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Basidiomycete Life Cycle

Germination: Basidiospores {n)

Mycelia form. There are @@ @

two mating types (+ and ).
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Mycelia (1n)
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Plasmogamy:

Fusion betW_een Cell division:

+and — matlng Four

types results in basidiospores

formation of a Sexual are formed.

dikaryotic Reproduction

mycelium. Basidium with
four nuclei
(1n)

Meiosis:
Four haploid nuclei
are formed in the

basidium.

Mitosis:
Under the right @Zygote
environmental (2n)
conditions, a
hasidiocarp forms. Gills
of the basidiocarp contain
cells called basidia. Karyogamy:

Easidia form
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Contamination exterieur en pollens et spores de moisissures sur le
secteur de LYON (Lanzoni)

_ ——SPORES DE MOISISSURES ~ ——POLLENS
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o Etat des lieux - type de biocontaminants
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1 Etat des lieux - Le personnel

Batiment Laboratoire / industrie

® Consommables @© Cloisons
© Emballages Personnel
Machines

© Matiéres premiéres

® Personnels

.-‘ : A
Equipements ‘&
Produits Q\ '
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1 Etat des lieux — Le personnel

v O 00
Zone non classée ° salle propre
© Consommables °® Cloisons
© Emballages Personnel
© Matieres premieres Machines

@®© Personnels Equipements
Process

Produits




Mateériel et méthodes

Les différentes méthodes de recueille
et d’analyse des particules biologiques
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2 Matériel et méthodes

Impaction méthode hirst
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2 Matériel et méthodes

Impaction sur milieu de culture

Mise en culture

Mise en culture




2 Matériel et méthodes

Méthode par filtration

Transfert de la membrane
gélatine sur boite de pétri
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Filtration de I’air sur
membrane gélatine épaisse
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2 Matériel et méthodes

Particules inerte spécifiques ou non

Méthode cyclonique
i I a : ~ microscopie
; | e " optique

= ﬁl
T y. : ° °
| w  Coriolis
i - :
- Air
Liquide 300 /min
L 3 m° en 10 min

. .
@ @ Particules

Echantillon
liquide pour
analyses

rapides

Méthode permettant une
identification précise

Transfert des particules

biologiques de I'air dans
un milieu de collecte

LIQUIDE a HAUT DEBITJ
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[ Méthode a forte sensibilité ]
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2 Matériel et méthodes

Equipements utilisés pour cette étude :

@ Impaction en continu : capteur de pollens et
moisissures LANZONI VPPS 2000

®@ Impaction sur milieu de culture : MAS 100
@ Filtration sur membrane gélatine : AIRScan

®@ Preéleveur cyclonique : Coriolis®u
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2 Matériel et méthodes

Methodes d’analyses utilisées

Méthodes

Milieux de culture :
@  Trypto caséine soja,
® Sabouraud
® MEA

Températures d’incubation ont été 20 °C - 25°C.

Identifications :
® Macroscopique

@  Microscopique par transferts sur supports transpar ents,
coloration et mise sur lames de microscope

Numeérations réalisées quand cela était possible
(envahissements limitant la qualité des numérations sur certains échantillons)
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2 Matériel et méthodes

Méthodes par par microscopie optique

(pour échantillons liquides issus du préleveur cycl onique, et

membranes gélatines entiéres ou fractionnées )

P9 ..
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PAS de milieux de culture

PAS d’incubation

Identification :

®@ Microscopique par filtration de I'échantillon, colo ration et mise
sur lames de microscope.

Analyses au microscope optique, grossissement x400

Numeérations : comptage du nombre de spore de moisis sure
AIR[EST



2 Matériel et méthodes

Méthode CULTURALE Méthode par DETECTION

Nécessité d’un milieu de culture Ooul NON
Durée d’incubation oul NON
Indentification macroscopique Oul NON
Indentification microscopique OUl OUl
Ooul

Détection de la flore cultivable OUl (SANS DIFFERENCIATION possible

avec le non cultivable)

Détection de la flore non

cultivable 220 2l

OUl
(si pas d’envahissement de
la culture et UNIQUEMENT
sur la flore CULTIVABLE)

}'a-RNSA AIRIEST

Résultats quantitatifs Oul



2 Matériel et méthodes -

Période de I'étude :

Prélevements de 2010 a 2012 dans des environnements  tres

différents :
@© Air extérieur
© Bureaux
®@ Ateliers
@ Laboratoires
@ Salles propres
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Résultats — aspect qualitatif

Moisissures

Absidia

Acremonium

Alternaria

Capteur hirst
OBSERVATION
MICROSCOPIQUE

Impaction / filtration sur membrane

gélatine épaisse
CULTURE SUR :

TSA

Ascospores

Aspergillacea
Aspergillus
Penicillium

Aureobasidium

Basidiospores

Botrytis

Cercospora

Chaetomium

Sabouraud

++

++

++

Capteur cyclonique / filtration sur
membrane gélatine épaisse
OBSERVATION MICROSCOPIQUE

Cladosporium

Didymella

Entomophthora

Epicoccum

Erysiphe

Fusarium

Fusicladium

Helicomyces

Helminthosporium

Mucorales

Myxomycetes

b2 RNSA

Détection facile

Détection possible

Pas de détection possible

+++

++
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Résultats — aspect qualitatif

. Impaction / filtration sur membrane ‘ o
Capteur hirst gélatine épaisse Capteur cyclonique / filtration sur

Moisissures OBSERVATION CULTURE SUR : membrane gélatine épaisse
MICROSCOPIQUE OBSERVATION MICROSCOPIQUE

TSA Sabouraud MEA

Peronospora +++ +++
Pithomyces +++ +4++
Pleospora +++ +4++
Polythrincium +++ +4++
Sporidesmium +++ +++
Sporobolomyces +++ +4++
Stemphylium +++ +++
Stachybotrys +++ +++
Taeniolella +++ bt
Tilletiopsis +++

Torula +++

Trichoderma

Trichothecium

Uredospores

Ustilago

Détection facile Détection possible Pas de détection possible
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3 Résultats — aspect quantitatif

Contamination de I'air Culture micro[s)cig%icgc())r;tique
++ +++ Détection
Spores faible quantité i SSTEE Dénombrement
+++ ++ Identification
S it Détection
Spoquejzngiir%nde ++ (probleme d’envahissement) St Dénombrement
++ (probleme d’envahissement) ++ Identification
++ +++ Détection
Mycehum_fc:;uble i SR Dénombrement
guantité
S it Détection
Mycelium _gr,ande ++ (probleme d’envahissement) Dénombrement
guantité
++ (probleme d’envahissement) _ Identification

Détection facile Détection possible Pas de détection possible
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Conclusion
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e Toutes les techniques de prélevements et d’analyses basées sur |a
détection culturale des moisissures viables et cultivables, laissent
a I’écart un nombre considérable de moisissures non cultivables.

e || estindispensable d’associer aux analyses traditionnelles
culturales, les méthodes d’analyses par détection directe
(microscopie optique) et/ou qualitatives (PCR ...).

e Les futures évolutions des normes, dont la norme ISO 14698,
doivent tenir compte de ces problématiques concernant la
maitrise de la contamination fongique dans les salles propres




Michel THIBAUDON — RNSA
Solene POILANE — AIRTEST mm

Mercl de votre attention

rnsa@rnsa.fr airtest@airtest.fr

www.pollens.fr www.airtest.fr




