 V.

VII-2) Protocole

Les échantillons de papiers altérés par le foxirtggtindécoupés avec une perforeuse de
0,6 cm de diamétre. Une surface de 11,3 anété analysée pour les papiers altérés par le
foxing et une surface de 1 ém été analysée pour les papiers peints issusgéenkents. Les
différents échantillons ont été extraits dans 1 o solvant eau/Acétonitrile (ACN)/
meéthanol (MeOH) en proportion 40/30/30 (v/v/v) chird jours, sous agitation magnétique a
laide de 1 g de billes (glasperlen B. Braun Bibtednternational GmbH, Melsungen,
Allemagne). Les extraits obtenus ont ensuite étdrifiegés sur une centrifugeuse (Sigma-
Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) a 4700rgdmin durant 10 min puis filtrés sur filtre
PVDF (Polyfluorure de Vinylidéne) 0,22 um avanttcééanalysés par HPLC-UV-MS.

Pour les papiers altérés par le foxing, une étapgréeoncentration de I'échantillon par

extraction sur phase solide (SPE) a été effectuéarge cartouche de type C18 de 100 mg de
phase, selon le protocole décrit en annexe llinavanalyse par HPLC-UV-MS, et une

détection par fluorimétrie a été ajoutée selonclasditions exposées précédemment. Les 20
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UL injectés en HPLC représentent respectivement &y®2le surface de papier injectée pour
les papiers peints et 0,23 tpour le foxing.

Des témoins positifs dont on sait qu’ils produiseles métabolites fongiques, ont été
également analysés par HPLC-UV-MS. Le témoin dogpitiur les papiers altérés par le
foxing, était un papier du livre étudié, ensemepaéA. fumigatus(NRRL 35693) et les
témoins positifs des papiers peints issus des leg&nétaient 4 papiers peints ensemencés
chacun par une des espéces fongiques suivantes versicolor (NCPT 91, Nouvelle
Collection du laboratoire de Pharmacologie-Toxigm®o de I'INRA de Toulouse),C.
sphaerospermuniNCPT 149),S. chartarum(NCPT 92) P. chrysogenumNRRL 3592).
L’ensemencement a été réalisé par Olivier Puel ANRulouse) selon le protocole décrit en
paragraphe IV-1.

VIII) Cytotoxicité du foxing et des papiers peints

La finalité de notre travail était d’évaluer si legpports papiers étudiés contaminés par
des espéces fongiques, peuvent représenter un tsxjgae pour les personnes exposées par
inhalation. Nous avons pour cela utilisé une ligre@#lulaire représentative du tractus
respiratoire qui a été exposée aux mémes extraises par HPLC-UV-MS de foxing et de
papiers moisis issus de logements. La toxicitééaégnluée par test MTT et expression des
médiateurs de I'inflammation ainsi que du CYP 1A1.

VIlI-1) Cultures cellulaires
Les cellules étudiées appartenaient a la lignéeamenA549 (DSMZ, ACC 107,

Braunschweig, Allemagne) issue d’un carcinome daig®pulmonaire.

Culture
Les cultures des cellules A549 ont été réaliséetransphére humide a 37°C sous 5%
de CQ. Le milieu de culture utilisé était composé de DWIEDulbecco’'s Modified Eagle's
nutrient Mixture, Invitrogen, Villebon sur YvettErance), additionné de sérum de veau foetal
a 10% et de 0,5% de gentamicine (& 10 mgA8lyma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France). Ce milieu de culture était renouvelé toués 48 heures (Annexe IV). La lignée

A549 a éteé entretenue par culture en flasques @en2®t repiquée une fois par semaine.
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Recherche d’'une contamination par les mycoplasmes
La contamination des cultures par des mycoplasnoemtgminants des voies
respiratoires) a été recherchée tous les mois 2R Bur le surnageant de culture
(MycoplasmaDétection Kit for conventional PCR, Venor®GeM, Miwa Biolabs, Biovalley,
Marne-la-Vallée, France). C’est un contaminantutaiie qui pourrait biaiser les expériences
de cultures cellulaires. La présence d'un contiéterne a permis de vérifier I'absence

d’inhibiteur d’ADN polymérase (Annexes V). Aucun ooplasme n’a été retrouvé

VIII-2) Test MTT
Principe

Nous avons utilisé le test MTT afin d’évaluer laatpxicité des extraits des deux
supports papiers étudiés. Le test au bromure dg53diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl
tétrazolium ou MTT, décrit par Mossman (Mossman3)9@st utilisé afin de déterminer la
mortalité de cellules exposées a un composé. Lecipg de ce test repose sur la
métabolisation du MTT en cristaux de formazan deleer bleue par les succinates
déshydrogénases mitochondriales des cellules wsamhia quantité de précipité formée est
proportionnelle a la quantité de cellules vivantgstes dissolution des cristaux de formazan
dans un agent de lyse, un dosage de la densitfuemi 550 nm par spectroscopie, permet de
connaitre la quantité de cellules vivantes.

Plusieurs travaux ont porté sur l'utilisation dstt®ITT afin de déterminer la toxicité
des mycotoxines : gliotoxine, citrinine, déoxyni&abl, zéaralénone, fumonisine B1,
fumagilline, verruculogéne, moniliformine etc. (Rj@ret al. 2004, Cetin et Bullerman 2005;
Kreja et Seidel 2002; Tammet al. 2007). Il est calculé la g c'est-a-dire la concentration
en mycotoxines entrainant 50% de mort cellulaitas Pa Ckg est faible, plus la mycotoxine
est considérée comme toxique. Parmi les mycotoxesses, la gliotoxine serait celle ayant
la Clsg la plus faible (0,3 uM) sur des cellules nomméed R représentatives de I'épithélium
respiratoire (Bungeet al.2004). Le tableau Xl regroupe des exemples de royous et leur

Clspcalculée sur cellules A 549.
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Tableau XI Quelques exemples de mycotoxines eeues ICiyobetnues sur cellules
A 549 (d’apres Bingest al.2004).

Mycotoxines Clso(uM)
Gliotoxine 0,3
Malformine Al 0,4
Acide mycophénolique 356,9
Pénitrem A 20,5
Stérigmatocystine 3,7
verruculogene Toxicité non observée
Roquefortine C Toxicité non observée
Protocole

Les cellules ont été ensemencées dans des plaguesltdre de 96 puits (Techno
Plastic Products, Trasadingen, Suisse) (surfaae pbiits = 0,33 cff). Chaque puits contenait
1.10" cellules qui ont été incubées 24 h & 37°C sousi8®Q. Les cellules ont été exposées
durant 24 h a 5uL d'extraits hydro-organiques de papiers peintsdet foxing. Soit
I'équivalent de 0,005 cfnde surface de papier injectée pour les papiemstei 0,05 cf
pour le foxing. La durée d’exposition s’appuie das travaux réalisés par Bunger (Blnger
al. 2004), qui a évalué la toxicité par test MTT de @uss mycotoxines (gliotoxine,
fumagilline, stérigmatocystine, roquefortine C, rueulogene, pénitrem A, acide
mycophénolique, malformine A). Le volume d’extrelitoisi (5 pL), résulte de I'évaluation de
la toxicité du solvant d’extraction des papiersdés eau/ACN/MeOH entrainant le moins de
mortalité cellulaire par test MTT. La figure 27 ntianle pourcentage de cellules vivantes en
fonction du volume d’eau/ACN/MeOH auquel les cadkiA549 ont été exposées.
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Pourcentage de cellules= f(Volume d'eau/ACN/MeOH)
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Figure 27 : Pourcentage de cellules A549 vivantetrction du volume d’eau/ACN/MeOH

appligué et révélé par test MTT.

Les témoins négatifs consistaient en des puitsexposés et les témoins positifs en
des puits exposés a des concentrations en gliotstipérieures a sa 4gl(Blngeret al.
2004). Chaque échantillon a été testé sur 4 pussiretrois essais différents. Apres ce délai,
10 uL d’'une solution de MTT (Sigma-Aldrich, Saint-Quentallavier, France) a 5 mg/mL
dilués dans du D-PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffe3atine, Invitrogen, Villebon sur
Yvette, France) ont été ajoutés dans chaque pikss plagues ont été incubées pendant 4 h a
37°C sous 5 % de GOA la fin de cette incubation, les cellules oré Bisées et les cristaux
de formazan dissous par une solution d’acide cltbrtue/isopropanol (HCI 0,01N, a 10%
de SDS/isopropanol 50/50 v/v) (1QQ par puits). Les densités optiques (DO) ont erséié

lues a 550 nm.

Expression des résultats
Pour chaque échantillon, le pourcentage de sumellglaire a été exprimé par rapport
a des puits témoins selon la formule suivante :
Survie X (%) = (DOx — DO g% cellules vivantdsDO temairr DO 100% cellutes vivantdsX 100
- DOx : DO dans les conditions X
- DO100% cellules vivantes DO des cellules non exposées

-DOg% cellules vivantes DO des cellules mortes
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Analyse statistique des résultats par test MTT
Les pourcentages de survie cellulaire moyenne daague condition testée ont été
compares statistiquement au pourcentage de sungemdans les puits témoins par un test t

de Student. Les différences observées ont étédemésis comme significatives pquk 0,05.

VIII-3) Expression des médiateurs de I'inflammationet du CYP 1A1

Protocole

Les cellules A549 ont été ensemencées dans uneepldg 24 puits (Becton et
Dickinson, Le Pont De Claix, Franc&haque puits contenait 4*16ellules dans 1 mL de
milieu. Les plaques ont été incubées 6 jours a 383060s 5% de COavant d’étre exposées a
25 uL d’extraits hydro-organiques de papiers peintssisaét non moisis durant 6 h. Chaque
échantillon a été testé sur deux puits et deuxiagtdifférentes.

Comme pour le test MTT, le volume et le temps d@sifion ont été choisis aprés
avoir exposeé les cellules A549 a trois volumes @B et 50uL) de la solution d’extraction
des papiers étudiés (eau/ACN/MeOH, 40/30/30 v/diwant 3 h, 6 h et 24 h. Le volume le
plus élevé et le temps maximal induisant le moiegmtession des cytokines et du CYP 1A1
ont été retenus, soit 28 durant 6 h. Un exemple est indiqué en figure 88 expression du
CYP 1Al issu de cellules A549 exposées a différenlismes du solvant organique apres 3 h,
6 h et 24 h d’exposition.
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Figure 28 : Expression du CYP 1Al issu de celllA&d9 exposées a différents volumes
d’eau/ACN/MeOH 40/30/30 (v/v/v) durant 3 h, 6 h étI2
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Extraction de 'ARN

Aprés élimination du milieu de culture de chaquefW®00uL de tampon de lyse (kit
Roche Diagnostics, Meylan, France) ont été utils@as lyser les membranes cellulaires.
L’extraction de 'ARN a été realisée sur automatagMa Pure Compact System (Roche
Diagnostics, Meylan, France) capable de traitercBagtillons simultanément. Les lysats
cellulaires ont été placés dans l'automate ainsilgsidubes destinés a recevoir les extraits
(volume d’élution de 50 uL). Les cartouches comethiansemble des réactifs (MagNa Pure
RNA isolation kit, Roche Diagnostic, Meylan, Frajjcent été introduites dans I'automate
ainsi que 20 pL de DNAse par échantillon. La dudéel'extraction était d’environ 35
minutes. Les extraits d’ARN ont ensuite congelé80aC.

Reverse transcription
Les ADNc ont été obtenus par reverse transcripgi#c amorces aléatoires (random
hexamer) permettant une amplification globale destl®s ARN présents dans I'extrait. La
réaction a été réalisée sur un thermocycleur GempeR@R system 2400 (Perkin Elmer,
Courtaboeuf, France) (annexe VI). Un témoin sansree transcriptase et un témoin sans

ARN ont été inclus dans chaque série. Les ADN@&thtonservés a -20°C

gPCR

La quantification des ARNm cibles a été faite paCRPavec le gene de référence
TBP (TATA Box Binding Protein) et puits calibratsursur LightCycler480 (Roche
diagnostics, Meylan, France) (annexe VII). Le prérhightCycler 480 SYBR Green |
Master (Roche diagnostics, Meylan, France) utiliséntenait la FastStart Taq ADN
polymérase, les dNTP, le Mg3#t du SYBRGreen permettant la détection de I'amplification
par fluorescence. Un mix a été préparé par geredieé (cible et référence). Les ADNc ont
été dilués au 1/20dans de I'eau ultra pure avant amplification. Egsence des amorces
utilisées pour le dosage de I'lL-8, du TNFdu GM-CSF et du gene de réféerence TBP, est

indiquée en annexe VII.
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Expression des résultats
La quantification relative des ARNm a été réalipée la méthoddACt permettant
d’exprimer la production d’ARNm d’un gene cible papport a un géne de référence (TBP)
au sein de chaque puits cellulaire. Cette vale@nsuite été rapportée a celle des puits
calibrateurs (« témoins non exposés ») afin derahier la valeur de ratio normalisé « N ».
« N » traduit I'expression du géne cible dans ledgspexposés par rapport aux puits non
exposes. Par exemple N = 8, signifie que les ealdu puits observé transcrivent 8 fois plus

d’ARNmM du géne étudié que les cellules des puiibredeurs.

E.. ol (Ctgene cible non expc — Ctgéne cibleexpos)
gene cible

Eoone de réfe (Ctgene de réféerence non expedetgene de reference exppse
géne de référence

N : Ratio normalisé

E : Rendement de PCR (théorique = 2)

Ct : Cycle threshold

Cible : Géne étudié

Référence : Gene TBP

Exposé : Puits exposés a un extrait de papier

Non exposé : Puits calibrateurs, non exposeés
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RESULTATS
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1) Foxing

Nous avons débuté I'étude sur le foxing en caresetér la couleur de celui-ci par une
méthode numérique, et en y recherchant des agbiutisqaes tels que les métaux. Dans un
second temps, nous avons caractérisé les agetitpub®du foxing en évaluant leur viabilité,
leur capacité a pousser sur des milieux de culéir@ produire des mycotoxines. Cette
démarche a été adoptée afin de mieux préciserléedés différents agents biotiques et
abiotiques dans le processus de formation du fox@goour évaluer si le personnel de

bibliothéques en contact avec des livres foxés,egpibsé a un risque toxique via les

mycotoxines.

I-1) Caractérisation
I-1-a) Mesure des coordonnées chromatiques pgstérme L*a*b*CIE

La couleur des taches de foxing du livre étudiétéa caractérisée par le systeme
L*a*b* CIE. Elle a été comparée a celle d'un papihatman dopé en Fefdt vieilli sous
enceinte climatique durant 1 mois, de maniére apewer la couleur du foxing étudié a celle
d’une tache induite par le fer.

Le tableau XII indique les coordonnés L*a*b* relats a la couleur de 6 zones tachées
par le foxing et 6 zones non tachées par le foximdivre étudié. Ces mémes coordonnées
relatives a un papier Whatman dopé en getCVieilli durant 1 mois en chambre climatique,

sont indiquées en tableau XIII.

Tableau Xl : Coordonnées chromatiques des zonesefet non foxées du livre étudié.
Les résultats statistiques sont issus d’'un tedfaen et Whitney. La significativité des zones

foxées par rapport aux zones non foxées est expnraé** pour p < 0,001.

Echantillons L* a* b*
Livre étudié Zones foxées (n=6) 85,4 £2,3** 2,241 ,2** 14,4 + 2 5**
altére par le  Zones non foxées (n=€¢ 90,1+0,4 0+0,1 8,1+0,8

foxing
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Tableau XIII : Coordonnées chromatiques des zoor8ek et d’un papier Whatman dopé
avec 6,3ug/4 cnf de FeC (n=3) vieilli durant un mois.
Les résultats statistiques sont issus d’'un tedfaen et Whitney. La significativité des zones

foxées par rapport aux zones non foxées est expnrae** pour p < 0,001.

Echantillons L* a* b*
Zones foxées (n=6) 85,4+2 3** 2,2+1,2** 14,442 5**
Papier Whatman contenan 72,8+0,4 5,1+0,1 14,7+0,2
6,7ug
de FeC}

vieilli 1 mois en enceinte
climatique (n=6)
Papier Whatman non dopé 91,3+0,1 0,75+0,0 7,0+0,4
(n=6)

D’aprés le tableau XIlI, la luminosité (L *) de tashnon foxées est 1,05 plus élevge (
= 0,0003 que les taches foxées pour le livre étudié. laeurs a * de taches de foxing sont
faiblement positives (partie rouge de l'axe veug® du diagramme L*a*b*). Pour les spots
non foxés les valeurs sont proches d@ & (0,0003. Les valeurs b * sont 1,78 plus élevées
pour les taches de foxing attestant d’une coulé@uées dans la gamme de l'axe jaune des
taches de foxingp(= 0,0003.

La comparaison entre les coordonnées chromaticesetadhes foxées du livre étudie
et celles d'un papier Whatman dopé avec @y tle FeG(tableau Xlll), met en évidence le
fait que la luminosité (L*) de zones foxées est71fdis plus élevée que celle d'une tache de
fer (o = 0,003. Au contraire, le facteur a * relatif a I'intetéside la couleur rouge, indique
une valeur 2,32 fois plus élevée pour le fer pppoat a une tache de foxing liée a la couleur
rouge des oxydes ferriqugs=0,003.

Ainsi, la mesure de la couleur des taches de fopagle systeme L*a*b* CIE, a
permis de les caractériser de maniére numériqueokgective. Leurs coordonnées

chromatiques, sont significativement différentes teches d’origine ferrique. Afin de de
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d’affirmer cette hypothese, il convient d’analyles taches de foxing étudiées par MEB-EDX

en vue de rechercher la présence éventuelle adeifdiautres métaux.

[-1-b) Analyse par MEB-EDX
L’analyse MEB-EDX d’échantillons de papiers foxésien foxés de 1cfrest

présentéee en figure 29.
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Figure 29 : Spectres MEB-EDX de zones foxées etfawées. En encart sont indiquées les

cartographies en soufre des papiers étudiés (n=6).

La comparaison des spectres MEB-EDX entre les zdaedexing et les témoins zones non
foxées, met en évidence la présence de calcium sbufee dans les zones de foxing et ses
témoins. Aucun métal n'a été détecté, et en pdidicuni cuivre, ni fer. Seule la présence de
soufre est plus élevée dans les taches de foxing.
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L’absence de métal dans le foxing étudié permet d¥xclure I'origine métallique. Aprés
avoir caractérisé les agents abiotiques du foximays allons nous intéresser aux agents
biotiques afin d’évaluer leur métabolisme et alesir degré d’'implication dans le processus

de formation du foxing.

I-2) ATPmétrie
La présence d’ATP a été recherchée dans les exagiieux de zones foxées et non foxées
du livre étudié. Les valeurs de RLU de papiers $08é4 cri/mL) et de 3 lots de papiers non

foxés (1,4 criimL) (n=3), sont indiquées sur I'histogramme dédare 30.

0,400 ~
0,350

0,300 -

0,177

0,250 ~

0,200 m fx

RLU
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0,000 -

Figure 30 : RLU de papiers foxeés (fx) et non fog#x) (n=3).

Les valeurs de RLU des papiers foxés sont 4,6plois élevées que celles des papiers
non foxés i < 0,001) Ceci témoigne d’une plus grande quantité d’ATRsdas zones foxées
gue dans les témoins. Cependant, la valeur de RL, 877 des papiers foxée est faible
puisqu’elle correspond a une quantité d’ATP dep@3Cette valeur est proche de la limite de
détection estimée a 0,1 pg (Tableau VII). La mlittggsion de la surface de papier d'un
facteur 10 n’a pas non plus permis d’augmenteg¢pamse en RLU.

La RLU du témoin positif (papier artificiellemenbrtaminé paA. fumigatuskest de
13,77+1,16, ce qui correspond a une quantité d’A€m,1 ng. Ainsi, la viabilité des micro-

organismes présents dans le foxing est nettemeétignfe a celle d’'une moisissure telle
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gu’A. fumigatuscultivée sur papier durant 1 mois en laboratoildéanmoins, la différence
significative de RLU entre les papiers foxés et fmtés a permis d’envisager leur mise en
culture afin de vérifier I'obtention d’isolats foiggies et de rechercher la présence éventuelle
d’autres micro-organismes dans le foxing.

[-3) Mise en culture

L’identification des espéces fongiques apres miseudture des papiers altérés par du
foxing est résumée en tableau XIV.

Tableau X1V : Especes fongiques identifiees aprise mn culture de papiers détériorés par
du foxing sur différents milieux de culture.

Types de milieux utilisés Mise en culture du foxing| Mise en culture du foxing
(essai 1) (essai 2)
Cceur cervelle A. fumigatus A. niger

P. crustosum

Malt agar A. fumigatus Négatif

R8 P. chrysogenum Négatif
Czapek négatif Négatif

AlA négatif Neégatif

D’aprés le tableau X1V, la mise en culture du faxipermet d’obtenir des isolats
fongiques. En effetA. fumigatus, A. nigeet P. crustosumont été identifiés sur milieu Coeur
Cervelle. Sur les milieux R8 et malt agar, desaitsotleP. chrysogenum et A. fumigatusont
été respectivement identifiés. Les témoins papiers foxés ont tous été négatifs, attestant
gue seules les zones de foxing sont contaminéedgsaspores fongiques. Par ailleurs, tous
les papiers foxés n'ont pas permis de donner deatssfongiques, ce qui implique que les
zones de foxing ne sont pas homogénes entre Allesine bactérie, ni aucun actinomyceéte
n'ont été détectés.
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Nous avons montré que les espéces fongiques damsirig sont viables et permettent
d’obtenir des isolats. Afin de mieux préciser laativité métabolique et le rdle qu'elles
pourraient jouer dans le processus de formationfaking, nous avons recherché des
mycotoxines dans des extraits de foxing. Par asdleles méthodes de mise en culture
présentent I'inconvénient d’amplifier préférentsglient certaines especes fongiques par
rapport a d’autres. Ce biais ne permet donc pdseritification de la population fongique
compléte du foxing. Aussi, nous avons également waidterminer si la stratégie de
recherche de mycotoxines pouvait étre une altemmatix méthodes de biologie moléculaire,

afin d’identifier les especes fongiques du foxing.

[-4) Analyse HPLC-UV-MS

Les métabolites fongiques ont été recherchés @arexkraits de foxind.e profil idéal
serait d’observer un chromatogramme comportanipdesrelatifs aux mycotoxines dans les
extraits de foxing qui seraient absents du chrogratome des extraits de papiers non foxés
de ce méme livre.

Les chromatogrammes obtenus par HPLC-UV de pap@omisés par le foxing et non
colonisés par le foxing pour une surface de 11,3romaprés concentration par SPE, sont
exposés en figure 31.
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Figure 31 : Chromatogrammes des extraits de pagéésiores par le foxing (violet) et non
détériorés par le foxing (bleu) & 254 nm, obterarsamalyse par HPLC-UV de 11,3 ¥mL
de papiers aprés concentration par SPE.

Les chromatogrammes des papiers altérés par lengoet les témoins sont
superposables. Ceci a été confirmé par l'analyse g@ectrométrie de masse des

chromatogrammes des deux types de papier, en analigsspectre de masse méz 150 a
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m/z800 par paliers de 50 et par analyse par HPLCretoence. Un témoin positif, papier du
méme livre contaminé pak. fumigatus,a été également analysé par HPLC-UV-MS. Les

chromatogrammes sont présentés en figure 32.
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Figure 32 :Chromatogrammes représentant les courants ionigteasx en mode négatif de
20 pL de lextrait hydro-organique de 1 émL d’extraits de papier du livre étudié

ensemenceé pa. fumigatugA) et son témoin, papier du livre étudié non emsecé (B). Les

fleches a et b indiquent les principaux pics migwadence.

La figure 32 met en évidence des pics chromatoggapk non présents dans le
témoin. Le composé au temps de rétention 7,5 mimdp répondant an/z 651 en mode
négatif et celui au temps de rétention 18 min piclem/z =445en mode négatif, ne sont
pas répertoriés parmi les mycotoxined\.dfumigatus Les spectres de masse de ces deux

principaux composés sont indiqués en figure 33.
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Figure 33 : Spectres de masse des deux principampasés a et b, mis en évidence dans le
chromatogramme A représentant les courants ionitptasx en mode négatif de 20 de
I'extrait hydro-organique de 1 &imL d’extrait de papier du livre étudié, ensemepaéA.

fumigatus.

La recherche spécifigue de mycotoxines connu@s fiilmigatusa également été réalisée et

est présentée en figure 34. Il a été vérifié ge&tlont absentes du papier témoin.
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Figure 34 : Chromatogrammes et spectres de massepdpier du livre étudié, ensemencé
parA. fumigatuset maintenten étuvependant un mois. Les ions spécifiques de mycotgxine
connues telles que la tryptoquivalindnd/z = 401 en ESI-, fleche a) et la fumigaclavine A
(m/z= 299 en ESI+, fleche b), ont été respectivemetnbuvés aux temps de rétention 10,4 et
11,7 min. Les ions spécifiques de la fumiquinazIh (n/z= 442 en ESI-, fleche c) et de
I'acide helvolique ih/z= 567 en ESI-, fleche d), ont été détectés respautnt aux temps de

rétention 13 et 14,9 min.
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La figure 34 indique que des mycotoxines connués tlimigatus,ont été mises en
évidence. La tryptoquivaline Jn(z = 401, temps de rétention (tr) 10,5 min) et la
fumigaclavine A fn/z= 299 a tr = 11 min), ont été respectivement déescen mode négatif
et positif. Trois pics ont été observém& = 442 en mode négatif. Celui a 13 min a le méme
tr que la fumiquinazoline C (Communication O. Puglacide helvolique ih/z= 567) a été
également mis en évidence a tr = 14,9 min.

Les mycotoxines pourraient étre présentes dansxiad en trés faibles quantités, non
détectables par les méthodes analytiques utiliséms. cette raison, I'évaluation de la toxicité
d’extraits de foxing sur des cellules pulmonairescelture (lignée A549) par le test de

cytotoxicité (MTT) a été envisagée.

I-5) Tests MTT

La figure 35 représente les résultats de 3 testyteoxicité des cellules A549 a l'aide
du test MTT réalisés indépendamment sur les mémieaits de foxing dont les résultats
analytiques ont été précédemment exposes.

120 -

100 -

80 -

60 -

mfx

40 - W nfx

20 -

Pourcentage de cellules vivantes

Type de papier

Figure 35 : Pourcentage de cellules A549 exposégd ad’extraits de papiers détériorés par
le foxing (fx) (11,3 crymL) et non détériorés par le foxing (nfx) (11,3%m).

Il N’y a pas de différence significative entre lmupcentage de cytotoxicité des cellules
A549 exposées a des papiers détériorés par legaties papiers témoins non foxés. Ces
résultats sont corrélés a ceux obtenus par HPLOM$vhe mettant pas en évidence de pics
significatifs relatifs & des mycotoxines.
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Nous allons dans la seconde partie de ce travaik mtéresser au second type de substrat

étudié : les papiers peints issus de logementgreiEment contaminés par des moisissures.

Il) Papiers peints
De la méme maniére que pour le foxing, les pagiensts moisis issus de logements dont

les habitants ont été diagnostiqués comme portigusieurs symptéomes allergiques, ont
été caractérisés en y recherchant les especesg|fmsgies plus communes de I'environnement
par biologie moléculaire. Dans un second tempsgedaerche de métabolites fongiques a été
effectuée par HPLC-UV-MS, afin de déterminer sit @ossible d’établir un lien entre les

métabolites fongiques détectés par HPLC-UV-MS, est éspeces fongiques détectées par
microbiologie. Enfin, la toxicité de ces mémes ait$r hydro-organiques a été évaluée. Cette
démarche a été réalisée en vue de déterminerss’passible de relier une espéece fongique

donnée ou un métabolite donné aux symptémes désihialde ces logements.

lI-1) Analyses microbiologiques

Le tableau XV regroupe les résultats obtenus ppredherche des especes fongiques
suivantes ‘A. versicolor, S. chartarum, P. chrysogenum, C.aspbspermumpar qPCR et

culture pour les onze couples de papiers peintsimei non maoisis.

91



Tableau XV : Résultats de la recherche par cuktigar gPCR d’espéces fongiques dans les

papiers peints issus de logements (Résultats duorhtdire Chrono environnement

Besancon). POS : cultures positives, Ct : Cycledihold. Une PCR est considérée négative

pour un Ct supérieur a 45. M : papier peint m®i : papier peint non moisi.

P. chrysogenum A. versicolor C. S. chartarum
sphaerospermum
Numéros des | Culture | qPCR | Culture | gPCR | Culture | gPCR | Culture | gPCR
logements Penici-
llium sp.
1 M POS POS POS POS POB POS
NM
POS POS
2 M POS POS POS POS
NM POS
3 M POS POS POS POS
NM POS
4 M POS POS POS POS
NM POS
5 M POS
NM POS
6 M POS POS POS POS POS
NM POS
7 M POS POS POS POS POS POS POS
NM POS POS
8 M POS POS POS POS POS POS POS
NM POS POS POS POS POS
9 M POS POS POS
NM POS POS
10 M POS POS
NM POS
11 M POS POS POS
NM POS POS
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D’aprés le tableau XV, les especes fongiqieschrysogenumA. versicolor C.
sphaerospermunsont retrouvées sur les papiers peints dans yedasqgs les logements, soit
par gPCR, soit par culture. Les résultats positifsfPCR et négatifs en culture, s’expliquent
par la présence de 'ADN de I'espéce fongique,rgest pas viable et donc non apte a donner
un isolat sur milieu de culture. Deux cas de celtpositive et de gPCR négative ont été
rencontrés pour les logements 5 et 11. Ces caepesiexpliquer par le fait que la gPCR a
détectéP. chrysogenummais que l'identification des cultures n’a étédajue sur le genre

Penicillium.

Dans le cadre de ce travail d’'identification depéeges fongiques présentes dans les
papiers peints moisis, le CHU de Besancon a égaleeffectué des prélevements d’air et de
surface dans les habitations. Les résultats diadeesurface sont comparables a ceux des
papiers peints avec pour espéces majoritaires dgapius d’UFC/mi: Penicillium sp., A.
versicolor et C. sphaeropermum. S. chartararété peu détecté. D’autres espéeces fongiques
minoritaires ont été détectées comfmaidulansetA. glaucus.

Nous avons vu que des especes fongiques ont &étélst dans les papiers peints par
biologie moléculaire, et qu’il est difficile d’assier. Nous allons, dans la suite de ce travalil,
nous intéresser a la recherche des métaboliteggfoesy pour tenter d’établir un lien avec les

especes fongiques détectées par microbiologie.

lI-2) Analyse HPLC-UV-MS

Le tableau XVI regroupe les principaux métabolisexondaires présents dans les
papiers moisis de chacun des 11 logements. LedrepddPLC-MS des extraits de papiers
peints des logements ont été analysés par pakesd @t les métabolites fongiques connus ont
été recherchés.
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extraits hydro-organiques des papiers peints mdesishacun des 11 logements.

Tableau XVI: Profil des signaux de masse de métabolites seresditectés dans des

m/zen ESI- 387 401 445 463 487 505
N° du logement tr= 17_,9-18,3 tr= 11.,1-11,7 tr= 17.,2-17,6 tr= 14_,7-15,4 tr= 19,.8-20,6 tr= 23_,9-24,5
min min min min min min

1 M p (1.10) p (4.10) p (0,5.16) p (4.10) p (4.10) a

NM
a a a a a a

2 M a a p (0,5.16) a a a
NM a a a a a

3 M p (2.10) a a a a p (6.10)
NM a a a a a a

4 M a a p (0,5.16) a a p (1.16)
NM a a a a a a

5 M a a a a a p (0,5.16)
NM a a p (1.16) a a a

6 M a a a p (1,5.18) a a
NM a a a a a a

7 M a a a p (1.16) p (2.10) a
NM a a a a a a

8 M a a a p (1.10) p (2.16) a
NM a a a a a a

9 M a a a a a a
NM a a a a a a

10 M a a p (6.16) a a a
NM a a a a a a

11 M a a a a a a
NM a a a a a a

Les m/z ont été classées par ordre croissant. a = ahgentprésent, entre parenthéses est
indiguée l'intensité du pic en spectrométrie de sp&rs= temps de rétention. Le bruit de fond

est d’environ 1 M : papier peint moisi; NM : papier peint non sioi
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D’aprés le tableau XVI, neuf papiers peints comgrurtddes composés dont legz
sontprésentes dans les papiers peints moisis et absdaesepapiers peints non moisis. lls
peuvent ainsi étre qualifiés de métabolites fonggquPar recherche dans une banque de
données (Handbook of secondary metabolites, €bkd. 2003), les composés ae/z 387,
463, 505 eti45 peuvent étre attribués respectivement aux coéspmsvants :

* Le versiconol acétate de masse molaire 388 g/melc@nposé a été isolé chaz
parasiticus (Yabe et al. 1991). Ce champignon n’a pas été retrouvé panogiel
moléculaire, ni dans les papiers peints, ni daspitélevements d’air ou de surface. Le
versiconol acétate est un intermédiaire dans la de biosynthese des aflatoxines.
D’aprés la formule de ce composé en tableau XV#agit d’'un composé hydroxylé.
Son spectre M5(figure 36), montre une perte de 18 g/mol entredmposé den/z
387 et son fragment da/z369. Il s’agit donc probablement d’'un composé byslie,
en accord avec la formule du versiconol acétatalgieau XVII.

» La chloronectrine de masse 464 g/mol est un atitijoie produit paNectria coccinea
qui n’a pas été retrouvé par biologie moléculaire.

* L'antimycine A;de masse 506 g/mol est un antifongique produitShaptomyces sp.
qui est parfois retrouvé dans les jus de fruitdig@Bomezet al. 1995).Streptomyces
sp.n’a pas éteé retrouvé par biologie moléculaire.

» L’atrononeB de masse 446 g/mol, produit @rchartarum(Hinkley et al. 2003) S.

chartaruma été retrouvé dans les papiers peints issus gemknts 1, 7 et 8.
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Tableau XVII : Formules du versiconol acétate,aleHloronectrine, de I'antimicyne, A&t

de I'atranone B.

Composés Structure chimique

Versiconol acétate

Chloronectrine

Antimycine Ay !
o)
0
U 0
\_/\\\,0 HO  HN—
0 g
Atranone B Ve Me M Ve
0\2\
oY S H OMe
H-—}—%H ol
A e
070N g
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Figure 36 : Spectre MSdu composé de/z387 en ESI —

Nous avons vu, dans la revue bibliographique, querbduction de meétabolites
secondaires fongiques est dépendante du subdiaat. donné que peu d’études rapportent la
production de métabolites fongiques sur supportgrgg@int, nous avons ensemenceé chacune
des quatre especes fongiques détectées par biohmigeulaire £. chartarumA. versicolor
C. sphaerospermumP. chrysogenujn sur un papier peint non posé nous servant de
référence. Nous y avons recherché les métabolitassds dans les papiers peints des
logements. Le tableau XVIII montre que les compodéan/z 401 et 487 seraient des

métabolites d&. chartarum.

Tableau XVIII : Recherche des métabolites issugagiers peints de logements dans des
papiers peints ensemencés artificiellement paedpsces fongiques.

a= absent, p= present. Entre parenthéses est éntigiensité du signal en spectrométrie de

masse
m/zen ESI- 387 401 445 463 487 505
tr=17,9-| tr=11,1- tr = 17,2- tr = 14,7- tr=19,8- tr = 23,9-
18,3 min| 11,7 min 17,6 min 15,4 min 20,6 min 24,5 min
P. chrysogenum a a a a a a
A. versicolor a a a a a a
C. a a a a a a
sphaerospermum
S. chartarum a p (3.10) a a p (0,6.106) a
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Afin de s’assurer que les composésnaiz 401 et 487 présents dans les extraits de
papiers peints de logements moisis ont la mémetateique les composés iagz401 et 487
détectés dans l'extrait de papier peint artifiegelent ensemencé p&. chartarum leur

spectre de second ordre (RJ@ été étudié. Il est présenté en figures 37alet 37
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Figure 37a: Chromatogrammes et spectres de mass®rdposé dan/z = 487 issu de
I'extrait de papier peint moisi n° 1 (& gauchedetl’extrait du papier peint artificiellement
contaminé pa8. chartarumg droitg.

En premiere ligne sont indiqués les chromatogramraesdeuxieme ligne les spectres de
masse et en troisiéme ligne, la fiB composé de/z= 487 ou les ions fils sont indiqués par
des fléches.

Le composé den/z487 détecté a 20 min dans I'extrait de papier pefit et dans
'extrait de papier peint artificiellement contaminpar S. chartarumse fragmente en
composés dm/z469, 445, 385 et 367 pour les deux extraits. llapmsé dan/z 487etrouvé
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dans l'extrait de papier peint n°1 possede donmémne structure que celui retrouvé dans
I'extrait de papier peint artificiellement contar@iparS. chartarumCe composé peut donc
étre attribué &. chartarum.

Les hypotheses de fonctions relatives a la strectir composé den/z 487 sont
exposees dans le tableau XIX. Le fragmeninde= 469posséde une différence de masse de
18 g/mol avec le composé parental 487 ce qui pbuwwarespondre a la perte d’une molécule
d’eau Ainsi le composé den/z487, serait un composé hydroxylé.

Les fragments den/z 469, 445, 385 et 367 issus du composénde 487ont également été

retrouvés dans les extraits des papiers peint87 et

Tableau XIX : Hypotheses de fonctions de la stngctlu composé dm/z= 487 Utilisation
de la MS pour identifier des fonctions présentes sur lemusg de m/z 487. Fg : fragments

issus du composeé parental M ou d’'un autre fragment.

m/zdu composé M m/zdes fragments du Hypothéses de fonctions
composeé parental M pouvant correspondre a la
différence de masse entre le
composé M et chaque
fragment ou entre
fragments
487 Fgl: 469 (-18 g/mol par rapport a M
H,O
Fg2: 445 (-42 g/mol par rapport a M)
C.,H,0O, NCNH, NCO
Fg3: 385 (-60 g/mol par rapport a Fg2)
C3H,OH
Fg4 : 367 (-18 g/mol par rapport a Fg3)
H.O

Le composé de masse 488 g/mol est probablemenbmpasé hydroxylé. Selon le
Handbook of fungal metabolites, plusieurs métabslisecondaires correspondraient a une
masse de 488 g/mol : la tryptoquivaline B prodwer A. clavatuset A. fumigatus,la
terrotonine produite paA. terreus(Springeret al. 1979). lls ne sont pas associésSa

chartarumdans la littérature, leurs formules sont indiquéres$ableau XX.
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Tableau XX : Formule de la tryptoquivaline B etldeerrotonine.

Composeé Structure chimique
Tryptoquivaline B Yy
N/
A
o=—=( N
o={

terrotonine

Le composé den/z401 détecté a 11 min, dans I'extrait de papiertpeid et dans
'extrait de papier peint artificiellement contamirgar S. chartarum,se fragmente en
composeés de/z373, 357 et 329 pour les deux extraits (figure)3Zb composé den/z401
retrouvé dans I'extrait de papier peint n°1 possimiec la méme structure que celui retrouvé
dans I'extrait de papier peint artificiellement taminé parS. chartarumCe composé peut

donc étre attribué &. chartarum
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Figure 37b : Chromatogrammes et spectres de mass®rdposé den/z = 401 issu de

I'extrait de papier peint moisi n° 1 (& gauchedetl’extrait du papier peint artificiellement
contaminé pa8. chartarumg droitg.

En premiere ligne sont indiqués les chromatogramraesdeuxieme ligne les spectres de
masse et en troisiéme ligne la M5 composé de/z=401 ou les ions fils sont indiqués par

des fleches.
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Les hypothéses de fonctions de ce composé relatil@dS sont regroupées dans le
tableau XXI. Le fragment den/z = 373 possede une différence de masse de 28 avec le
composé 401, ce qui pourrait correspondre a leepEun groupemenéthylene ou N-CH

Ainsi, le composé dmasse 402 g/mpserait un composeé insature.

Tableau XXI : Hypotheses de fonctions de la stngctlu composé dm/z= 401 Utilisation
de la MS pour identifier des fonctions présentes sur lemasg dem/z= 401.

Fg : fragment issus du composé parental M ou dutredragment

m/zdu composé M m/z des fragments du Hypotheses de fonctions
composé parental M pouvant correspondre a la
différence de masse entre I¢
composé M et chaque
fragment ou entre

v

fragments
401 Fgl: 373 (-28 g/mol par rapport a M
H,C=CH, ou N-CH
Fg2 : 357 (-44 g/mol par rapport a M)

CoHe ,CoH0, CO;,
N,O,CONH,,NHCH, CHs

Fg3: 329 (-28 g/mol par rapport a Fg2)
H,C=CH, ou N-CH,

Selon le Handbook of fungal secondary metabolitesjx composés de 402 g/mol sont
associes &tachybotrys sp.

-2a- hydroxystachybotrylactone (produit @&rchartaruny,

-K-76 (produit paiS. Complementi

Leurs formules sont indiquées en tableau XXII.
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Tableau XXII : Formules de lax2 hydroxystachybotrylactone, et du composé K-76.

Composeé Structure chimique

20- hydroxystachybotrylactone

K-76

La recherche de métabolites fongiques dans leaitsxtte papiers peints de logements,
a permis de détecter des pics relatifs a des miétgfongiques, contrairement au foxing.
Grace a I'ensemencement individuel d’espéces famgicsur papier peint et a l'aide de la
MS?, nous avons pu relier les composésmie401 et 487 &. chartarum.
L’identification des autres composés est diffiode raison de la diversité des métabolites
fongiques et de la complexité des conditions dedytion des métabolites fongiques,
différentes d’'un substrat a un autre. En particule des six composés détectés dans les
extraits de papiers de logements, n'ont pas étéuets dans aucun des extraits de papiers
peints artificiellement ensemencé parchrysogenum, C. sphaerospermum, A. versicolor.

Afin d’améliorer les connaissances sur la producties métabolites fongiques dans la
matrice papier peint, nous avons également an#gsgpectres de masses des papiers peints
artificiellement ensemencés pBr chrysogenum, C. sphaerospermum, A. versicelds.
chartarummis en culture durant 1 mafgures 38 a 40). lls ont été analysés par patier§0

et en recherchant les métabolites fongiques spéesi de chacune des especes fongiques.
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Figure 38: Chromatogramme du composénde 329 en ESI- d'un extrait de papier peint

artificiellement contaminé pd. chrysogenurat son spectre de masse.

Le composeé 1 correspond a un métabolite reld®if éhrysogenum 13,9-14,4 min de
m/z 329 (mode négatif). Cinq composés répertoriés daiHandbook of fungal secondary
métabolites correspondent & une masse molaire @egB8ol : Aflatoxines B2, G2, M,
(Wilson et King 1995). Ces composés n’'ont pas é8d@és jusqu’ici &. chrysogenunle
composé den/z 329 est probablement un nouveau composé non ergeeorié pour cette
espéece fongique. Lors de la recherche des métabotibnnus deé?. chrysogenumpn
composé den/z = 265en mode négatif a été détecté a 16,8 min. Ce campest pas associé
a P. chrysogenundans la littérature, mais peut correspondre aux po@dgs suivants :
hydroxytrichodermol, produit pavlyrothecium roridum(Jarviset al. 1985), tsugicoline A,
produit parEchinodontium tsugicoléArnoneet al. 1995).

Pour I'extrait de papier peint artificiellement ¢aminé parC. sphaerospermum,
aucun pic chromatographique significatif n’a étéed#. Il semblerait quke substrat papier
ne favoriserait par la production de métabolitegigmes poutC. sphaerospermunia non
détection de métabolites relatifsCa sphaerospermum été déja rapportée dans une étude sur

milieu Dichloran Rose Bengal Yeast Extract Sucrbgar (Anderson et Frisvad 2004).
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Figure 39 : Chromatogramme du composénde384 en ESI-d’'un extrait de papier peint

artificiellement contaminé p&. chartarumet son spectre de masse

Le composé 2 en figure 39 correspond a un métabdaiatif aS. chartaruma 17,4-
18,3 min dem/z= 384 (mode négatiflyn composé répertorié dans le Handbook of fungal
secondary metabolites correspond a une masse edeai385 g/mol : la stachybotrine B,
meétabolite deS. chartarum espéce fongique retrouvée dans notre travail lpalogie
moléculaire. Lors de la recherche de mycotoxinesiges deS. chartarumdeux composés
dem/z= 659,4 et 533 en mode négatif ont été retroueggactivement a 13,5 et 23 min. Ces
composeés ne sont pas associ&s ehartarunmdans la littérature. Le composé méz = 659,4
n'est pas répertorié dans la banque de donnéeéseatilLe composé dma/z = 533 pourrait

correspondre aux composés suivants : AntimycinetAacide ganodérique L.
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Figure 40 : Chromatogrammes et spectres de masserdposé den/z = 353 (ESI-) issu

d’'une solution de 5-méthoxystérigmatocystine (acbal) et de I'extrait du papier peint

artificiellement contaminé pak. versicolor & droitg.

En premiere ligne sont indiqués les chromatogramrmeesdeuxieme ligne les spectres de

masse et en troisiéme ligne la B composé dm/z=353 (ESI-)

D’apres la figure 40, le composé 4 correspond énétabolite relatif 3. versicolora

21,3 min dem/z= 353 (mode négatif); il a le méme temps de ré&emru’une solution de
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5-méthoxystérigmatocystine (composé 3). Par adléaMS’ des composés 3 et 4, montre un
fragment 340 issu des composés 3 et 4.
Il est a noter que la stérigmatocystine n’a pasrétéuvée dans l'extrait de papier peint
artificiellement ensemencé parchartarum

Nous avons détecté dans les papiers peints masisggments plusieurs métabolites
fongiques. Dans la suite de ce travail, le risqugcatoxicologique des extraits hydro-
organiques de ces papiers peints a été évaluénsuodele cellulaire respiratoine vitro, sur
lequel a été effectué un test MTT, I'expression mésliateurs de l'inflammation et du CYP
1A1.

[I-3) Tests MTT

L’analyse par HPLC-UV-MS avait permis de mettreésidence des composeés dont les
m/z sont présentes uniquement sur les papiers peiotsian Afin de déterminer si ces
métabolites peuvent avoir un effet sur un modellellege in vitro, des cellules A549 ont été
exposées durant 24 h a des extraits de papiersspaioisis et non moisis (issus des 11
logements), sur lesquelles un test MTT a été atsdont les résultats sont présentés en
figure 41.

1200 933 952 99,2

5 950 923 901 100,04, 491,2
852 92,2 84,674 90,8 gq30%0%931913 999

81,37 T
|

=
=)
=
=]

- 100,0
90,9 %

80,0 61,2
60,0 4 50
20,0

20,0 -

=
=

Pourcentage de cellules vivantes{%}

2, % > 5 5 % 1 ® 9 A0 A

oo™ \Qi\
_a‘&e‘?“ = Q‘cf)
Q""‘Q\ oSy
.oxo"p
N
M papiers peints moisis ©

Opapiers peints non moisis

Figure 41 : Pourcentage de cellules vivantes ASg@sces a des extraits de papiers moisis et
non moisis issus de 11 logements, et d'un papiet pen moisi non encollé (Résultats issus
de trois cultures indépendantes exposées durane@#4s a L d’extraits de papiers peints
de 1 cnymL). En*est indiqué le pourcentage de cellules vivantesifiigtivement différent

du papier peint témoin.
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La figure 41 met en évidence une différence sigaifie de pourcentage de cellules
vivantes des papiers peints moisis 1 et 5, parar@u papier peint témoin. Le pourcentage
de mortalité cellulaire est de 38,8% et 35,4% respement pour les papiers peints 1 et 5.

La diminution du pourcentage de cellules vivantegosées aux extraits de papiers peints
moisis 1 et 5, peut s’expliquer par différents cosg®odan/z présentées en tableau XVI.. La
Clsp de la gliotoxine au cours des 3 tests MTT étai0@3 + 0,32 uM. Ainsi, la toxicité des
papiers peints moisis 1 et 5, est plus faible alle d’'une solution de gliotoxine de 0,53 uM
induisant 50% de mortalité.

Ces résultats montrant une toxicité de deux papieirsts, sont en accord avec la présence de
métabolites fongiques détectés par HPLC-UV-MS. Dansuite de ce travail, nous avons

évalué le potentiel pro-inflammatoire de ces eidrai

lI-4) Expression des médiateurs de I'inflammation

Aprés I'évaluation de la cytotoxicité des extrditglro-organiques des papiers peints
moisis, il a été évalué I'expression des médiatdarkinflammation (TNFe, IL-8, GM-CSF)
et du CYP 1Al de cellules A549 exposees a ces méRieats. Les résultats sont présentés

en figures 42a a 42c.
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Figure 42a: Expression du TNk-de cellules A549 exposées durant 6 h aR%l’extraits
hydro-orgnaniques de papiers peints moisis (neirsjon moisis (blancs). Résultats de deux
cultures indépendantes. En * sont indiqués lesrétloms significativement différents du

papier peint ttmoin (non moisi non encollé).
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Figure 42b : Expression de I'lL-8 de cellules A5&@posées durant 6 h a Ak d’extraits
hydro-orgnaniques de papiers peints moisis (n@trsjon moisis (blancs). Résultats de deux
cultures indépendantes. En * sont indiqués les rédloas significativement différents du

papier peint témoin (non moisi non encollé).

109



100,0

=)
&
=]

60,0 |
40,0 4

20,0 2.4 1,6

13 .11 11

Surexpression du CYP 1A lpar rapport aux
puits témoins et au TBP

1,71,0 3709 06 1405 2804 a0 03 13 g9
0.0 +— _'_ﬁ.—:—._'_ﬁ—:ﬁ\_'_iﬁ_liaﬁ_'_m\_'_ﬁm_'_ig._'_ — W
N v ] ™ “ © A @ b \’Q oY &
&
20,0 &

M papiers pients moisis

O papiers peints non moisis

Figure 42c : Expression du CYP 1A1, de cellules A\BAposées durant 6 h & 25 d’extraits
hydro-orgnaniques de papiers peints moisis (n@trsjon moisis (blancs). Résultats de deux
cultures indépendantes. En * sont indiqués lesrétloms significativement différents du

papier peint ttmoin (non moisi non encollé).

La figure 42a, met en évidence une surexpressiomNfra pour les papiers peints
mosis 1 a 6 et le papier peint moisi 8 (p< 0,03xnPtous ces papiers peints des métabolites
fongiques avaient été détectés (tableau XVI). Umexpression de I'lL-8 et du CYP 1 Al
(p< 0,03) a été observée uniguement pour le pgaiet moisi 1. Aucune surexpression de

GM-CSF n’a été observée.
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DISCUSSION

Notre travail a consisté en I'étude de deux typeswupports papiers : d’'une part, des
papiers patrimoniaux altérés par le foxing et daytart, des papiers peints moisis issus de
logements, dont les habitants ont été diagnostigc@®mme porteurs de symptbmes
allergiques. Les objectifs principaux de ce traegdient d’'identifier si des espéces fongiques
étaient présentes sur ces deux types de suppgierp@t de déterminer si des métabolites
fongiques y sont produits. Pour le foxing, nous avégalement cherché d’autres origines, en
particulier métallique, ou d’autres micro-organismeomme les actinomycétes ou les
bactéries. Enfin, les métabolites fongiques retésuwont été testés sur des cellules

pulmonaires en culture afin d’y chercher une tagici

L’originalité de notre travail sur le foxing a caste¢ a évaluer si la recherche de
mycotoxines pouvait étre une alternative aux métharassiques de biologie moléculaire
afin d’identifier les espéces fongiques du foxiRgrallelement a cette stratégie, nous avons
combiné un ensemble de méthodes physiques et bytignas afin d’améliorer les
connaissances et la caractérisation des agentsqale®et biotiques du foxing, dans le but de
mieux comprendre le ou les causes de ce phénorhdridisation de méthodes physiques
nous a permis d’'une part, grace a la spectrocoérie) de proposer une méthode numeérique
et donc objective afin de décrire la couleur duirigx et d’autre part de mettre en évidence
gue les coordonnées chromatiques du foxing étumhié significativement différentes d’'un
foxing d’origine ferrique. Jusqu’ici la couleur doxing a été décrite dans littérature de
maniere visuelle et donc subjective. Press (Pre@%)28vait défini une échelle de « degré de
foxing » fondée sur I'observation visuelle allamt @ pour I'absence de foxing, a 10 pour un
degré total de foxing. Cette échelle dépend desiarvde chaque observateur et ne peut-étre
utilisée en tant que base commune de la descrigiéda couleur du foxing. Cain (Cain 1984)
avait distingué deux types de foxing : des tachedading tres foncées en leur centre a
contours circulaires (appelées bullseyes), quiieetral’origine métallique, et des taches de
foxing plus claires a contours irréguliers (appeléaowflakes), qui seraient associées a un
phénoméne fongique. La encore, il s’agit d’'une dpson visuelle et subjective. Grace a
l'utilisation de la spectrocolorimétrie et du sys& L*a*b*, nous avons décrit la couleur du
foxing par des données numériques et objectivette Geethode définie par le CIE (CIE 1978)
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pourrait étre utilisée pour de futures étudesatdioxing afin de disposer d’une base commune
pour la mesure de la couleur de celui-ci. Nous avéalement démontré que les coordonnées
chromatiques du foxing étudié dans ce travail saghificativement différentes de celles
d’'une tache de fer. Cependant si la spectrocoldrienpermet de définir la couleur du foxing
de maniere numérique et objective, il est diffi@eec cette seule technique d’appréhender
I'origine du foxing. On ne peut qu’émettre I'hyposigeque notre foxing n’est probablement
pas d'origine ferrigue. Seule I'analyse MEB-EDXanfirmé I'absence de fer et de tout autre
métal, et nous a permis d’exclure I'origine métple du foxing dans notre travail. Cette
absence de métaux dans le foxing avait déja étgteléans la littérature. A ce titre, Arai
(Arai 2000), n'avait trouvé ni fer, ni cuivre, ninz, et avait conclu a I'origine fongique du
foxing. Press et Florian (Press 2001; Florian 1988yaient pas trouvé non plus une
concentration en fer significativement différentand les zones altérées par le foxing par
rapport aux zones de papiers témoins. Par aill¢arsalyse MED-EDX a montré plus de
soufre dans les zones altérées par le foxing qne @& zones témoins. Le soufre pourrait
avoir pour origine I'alun, additif ajouté au XIXensecle pour précipiter les colles (Ministére
de la culture et de la communication, http://wwvtie.gouv.fr) qui accentuerait la
décoloration du papier (Missaet al. 2006; Brickle 1993). Mais ce soufre, qui se priésan
I'état naturel sous forme de cristaux jaunes pduégalement provenir d’especes fongiques
qui l'auraient sécrété en se déposant au niveapagier. En effet le soufre est un élément
essentiel pour tous les étres vivants. Il est ptédans deux acides aminés naturels, la
cystéine et la méthionine. La quantité de souftes @levée dans le foxing par rapport aux
zones témoins, souléve la question d'un dépbt deses fongiques antérieur a la formation
du foxing, ou d’'un dépdbt des spores fongiques piestéa la formation du foxing. Afin de
répondre a cette question, il conviendrait de comar artificiellement une page de papier
par un champignon, (idéalement du papier Whatmammé de 100% de cellulose, et donc
dépourvu de soufre ou de métal), et de le laissei€selopper sur le papier pendant plusieurs
mois, voire plusieurs années. Il suffirait ensuiee débarrasser la surface du papier du
mycélium développé, soit en grattant la surfacepdpier, ou, comme certains auteurs I'ont
fait, en lavant le papier avec une solution SDS/eaeen 40 (Pinzart al. 2010), et observer
si des taches de foxing sont apparues et si ellesecinent du soufre par une étude MEB-
EDX.

Aprés la caractérisation du foxing par des méthgissiques, nous avons utilisé des

meéthodes bioanalytiques afin d’en caractériserapants biotiques. La viabilité des micro-
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organismes du foxing a été évaluée par ATPmétreerats en évidence une quantité d’ATP
de l'ordre du pg dans les zones foxées, signifieatient plus élevée que les zones témoins.
Nous avons ainsi démontré que la quantité d’ATP dafexing est 1000 fois plus faible que
la quantité d’ATP produite par une moisissure dtpss telle quA. fumigatus laissée a
pousser sur du papier pendant 1 mois. Nous avonsgpoparer de maniere quantitative la
viabilité des éléments fongiques du foxing par map@ une moisissure cultivée sur papier
durant 1 mois. Cette technique d’ATPmétrie rapidiefagile a réaliser, est actuellement
utilisée en routine au CRCC afin d’expertiser desvras graphiques dont on soupgonne une
contamination fongique.

Ainsi, pour la premiére fois, la viabilité des nuevrganismes du foxing a pu étre
guantifiée et démontrée de maniere numérique. Jasprésent, la viabilité des micro-
organismes dans le foxing avait été démontrée s em culture (Arai 2000; Beckwitt al.
1940, Florian 1996; Florian et Manning 2000; Monaetimi Corte et al. 2003) ou par
amplification directe de I'ADN dans les zones deiffigx(Rakotonirainyet al. 2007). La
culture présente l'inconvénient d’étre longue (fuss jours), et d’entrainer d’éventuels faux
négatifs par l'utilisation de milieux de culture madéquats aux especes fongiques a
rechercher. L'obtention d’isolats fongiques, a paite la mise en culture de papiers altérés
par le foxing, confirme les résultats d’ATPmétriefaveur de micro-organismes viables dans
le foxing. Des espéces fongiques identifiées danfoking ont été déja décrites dans la
littérature (Arai 1987 et 2000; Beckwitt al. 1940; Cain 1987; Natt al. 1983). Si certains
auteurs ont identifié des espéeces fongiques xdesptelles quA. penicilloideset Eurotium
herbariorum(Arai 1987) nous avons, nous aussi, retroasespeces xérophiles, nigeret
P. chrysogenurmlLes autres especes fongiques identifidesffmigatuset P. crustosumy ne
sont pas xérophiles.

Les milieux de culture fongique, décrits dans ti@idature pour la mise en culture des
papiers altérés par le foxing, sont des milieux paside types PDA, MEA, DG-18 (Arai
2000; Beckwithet al. 1940; Florian et Manning 2000; Net al. 1983). A coté de ces milieux,
nous avons voulu utiliser des milieux de culturestu®s a la culture d’autres micro-
organismes tels que les bactéries ou actinomyeetesilisant des milieux Cceur Cervelle, R8
et AIA (Actinomycetes Isolation Agar). Tous les map foxés n'ont pas permis de donner des
isolats fongiques, impliguant des zones de foxing homogénes entre elles. Par ailleurs,
aucune bactérie, ni aucun actinomycete n’ont éictis (Roquebert 2002, De Paolis et Lippi
2008).
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Nous avons ensuite recherché des mycotoxines foegiglans le foxing afin de
poursuivre la caractérisation fongique et de redier une alternative aux méthodes de
biologie moléculaire qui présente des biais, ave@articulier celui de ne détecter que les
especes predominantes (Bellemeiral. 2010). Les métabolites fongiques ont été recherché
dans les extraits de foxind.e profil idéal aurait été d'observer un chromastmgme
comportant des pics relatifs aux mycotoxines dassektraits de foxing qui seraient absents
du chromatogramme des extraits de papiers non foleéxe méme livre. Aucun pic
chromatographique n’a été détecté, et nous avoniévid non production de mycotoxines
par A. fumigatussur des zones non foxées du livre étudié par ummplgmon. Les
chromatogrammes des papiers altérés par le foxitesdémoins sont superposables. Ceci a
éteé confirmé par I'analyse par spectrométrie desmaes chromatogrammes des deux types
de papier, et par analyse par HPLC-FluorescencemAins deux hypotheses expliquant
I'absence de mycotoxines peuvent étre évoquées :

- Soit le foxing est bien di aux champignons et t#aissance ne s’accompagne pas de
mycotoxines. Celles-ci peuvent aussi étre en tedpld quantité pour les seuils de détection
actuels, ou elles ont été déegradées apres leuafmmmau cours du temps. On peut supposer
gue la faible quantité d’ATP, de l'ordre du pg, kope que le métabolisme des spores soit
ralenti et que la production de mycotoxines y flile ou inexistante.

- Soit la présence de spores n'est que le refletedaitération du papier avec une
« adhésion » des spores sur ces endroits Iéséen@ap, I'observation de filaments en MEB
va a I'’encontre de cette hypothése.

La non détection de mycotoxines dans les extraitkdiorganiques de papiers altérés
par le foxing n’exclue pas formellement la présetdeemycotoxines en tres faibles quantités
mais contrairement a nos attentes, ils ne peuvsnuélisés en tant que biomarqueurs d’'une
contamination fongique. Des auteurs, intéressés Iparecherche de biomarqueurs de
champignons, ont proposé la recherche d’acides anpaé chromatographie sur couche
mince et la recherche d’acides organiques pardBofzhorese (Arai 2000). D’autres auteurs
se sont intéressés a la détection de groupement®ngde ou de groupements amides
primaires et secondaires par spectroscopie infrar@utgansformée de Fourier (Bicchieti
al. 2002; Manscet al. 2009; Zottiet al. 2011). Bien que certains auteurs aient pu émettre
I’hypothése d’une signature spécifique des changrigrpar les groupements amides, il n’en

reste pas moins que ces mémes groupements pewvegtr@iver sur la matrice papier. De
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plus, ces fonctions chimiques ne sont pas spécsHigiiene espéce fongique donnée et ces
méthodes ne peuvent pas répondre a la stratéglentification des espéces fongiques du

foxing.

En raison de la forte toxicité cellulaire de carés mycotoxines, un effet sur des
cellules A549 aurait pu étre observé malgré de faddes concentrations (Blnget al.
2004). Il n’y a pas de différence significative renfie pourcentage de cytotoxicité des cellules
A549 exposées a des papiers détériorés par ledamtimes papiers témoins non foxés. Ces
résultats sont corrélés a ceux obtenus par HPLOM$vhe mettant pas en évidence de pics
significatifs relatifs & des mycotoxines. Aucunéétence significative de toxicité par le test
MTT entre les papiers altérés par le foxing ettégsoins n'a été mise en évidence, ajoutant
un argument supplémentaire pour I'absence de mycet® dans les taches foxées du
manuscrit étudié. Cependant, en I'absence de méshamtalytiques plus sensibles, la présence

de mycotoxines dans le foxing en quantités trdddaine peut étre exclue.

Dans le cas du deuxieme support papier étudictajeié les papiers peints moisis
issus de logements, la particularité de I'étudesistait a identifier directement sur ces
matrices complexes la population fongique par nhicdogie, ses métabolites par chimie
analytique et évaluer si ces matrices complexevagent entrainer une cytotoxicité sur un
modele cellulaire respiratoirg vitro.

Parmi les quatre espéces fongiques rechercli@addsporium sphaerospermu.
versicoloret P. chrysogenum, S. chartariynseulS. chartarumest retrouvé uniquement dans
3 des papiers peints des logements alors quedssauntres especes sont retrouvées dans la
majorité des papiers des logements. L'absenceSdehartarumdans la majorité des
logements, peus’expliquer par la nécessité d’'une disponibilité eau élevée pour cette
espéece fongique en milieu intérieuaw> 0,90(Husman 1996; INPS 2002, Maheux 1998).
Cependant, nous ne pouvons pas conclure sur ce pasdue nous ne disposions pas des
informations relatives aux taux d’humidité dansdé&rents logements étudiés.

Dans seulement 2 logements, un SBS a été diagnéstta’est dans ces 2 logements §ue
chartaruma été identifié par culture et/ou gPCR. Cette esgengique pourrait ainsi étre
reliée au SBS. L'association des espéces fongiguedBS n’est pas clairement établie dans

la littérature. Certains auteurs y ont assda@ergillus sp Penicillium sp, S. chartarumau
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SBS (Al-Ahmad et al. 2009; Cooleyet al. 1998; Saijoet al. 2011) sans explication
convaincante.

Contrairement aux extraits hydro-organiques durfgxdans lesquels aucun métabolite
fongique n’avait été détecté, des pics chromatdggaes dans les extraits de papiers peints
moisis ont été mis en évidence. Ces métabolitesnétabsents des papiers peints non moisis.
La plus grande quantité de moisissures, par rapopapier foxé de la premiére partie de ce
travail, explique cette différence, les méthodesldiques ayant pour cette application une
sensibilité suffisante. Cependant, seuls deux coégpdam/z401 et 487 issus des extraits de
papiers peints moisis des logements 1, 7 et 8,panétre attribués &. chartarum.Ces
résultats sont en adéquation avec les analyseslmotrgiques, puisqué. chartaruma été
détecté dans ces mémes logemebigentification des autres composés a été diticiin
raisondu manque de connaissances concernant la prodw#mmeétabolites fongiques sur
des matrices telles que le papier peint. Pour eonéw cette difficulté, nous avons ensemencé
artificiellement des papiers peints par une despeees fongiques retrouvées en culture.
L’'analyse HPLC-MS de ces papiers peints artifieielent contaminés a permis de mettre en
evidence des mycotoxines connues comme la 5-mé&lténgmatocystine, connue pour étre
produite parA. versicolor, mais pas les métabolites retrouvés dans les gagetogement
naturellement contaminés par ces mémes espéecegjdesgQuelques auteurs ont décrit la
production de mycotoxines sur papiers peints nigment contaminés par les moisissures
dans des habitations qui ont connu des fuites ddealongées (1 a 5 L/jour durant 3 a 6 mois)
(Nielsenet al. 1999). Des trichothécénes (qui ne correspondenaipa composes dav/z401
et 487 retrouvés dans notre étude) ont ainsi gud&tectés sur des matériaux de construction
contaminés naturellement pfar chartarum(Graveseret al. 1999).

La premiere hypothese de la différence entre leBlpichromatographiques obtenus au
cours de ce travail et ceux décrits dans la litiea est notre méconnaissance du spectre sur
des milieux différents, avec des conditions d’hygétme, d’'éclairage et de chaleur non
contr6lées. Cependant, le support en lui-méme nmblse pas en cause, puisque
'ensemencement artificiel est possible. On peujaiars suspecter que des produits annexes
(colles, compositions chimiques des papiers, calsra.), puissent jouer un role et expliquer
aussi certaines différences de profil entre les dyoes d’échantillons (papiers peints issus de
logements naturellement moisis, et témoins pag@diBciellement ensemencés) contaminés

avec la méme espéce.
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La deuxieme hypothése a la différence entre leslpriromatographiques obtenus au
cours de ce travail et ceux décrits dans la littgéea est qu’il existe une chronologie différente
avec des especes présentes a un moment donné&epgraissent par la suite, en laissant des
mycotoxines. Ce peut étre aussi une raison de ¢issibilité d’identifier des especes majeures
peut-étre non cultivables. Dans ce cas, on poyprajposer un séguencage en masse de ces

échantillons pour retrouver les espéces non coblidga

Les tests de cytotoxicité des cultures de cellftmdlules A549) ont montré une
augmentation significative de la cytotoxicité deixi@apiers peints moisis (1 et 5) par rapport
au papier peint témoin. Seul, un papier peint mpsiméro 1) a entrainé une surexpression
significative concomitante du TNé&-de I'lL-8 et du CYP 1A1l, respectivement supérgeur
d’un facteur 12,7; 19,9 et 9,9 par rapport auxemugapiers peints moisis. Ce logement 1 est
celui ou les habitants se plaignaient le plus agem@mes : asthme, rhinite et conjonctivite. Le
profil microbiologique de ce logement ne se disimgas des autres logements. Soit cet effet
est d0 a un métabolite de/z401 issu deéS. chartarum présent uniqguement dans I'extrait de
papier peint moisi 1, soit ces augmentations sigypht par une combinaison de plusieurs
meétabolites qui agiraient par effets synergiqug(j8rs et Speijers 2004). Ainsi, des auteurs
ont décrits une exposition a de multiples mycotegirpouvant mener a une synergie de
celles-ci (Korpiet al. 1999) et que des effets combinés de mycotoxines S@érieurs aux
effets individuels de chaque mycotoxine (Tammieal. 2007). La littérature décrit un exces
de symptébmes irritatifs, respiratoires, ... chez éesupants d’'un milieu présentant des
problémes de moisissureS. (chartarum, A. versicolpet d’humidité (Jarvis et Morey 2001;
Hodgsonet al. 1998).

Par ailleurs, étant donné la complexité des matripapiers étudiées, les effets
cellulaires observés pourraient aussi étre dusaomposés autres que les mycotoxines non
détectables par HPLC-MS. Ainsi, des protéases peudie incriminées, pour lesquelles
plusieurs auteurs décrivent 'augmentation de I'egpion des cytokines notamment I'lL-8
(exposition de cellules a des protéases. dumigatusde P. chrysogenunou d’Alternaria
(Borgeret al. 1999; Taiet al. 2006; Tomeeet al. 1997). Mais il peut aussi s’agir ge(1-3)
glucanes, polymeres de glucose de haut poids malégyprésents dans les parois fongiques.
Ces composeés sont également décrits comme pouvevdquer des mécanismes irritatifs
lors d’expositions aux moisissures domestiques giRdgret al. 1998). Cependant, &8

glucanes ne sont pas spécifiques d’une espéce eloentes effets auraient di étre liés a la
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guantité de colonies. Ces effets cytotoxiques aemti aussi étre dus a des Composés
Organiques Volatils (COV), émis soit par les espdomgiques, soit par les papiers peints.
Une étude réalisée des cellules A 549 en utilisatgst MTT a montré que le 1-décanol était
le COV le plus toxique (Krejeet al. 2002). Ces COV pourraient étre identifiés par

chromatographie en phase gazeuse couplée a unasspetrte de masse.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Dans le cadre de ce travail de I'évaluation detdeicité des supports papiers
naturellement contaminés par des champignons sevamb dans les bibliotheques, des
archives ou des logements, nous avons étudiés types de supports papier : les papiers

altérés par le foxing et les papiers peints moisis.

L’objectif principal du travail sur le foxing corsait a rechercher par HPLC-MS des
mycotoxines afin d’'identifier les espéces fongigees’affranchir des biais induits par les
méthodes de biologie moléculaire. Aucune mycotoxitaepas été détectée et les tests MTT
qui n'ont pas montré d’effets cytotoxiques confimhdabsence ou la faible quantité de
mycotoxines dans le foxing. En effet il est possiQue la sensibilité des méthodes utilisées
soit insuffisante. L'autre possibilité est que Esampignons détectés ne sont que des
contaminants qui se sont simplement localisés sarzthnes déja lésées du manuscrit. Une
alternative permettant d’amplifier I'ensemble dégquences d’ADN de la population fongique
altérant un support papier serait le séquencageasse. Cette méthode ne nécessite pas de
passer par le clonage pour amplifier toutes lesesdeps d’ADN de la matrice étudiée et évite
donc les biais dus a I'amplification de quelquegpisaces privilégiées ciblées par les amorces
utilisées. Pour l'instant, le colt de cette teceiqeste élevé et la quantité de données
informatiques générées nécessite du personnel @édgtte tache. Il est en effet attendu
d'avoir a trier dans la masse des séquences oBtestude retrouver celles qui proviennent du
support, des contaminations humaines dues a laréectes documents, et celles d'intérét
relevant des moisissures présentes. De toute reartette technique ne permettra pas de
distinguer les champignons éventuellement respoesathi foxing, de ceux simplement

présents au moment du prélevement.

L’analyse par HPLC-MS des extraits de papiers pembisis a mis en évidence
plusieurs métabolites secondaires. Deux d’entrecatiu étre reliés 8. chartarunretrouvé
en culture sur le méme support. Cependant, d'wgunfgénérale, nous n‘avons pas observe de
corrélation entre les cultures et la présence dwmbo8tes connus pour étre associés aux
moisissures cultivees. Cela peut étre di a la nmssance de ce que les moisissures
peuvent produire sur des milieux complexes commedpier peint. Pour continuer a
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identifier ces composés, il faudrait fractionnes &xtraits hydro-organiques de ces matrices
complexes, les séparer et purifier par HPLC-UV,spigis analyser par RMN (Résonance
Magnétique Nucléaire) du proton ou HG. Cependant, cette étude structurale (RMN) est peu
sensible et requiert des quantités de I'ordre du@eg.techniques permettraient de répondre a
la présence ou non d'une mycotoxine spécifique damsilieu donné, mais pas a la détection
de métabolites secondaires fongiques sans lien dhamaévec les champignons cultivés. Une
hypothése serait qu'en fait les populations fonggqat microbiennes sur du papier moisi
soient beaucoup plus complexes, avec de nombrentszactions difficiles a déméler. La
encore, un séquencage en masse des papiers ppeamaitttre d’identifier de nombreuses
espéeces que I'on ne sait pas, ou qu’'on ne peuuttager. Il n'en reste pas moins que les tests
de cytotoxicitéin vitro des extraits de papiers peints ont été positifs pertains papiers, en
particulier ceux contaminés p&r chartarumLa toxicité trés élevée de certains papiers peint
moisis pourrait étre liee non a une mycotoxine atiqudier, mais plutét a des combinaisons
de métabolites fongiques. Il conviendra donc dengnee en compte la toxicité de plusieurs
métabolites de natures différentes : mycotoxineis également COV et antigénes. Le peu de
standards disponibles et la combinatoire exponéntes associations possibles rend difficile
'avancée dans ce sens. Concernant les symptonoegsdéar les habitants des logements
d'ou sont issus les papiers moisis, il est diffiale les relier a une espece fongique ou un
métabolite donné.

Le risque sanitaire des personnes exposees aurrpapoisis suppose qu'il y ait
exposition a une ou plusieurs substances et gliesaglsoient quantitativement suffisantes
pour que le risque puisse apparaitre (Centre RAfpes d'Epidémiologie et de Prévention
Sanitaire 2002). Les extraits hydro-organiquestestr le modele cellulaime vitro au cours
de ce travail ne sont pas probablement le refléeaposition réelle des personnes en contact
avec les supports papiers étudiés. Il est dondcitkffd’évaluer le risque sanitaire des
personnes exposées aux papiers peints moisis gaditerait de futures études intégrant ce

parameétre.
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Annexe |) Protocole de PCR pour I'amplification desADN issus des isolats

obtenus aprés mise en culture du foxing

Amorces ITS1-ITS4 : Quantités de réactifs nécessair’amplification de 'ADN par les

amorces ITS1-ITS4 (a gauche) et programme d’arogtibin (a droite).

Réactifs Volume par
. Phases Temps
tube a -
d’amplification ’
amplifier en et tempeérature
L - . . -
Dénaturation 8 minutes a 95°C
Eau 31,75 30 minutes a 95°C
Hybridation 30 minutes a 55°C
Tampon Fast Taq 10> 5
Elongation lheure a 72°C
MgCl,a25 mM 4 , .
5 minutes a 72°C
dNTP 5
a2mM
Amorce ITS1 1
a 10uM
Amorce ITS4 1
a louM
Taq polymérase 0,25
5 Ul/uL
Volume du prémélang 48
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Amorcespt2a-pt2b ;. Quantités de réactifs nécessaires a 'amplificadi@tiADN par les

amorce$t2a-pt2b (& gauche) et programme d’amplification (atoi

Réactifs Volume par
. Phases Temps
tube a -
d’amplification )
amplifier en et tempeérature
L - . . -
Dénaturation 7 minutes a 95°C
Eau 29,75 30 minutes a 95°C
Hybridation 30 minutes a 61°C
Tampon Fast Taq 10> 5 :
Elongation 1 heure a 72°C
MgCl,a25 mM 6 10 minutes a 72°C
dNTP 5
azamm
Amorcept2a 1
a 10uM
Amorcept2b 1
a 10uMm
Taq polymérase 0,25
5 Ul/uL
Volume du prémélang 48
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Annexe Il) Séquences des amorces utilisées par Bidtification des especes

fongiques des papiers peints

» Aspergillus versicolor

Amorce sens AversF2 5'-CGGCGGGGAGCCCT

Amorce antisens AversR1 5-CCATTGTTGAAAGTTTTGACTGATTA
Sonde versP1 5'-AGACTGCATCACTCTCAGGCATGAAGTTCAG

» Cladosporium sphaerospermum

Amorce sens CsphaF1l 5-ACCGGCTGGGTCTTTCG
Amorce antisens CsphaR1 5-GGGGTTGTTTTACGGCGTG
Sonde CsphaP1 5-CCCGCGGCACCCTTTAGCGA

» Penicillium chrysogenum

Amorce sens PchryF4-1 5-GCCTGTCCGAGCGTCACTT
Amorce antisens PchryR8 5’-CCCCCGGGATCGGAG
Sonde PenP6 5'-CCAACACACAAGCCGTGCTTGAGG

» Stachybotrys chartarum

Amorce sens StacF4 5’-TCCCAAACCCTTATGTGAACC

Amorce antisens StacR5 5-GTTTGCCACTCAGAGAATACTGAAA
Sonde StacP2 5-CTGCGCCCGGATCCAGGC

» Geotrichum candidum

Amorce sens NS92F 5-CACCGCCCGTCGCTAC

Amorce antisensGcandR1 5-AGAAAAGTTGCCCTCTCCAGTT
Sonde GeoP2 5-TCAATCCGGAAGCCTCACTAAGCCATT
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Annexe lll) Protocole de I'Extraction sur Phase Satle (SPE) d’extraits de
foxing

Ajout de 4 volumes d’eau par rapport au volumel tied’échantillon
Conditionnement de la cartouche avec 1 mL ACN+ 3aail
Percolation avec 1 mL d’échantillon

Lavage avec 2 mL eau/ACN 90/10 (v/v)

Elution avec 1 mL eau/ACN 50/50 (v/v) + 1,5 mL AQ@Nr
Evaporation sous vide

Reprise dans 100 pL eau/ACN 50/50 (v/v)= > analySeUV
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Annexe V) Milieux de culture, réactifs, matériel

Produit Fabricant
Culture cellulaire | Dulbecco's Modified Eaglefaitrient Mixture (DMEM) Invitrogen
Dulbecco's Modified Eaglefsutrient Mixture/F-12
(DMEM/F12)
Sérum de veau feetal
Pénicilline/Streptomycine;Pyruvate sodique 100X
Trypsine EDTA 1X
Gentamicine 10 mg/ml Sigma Aldrich
Flasques 25 cm?, Plaques 96 puits (TPP, Trasadingen  Falcon
Suisse)
Eau distillée Gibco
Acrylamide Gibco
TrisBorate EDTA Buffer TBE 10X Euromedex
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin TEMED Euromedex
Persulfate d’ammonium APS Euromedex
PCR Mycoplasma PCR detection kit VenorGem Minerva Bisls
mycoplasmes
Precision molecular mass standard Biorad
Gel loading solution Sigma Aldrich
Réactifs divers Dyméthyl sulfoxyde DMSO Prolabo
Dulbecco s Phosphate Buffered Saline DPBS Invitnoge

156



A549

Composition du
milieu de culture

Dulbecco's Modified Eagle's nutrient

Mixture (DMEM) 500m|
Sérum de veau foetal 10 %
Gentamicine 0,5 %

Entretien (toutes
les 48h)

5ml de milieu par flasque de 25cm?2
1ml de milieu par puits

Repiquage

5 ml de trypsine EDTA par flasque de
cm? pendant 10 minutes a 37°C
Neutralisation par 5 ml de SVF
Centrifugation 7 minutes a 1500tr/min
Reprise du culot par 5ml de milieu

Comptage des cellules en cellule
Malassez, évaluation de la mortalité |
coloration au bleu trypan 10 %

de
har

Ensemencement
des flasques

2.10" cellules/cm?

Ensemencement
des puits

2.10" cellules/cm?
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Annexe V) Protocole de PCR mycoplasme

» 100 pL de surnageant de culture cellulaire soétepés et incubés a 95°C pendant 5
minutes, puis centrifugés 5 secondes.

» 2 pL du surnageant est ajouté au mix de PCR

» 5 uL de chaque produit de PCR chargé par 2 plUalede bromophénol sont déposés sur

gel de polyacrylamide standard a 8 % en paralléla diarqueur de poids moléculaire.
» Un témoin négatif et un témoin positif sont in&gya chaque série de cellules a tester.

» La migration se fait dans une cuve Mini PROTEANcd| Biorad® avec générateur
MODEL 200/2.0_Biorad® (30 minutes a 180 volts). égpmigration la révélation du gel est

faite par incubation dans du BET 10% pendant 1Qutesr Une photo est prise et archivée.

Préparation du mix de PCR Programme d’amplification
Réactifs Volume par Température (°C) Temps
échantillon (uL)
Eau 12,3 94 5 minutes
Tampon Taq 2,5 94 30 secondes
MgCl2 3 55 30 secondes
Primers 2,5 72 30 secondes
Controle interne 2,5 72 1 minute
Taq Fast Start 0,2 4 0
Echantillon 2 35 cycles
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Résultat d'une PCR mycoplasme

1 : Témoin négatif
2 : Témoin positif

3 : Surnageant de culture A549
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Annexe VI) Quantités de réactifis pour I'extraction des ARN issus de

cellules exposées aux extraits de papiers peints @iogramme de reverse

transcription

S Con?entration Volume/ Tempiérature Temps No(rjnebre
inale échantillon (pL) (*C) syl
Tampon 5X 1X 4 25 10 min 1
DTT 0,1uM 0,01 pM 2 42 30 min 1
dNTP 5 mM each 0,5 mM 2 99 5 min 1
Ran%c’);rlllnglamers 0,15 ja/ul 6 4 O 1
RNAsin 40U/ul 1U/puL 0,5
H,O gsp 16ul / 1
Reverzsgotrjrjcriptas 5 UL 0.5
Extrait ’ARN / 4
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Annexe VII) Quantités des réactifs, programme de q€R séquences des

amorces utilisées pour les papiers peints

L Concentration | Yolume/ Tempé- Nom- | Acquisition
Réactifs finale _ rature (°C) Temps | bre de | du signal de
puits (UL) cycles | fluorescence
LC480 SYBRGreen |
Master2X 0,6X :
(MgCl,=3mM) 6 95 8 min 1 /
(MgCl,=10 mM)
Upper Primer 50 uM 0,2 uM 0,08 95 10s /
Lower Primer 50 uM 0,2 uM 0,08 60 10s 50 /
H.O gsp 12 pL / 5,84 72 15s 1
Volume d'’ADNCc des
échantillons dilués au / 8 95 8 min 1 /
1/20°™

Séquences des amorces pour I'amplification des ADNie I'lL-8, TNF-a et du GM-CSF

Amorce sens Amorce antisens Référence
TBP TGCACAGGAGCCAAGAGTGAA CACATCACAGCTCCCCACCA
IL-8 CACCGGAAGGAACCATCTCACTGT| TCCTTGGCAAAACTGCACCTTCA
Saadoun

TNF-a | GCCCAGGCAGTCAGATCATCTT

CCTCAGCTTGAGGGTTTGCTACA et al.2005

GM- | GACACACTGCTGCTGAGATGAATG

CSF

CAGGTCGGCTCCTGGAGGT
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Abstract

Irreversible damages on paper caused by smallwislhobrown stains known as foxing pose
a problem for their conservation. Identificationbabtic agents involved in foxing can lead to
measures to prevent the loss of documents. We nirelséerent analytical approaches to
characterize foxing from a nineteenth century bddie color of spots was first quantitatively
characterized by L*a*b*CIE color space using spembiorimetry. Scanning Electron
Microscopy-Energy dispersive X-ray detection spestnowed the presence of fungal spores
and the absence of metal in the foxed areas. AdRirhinescence assay showed a 4-times
higher value of relative light units in the foxekas, also suggestive of the presence of viable
microorganisms. The culture on several non-spegigdia led to the growth of several mould
species only in foxed area&gpergillus fumigatusAspergillus nigerPenicillium crustosum
and Penicillium chrysogenujnwith no bacteria. Although the isolated fungi &mown to
produce mycotoxins, the search for these seconuetgbolites was negative using HPLC-
UV-MS in contrast with the same paper artificiabgeded withA. fumigatus Although
several methods assessed the presence of livingdnmotoxed areas, mycotoxins cannot be

used as biomarkers unless more sensitive technareesvailable.

Keys words: Foxing, fungi, ATP bioluminescence gs$da*b CIE color space, SEM-EDS,
HPLC-UV-MS
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Introduction

The reddish or yellowish brown stains known as rigxihat affect paper can spread
from page to page in books and lead to irreversialmage. Over time, this may obstruct the
legibility of the document. These chromatic altenas therefore pose a serious problem for
the conservation of documents and works on papéhoédgh scientific studies of this
phenomenon began in the 1930’s, [1] the exact nmestmaof its formation is still unknown.
Foxing spots alter essentially cellulose-based nadgesuch as books, paintings or stamps [2-
4]. To prevent their loss, it is important to knaedl the factors involved in the phenomenon
and their different contributions. Characterizatidrihese spots is a necessary prerequisite for

understanding the phenomenon.

Both abiotic and biotic agents have been involvedoking formation. Some abiotic
agents such as metals or oxide groups have beemdhospectroscopic [1-5]. Biotic agents
such as bacteria [6] and mainly fungi [7-1&jve been found in foxed spots. Using light
microscopy and Scanning Electron Microscopy (SEM§ possible to observe fungal spores
and hyphae in stained areas [14, 15]. The viabiftthe fungal structures observed in foxed
spots remains a subject of discussion [15] asvatitin is not always successful [16]. Culture
on conventional media (PDA, Czapek agar, malt ag&#) have yielded common airborne
fungi such asAspergillusand Penicillium species [7, 13, 17]In addition to culture-based
assaysAspergillusspp., Penicillium spp. and other mould species have been identijed
PCR and sequencing of rRNA coding [16]. Howeveasbs are possible in these molecular
approaches arising from the use of so-called usalgrrimers [18]. Recently the presence of
amide functions displayed by FTIR-ATR spectroscsppported the biotic origin of foxing

but this detection is not specific to a given furggecies [13].
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In the present work, we focused first on charaz#ion of the studied book using
spectrocolorimetry and the L*a*b* color space to idvany subjective description of the
studied spots. Second, we investigated the presehaeeetallic elements using Scanning
Electron Microscopy-Energy Dispersive X-ray (SEM-&analysis. Third, we used an ATP
bioluminescence assay to detect the presence lolevmaicroorganisms in foxing. Fourth, we
seeded different culture media which are not smeddfr fungi. Finally, we searched for
mycotoxins using HPLC-UV-MS. The association betweseveral mycotoxins is very
suggestive of the species involved since each fusgecies has a specific spectrum of
mycotoxin production [19-23]. Furthermore, as myeats are considered stable [23, 24],
could be a means of reconstructing the historigaggél contamination of the document even

if the fungi are no longer viable or no longer éxis the paper.

Materiel and Methods

The analyzed samples

This study was performed on a book entitled “Plolgsie der Griechen, eine
Untersuchung”, by Dr Eduard Zeller, printed in @@mny and published in 1852 (Fig. 1).
Some pages showed several irregular brownish fepeds occurring randomly on the text
areas and their edges, associated with a discwlorat the leaf margins. Foxing of the facing
pages was observed occasionally. Fiber analysisesththat the paper was made of linen and
hemp. The book has been stored since 1995 in ttkeatla relative humidity of 40% and in
temperatures ranging from 20 to 32 °C. Storage itiond prior to its arrival in the laboratory

were unknown. The pH was measured three times asd6i8 + 0.6 according to standard
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TAPPI T509 om-02. This book has no heritage valnd & considered as usable for

destructive analysis.

Fig. 1: Front page of the analyzed book used fisrdtudy

L*a*b color of foxing

A portable spectrocolorimeter (X-Rite SP64, Madsynce) was used to evaluate the
L*a*b* values. The L*a*b* model is a three dimensal model in which a vertical axis (L*)
represents the lightness of the color (L* = 0 yieldack and L* = 100 indicates diffuse
white). The two other axes, a* and b* representcibier. They are orthogonal to the L* axis.
Values of a* and b* range from -120 to +120: therggative values indicate green color,
while positive values indicate red color. The b*gatve values indicate blue color and
positive values indicate yellow color. Measurementse performed on six foxed and six

non-foxed spots from different pages of the stutheok. Error on measurements is 2 %.
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SEM-EDS analysis

Six foxed spots and six non-foxed spots were cadmated and analyzed with a
JEOL JMS 5410 LV equipped with an X-ray analyziygtem detector (Oxford instruments,
Oxford, UK), used to create SEM-EDS spectra (thguesition was run with the Link Isis
software), and a secondary electron detector (@xfork Pentafet) to create an image of the
samples (the acquisition was run with Semaphoravaot). The energy beam was 20 keV
and the working distance was 20 mm. The limit oféqaipment used to detect a metal such

as iron is 8 mg of Fe S@er cnf of Whatman paper.

ATP bioluminescence assay

Five 0.28 crh pieces (i.e. a total of 1.4 &nwere cut from the book, in aseptic
conditions with a sterile 0.6 cm diameter card pufiesselte,Paris, France) and placed in a 2
mL Eppendorf tube containing 500 uL of sterile buffdistilled water mixed with 0.05% of
Tween 80 (Sigma-Aldrich, St-Quentin Fallavier, Fs@n The pieces of paper were crushed
for one minute in a Retsch crusher machine MM 2Rét¢ch, Eragny sur Oise, France) by
using 4 beads of glass at 1500 rotations per mimuteder to release the fungal elements
from the paper fibers. The suspension obtained wsasl directly for ATP extraction with
boiling dimethylsulfoxide (Sigma-Aldrich, St-QuentiFallavier, France) as previously
reported [25]. ATP is recognized as a substrateth®y luciferin/luciferase (Biothema,
Haninge, Sweden) complex and leads to a produ@naexcited state with emission of
photons [25]. The 20 s. light emission of the reactvas measured with a Turner Designs’
TD20/20 luminometer which has an accuracy of measant of +/- 5%. The results were
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expressed in relative light units (RLU) that copasded to the ATP present in the samples.

These were recorded as means of three independasunements.

The same procedure was applied to an unfoxed papeple artificially contaminated.
After sterilization, the paper sample was placed Petri dish, seeded with 250 pL of a .10
spore suspension per mL Agpergillus fumigatugNRRL 35693), and incubated with high
humidity at 26 °C for 1 month. The conidia used $eeding had been harvested from a 7-

day-old pure culture on potato dextrose agar (PDAYium grown at 25 °C

Microbiological culture

Paper samples (0.28 émach) were cut from the book as described aboveeeTh
pieces of foxed and non-foxed papers were placediftarent liquid or solid culture media.
These included brain heart infusion (BHI) with alalmphenicol (Becton and Dickinson, Le
Pont-De-Claix, France), R8 medium with the same musition described by Amner et al.
[26], malt agar, and actinomycetes isolation agadioom (Becton et Dickinson, Le Pont-De-

Claix, France). Tubes and plates were incubated ttays at 26 °C.

When culture was positive, the isolates were idiedtiupon their phenotypic and
genotypic features. For molecular identificatiorCRP amplification of fungal DNA was
performed using universal primers targeting th@sdmal internal transcribed spacer region
ITS-1 and ITS-2,7, and the R-tubulin gene region [28]. DNA extractwas performed using
the ATL Tissue Lysis Buffer kit (Qiagen, Courtabfebrance) and the automatic MagNA
Lyser Pure Compact System (Roche Diagnostics, Meylarance) following the
manufacturer’s instructions. The primer pair ITS1-TCC GTA GGT GAA CCT TGC GG-
3)and ITS4 (5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3") wased for amplification of DNA
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extracted from all the isolates obtained. The pripaar 3-t2a (5-GGT AAC CAA ATC GGT
GCT GCT TTC-3') and R-t2b (5'-ACC CTC AGT GTA GTGCOE CTT GGC-3’) was used

in addition to the ITS primer pair for Penicilliuspecies identified from the isolates. All
thermal cycling experiments were performed on agdemp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems, Courtaboeuf, France). The PCR amplivosie assessed in 2% agarose gels
containing ethidium bromide, and were visualizedarndV light. The amplified fragments

were sequenced using the same primers as thoséenubednitial amplification.

Sequencing analysis of PCR products (2 uL per i@mgcivere performed in a capillary
automatic sequencer (ABI Prism 3130x| Genetic Asaty Applied Biosystems, Courtaboeuf,
France) following the manufacturer’s instructioiie resulting sequences were used in
similarity searches against GenBank entries that veailable at the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) website, using tBEASTN (Blast nucleotide) pair-wise
search program (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLASTOQnly sequence similarities of 99-

100% were recorded.

HPLC-UV-MS and HPLC-UV-fluorescence

Forty paper samples of 0.28 teach (i.e. 11.3 cfobtained as above were dissolved
in 1 mL of water, acetonitrile (ACN, Carlo Erba, Mee Reuil, France) and methanol (MeOH,
Carlo Erba, Val de Reuil, france) (40/30/30, vivlging a Retsch crusher machine MM 200
as above. Supernatants were then passed throudh @ PVDF (Polyvinilidene fluoride)
filler membrane and concentrated on a solid phat8 &lumn (SPE, Varian, Agilent
Technologies, Massy, France) using a 100 mg phageadge which had been conditioned

with 1 mL of ACN and 3 mL of water before use. Ttertridge was washed with 2 mL
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water/ACN (90/10, v/v) to eliminate impurities. Ean was performed by using 1 mL of
water/ACN (50/50, v/v) and 1.5 mL of ACN. The called analytes were dried under vacuum

and then dissolved in 100 pL of water/ACN (50/54) before analysis by HPLC-UV-MS.

The present work was carried out on a gradient HPhé&ss spectrometer equipped
with double reciprocating plunger pumps for consfiow delivery and a multiwavelength
detector (Shimadzu SPD-M 10 Avp UV). Separation \@abkieved using a reverse phase
Kromasil C18 column, 150 x 2.1 mm (Interchim, Maigthn, France), while a mixture of
water/ACN (90/10, v/v) and 10 mM of ammonium acetabs used as the mobile phase A at
a flow rate of 0.2 mL/min, with room temperature amdter/ACN (10/90, v/v) used as in
phase B. The elution gradient-based method codsisteaising the percentage of phase B

from 2 to 80 % in 25 min.

Electrospray ionization was performed at 4.5 kV #émel dry temperature was set to
310°C using a gas flow of 40 ml/min and an auxyligas flow of 10 ml/min. The collision
energy was 0.70 V. For increased sensitivity, mycols were also monitored by
fluorescence detection (Waters 474) with lambddation = 278 nm and lambdaemission =

460 nm.

Statistical analysis

Numerical results were expressed with a standaxdatien. Kruskal-Walis and a
Mann-Whitney tests were used for non parametria ttattompare the results between foxed

and non-foxed areas. Statistical significance vedmedd for p<0.01. Results
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Results

L*a*b color of foxing

The L*, a*, and b* values were respectively 85.2.8, 2.2 £ 1.2, and 14.4 + 2.5 for
the 6 foxed spots, and 90.1 + 0.4, 0.0 = 0.1, aiid+80.8 for the 6 non-foxed regions of
paper. The luminosity (L*) of non-foxed spots wa85Lhigher (p<0.001) than that of foxed
spots. The a* values of foxed spots were weakhjitipes(red part of the green-red axis),
whereas for non-foxed spots the a* values wereedio® (p<0.001). The b* values were 1.78
higher in foxed spots than in non-foxed regionpaper evidencing a shift to yellow of the

foxed areas (p<0.001).

SEM-EDS analysis of foxing

Observations under optical microscope showed sporfesed areas (Fig. 2).

Fig. 2: Fungal spores observed by SEM- EDS in fgxin

SEM-EDS spectra portrayed a higher presence dirsinfthe 6 foxed over the 6 non-

foxed spots (Fig. 3), but no metal was detecteatienstudied book paper.
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Fig. 3: SEM-EDS spectra of foxed and non foxed spglemental mappings in the inserts

ATP bioluminescence assay of foxed and non-foxetssp

Based on three independent experiments, the RLUesabf foxed spots (0.177 +
0.06) were 4.6 higher (p < 0.001) than those of-footed regions (0.038 + 0.017) of paper
whereas the value for the buffer was 0.03 £ 0.0h& RLU value obtained with paper dating
from the nineteenth century artificially contamiedtwith Aspergillus fumigatusvas 73.4
higher (p < 0.001) than foxed areas (13.773 + 1.160

Microbiological culture

Three, one, and one mould isolates were cultureBihmedium, R8 and malt agar,

respectively. After microscopic examination, ITSdaeta-tubulin sequencing definitively
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identified these isolates @2enicillium crustosumAspergillus fumigatysand Aspergillus
niger on BHI medium,Penicillium chrysogenuron R8, andAspergillus fumigatusn malt
agar media. No isolates were obtained from nondgaper samples. No bacterial, yeast or

actinomycete growth was observed.

HPLC-UV-MS and HPLC-UV-fluorescence

The UV chromatograms of foxed and non-foxed arétas HPLC-UV-MS showed no
detectable peak related to mycotoxin or fungi seapndhetabolites. Analysis of mass total
ion current by range of 50 atomic mass units fnoriz 300 tom/z 800 and fluorescence

detection, did not reveal any peak related to sg@gnmetabolites.

For the paper from the same studied book dating fi8%2 and artificially seeded
with the Aspergillus fumigatustrain (NRRL 35693), two peaks were found, onestgntion
time 7.5 min with an/zof 651, and a second one at 18 min witin/aof 445 (Fig. 4.) which
was unidentified. Known mycotoxins were investighaby their specific ion mass in positive
or negative ionization modes (Fig. 5). TyptoquirallJ (/z= 401, Retention time (Rt) 10.5
min) and Fumigaclavine Anf/z= 299 Rt = 11 min) were respectively detected egative
and positive modes. Three peaks were observedzat42 in negative mode and the one at 13
min had the same Rt as fumiquinazoline C. Helvaticl (m/z= 567) was also detected at Rt
14.9 min in negative mode. Compounds found for gaper artificially seeded with

Aspergillus fumigatusvere sought on foxed spots but no peaks relatiniggm were found.
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respectively at retention times 10.4 and 11.7 mkiract ion in mass of fumiquinazoline C
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(m/z= 442 arrow c) and helvolic acith(z= 567 arrow d) were detected in negative mode

respectively at retention times 13 and 14.9 min.

Discussion

The purpose of this study was to characterize tiveororganisms in foxing by means
of analytical and bioanalytical methods. First steys this study consisted in using
spectrocolorimetry and SEM-EDS to characterize eesypely the color of foxing and their

elemental composition.

Until recently characterization of foxed spots helied on visual observatidn: 23
As such, there is no unified approach to the amalysfoxed regions of paper. According to
Florian [15] old fungal spots are rusty red, whilentemporary fungal spots are black, gray,
and green. Cain and Miller’'s classificati¢®9,30} distinguishes between four types of foxed
spots, among them, snowflakes are red/brown taweHpots with irregular shapes. Press
established a subjective scale of foxing from OjcWwhepresents no foxing, to 10, which
represents maximum of foxing [31]. This spectrodatetry has previously been used for
foxing spots artificially induced by metals [32]. eVhereby propose a non-subjective
observation through a numerical method using thee*h* color space never before described
for natural foxing. This is an important step tarstardize the definition of the foxing and to

be able to discuss on common bases.

Comparison of SEM-EDS spectra of foxed and nondogpots showed clear of
calcium and sulfur in foxed and non-foxed spots.migtal was detected in the studied book
paper, specifically copper or iron, both of whicdvk been described in previous studies, [14,

30, 31] showing that the studied spots are nottdumetal oxidation. Elemental mapping
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portrayed a higher presence of sulfur in foxingisTiight come from an uneven repartition

of alum (aluminium sulfate) used as glue in thesteenth century.

The second steps of the current work consistecharacterizing micro-organisms in
foxing using ATP bioluminescence assay, culturel BPLC-UV-MS. Although the RLU
values of foxed areas were greater by a factort@l.6nfoxed regions of paper upon ATP
bioluminescence analysis, these values remain Ibnwcomparing with paper artificially
seeded. Nevertheless, these low values in foxeals goeobably explained the few mould
isolates we were able to grow. The four speciestified (P. crustosumP. chrysogenupA.
fumigatusandA. nigel) have been reported in previous studies as asedaidth foxing’®*°
Due to the low number of isolates recovered, wenchnomment on the respective interest of

the different culture media tested. The speciestified are common airborne fungi and

might arise from recent contamination of the book.

As the species identified above are known to predugcotoxins under conventional
laboratory conditions, [21, 22, 33], we searchedtiiem using HPLC-UV, fluorescence and
mass spectrometry techniques. No detectable pdatiedeto mycotoxin or fungi secondary
metabolites was detected. Since analysis from #messtudied book dating from 1852
artificially seeded with th@. fumigatusstrain showed the absence of mycotoxins, the absen
of peaks in the foxed areas is not due to the payagnix. The absence of mycotoxin might be

explained by theI@M detection limit of the present HPLC-fluorescence.
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Conclusion

The originality of this work relies on the use ofadytical and bioanalytical methods,
never before tested for studying natural foxing, hsuas L*a*b*CIE and ATP
bioluminescence. We then tried to detect the devéypes of fungi that may have colonized
foxed regions of this book through the detectionfuofgal-specific compounds. Here, the
main focus was on secondary metabolites and ediyecigicotoxins using analytical tools
such as HPLC-UV-MS. No secondary metabolites wetealed with the present analytical
methods in the foxed regions either for fungi imgl or the species cultured from the foxed
spots in particular. On the other hand, the quaofitmycotoxins, if any, may be sufficiently

low to not present any biohazard for individualsnipalating foxed manuscripts.
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RESUME

Introduction : La présence des moisissures et de leurs mycotodanes les matrices complexes de papiers est
peu étudiée. Notre travail a porté sur la rechedanycotoxines sur les papiers patrimoniaux at@ar le
foxing et les papiers peints moisis issus de logegsngont les habitants ont été diagnostiqués copurteurs de
symptdémes allergiques et du syndrome des batinnealtsains.

Obijectifs : Identifier les espéces fongiques de ces deux tgpesupports papiers et y déterminer la production
de métabolites fongiques.

Matériels et Méthodes : Le foxing a été caractérisé par des techniquesid@uiplinaires (physiques,
biologiques, bioanalytiques, tests de cytotoxicités métabolites fongiques dans les extraits hgtganiques
de ces papiers ont été recherchés et identifiésgeatrométrie de masse afin d’évaluer s'’ils paaviaétre reliés
aux espéces fongiques détectées par microbiolBgis.le risque toxique de ces extraits de papiéte &valué
sur un modele cellulairi@ vitro.

Résultats :Pour le foxing,nous avons pu en exclure une origine métalliqueagttrer que les micro-organismes
présents dans celui-ci sont essentiellement dexesgongiques. Pour les papiers peints, des gliatfs a des
métabolites fongiques ont été retrouvés. Graceersémencement individuel d’especes fongiques spiepa
peint et & I'aide de la MSnous avons pu relier les composésmle401 et 487 &. chartarumLles tests de
cytoxicité ont montré une augmentation significatole la cytotoxicité des cellules A549 avec cest@apiers
peints moisis par rapport au papier peint témoas tellules A549 ont montré une surexpression dB-a,Nde
I'lL-8 et du CYP 1A1, aprés contact avec ces mépggsers peints.

Discussion-Conclusion :Nous n’avons détecté aucune mycotoxine dans lmdo&xcluant ainsi d’éventuels
liens entre inhalation de mycotoxines émanant @exvimanuscrits et symptomatologie respiratoire.r Pesi
habitants des logements et leurs symptomes resipasit il est difficile de les relier a une espéergique
donnée ou a un métabolite donné, bien uehartarumait pu étre mis en cause. Ces premiers résultéent
étre confirmés par des études ultérieures.

Mots clés : Champignons, papiers, métabolites fueg, HPLC-MS, cytokines, toxicité.

ABSTRACT

Introduction: Little study has been carried out on the presefdengi and their mycotoxins in complex paper
matrices. Our work has focused on finding mycotexam heritage paper altered by the foxing and \aphps
from moldy homes whose residents have been diagnesth symptoms of allergies and sick building
syndrome.

Objectives: To identify the fungal species of these two typepaper and to determine the production of fungal
metabolites.

Materials and methods: The foxing has been characterized using multiidisary technics (physical,
biological, bioanalytical, cytotoxicity assays). & tiungal metabolites in the hydro-organic extramtghese
papers were sought and identified by mass spectrgitteassess whether they could be related toalusgecies
detected by microbiology. The toxicological risk wéllpaper extracts was then evaluated on mauefitro
cells.

Results: For the foxing, we could exclude a metal origimel ave showed that the microorganisms present are
mainly fungal species. For wallpapers, fungal melitds were found. By seeding individual fungal cps on
wallpaper and using MSwe were able to link the compoundsnafz401 and 487 t&. chartarum Cytotoxicity
tests showed a significant increase in cytotoxioityA549 cells with moldy wallpaper in comparisofittwthe
control wallpaper. A549 cells showed an overexpoessf TNF-a after contact with these wallpapers as well as
a significant overexpression of IL-8 and CYP 1A1.

Discussion-Conclusion:We detected no mycotoxin in foxing, thus excludpassible links between inhalation
of mycotoxins from old manuscripts and respiratesgmptoms. For people in their homes and respiratory
symptoms, it is difficult to draw any relationships a given fungal species or a metabolite althoSgh
chartarumhas been implicated. These initial results shbeld¢onfirmed by further study.

Key words: Fungi, fungal metabolites, HPLC-MS, d&ytes, toxicity.
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