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Les prélèvements de particules sur filtre ne permettent pas à l'heure actuelle d'étudier leurs effets toxicologiques correctement. En effet, pour effectuer des analyses in vitro, les particules doivent être désorbées du filtre pour être déposées sur des cellules. Or les étapes de désorption peuvent induire des modifications des propriétés physico-chimiques des particules. Une méthode de prélèvement alternative est donc recherchée. Les préleveurs de bioaérosols représentent de potentiels candidats pour cela, puisqu'ils collectent les particules sur d'autres supports que le filtre (e.g. directement dans un liquide). Deux préleveurs de bioaérosols (i.e. le Coriolis Micro et le Coriolis Compact -Bertin Instruments) ont été testés dans deux microenvironnements différents (i.e. quai et rame de train). Les résultats ont montré qu'il est possible de déployer de tels préleveurs sur le terrain et que les échantillons prélevés sont compatibles avec des tests in vitro. Toutefois, leur efficacité de prélèvement selon le diamètre des particules doit encore être caractérisée.

INTRODUCTION

Un microenvironnement est un espace où la concentration en polluants est considérée comme homogène ou ayant une variation prévisible dans le temps (Duan, 1982), e.g. habitacle de voiture, parking, quai de train. Les caractéristiques des particules rencontrées dans ces environnements peuvent varier fortement (e.g. composition chimique, taille, concentration des particules) (Tran et al, 2021). Selon les trajets empruntés par les individus au cours de leur journée, et leurs temps de passage dans un ou plusieurs microenvironnements, ils subiront différentes formes et intensités de pollution particulaire, avec des conséquences variables sur leur santé (Chen et al, 2020). Il y a donc un besoin fort d'étudier le potentiel toxique des principaux microenvironnements urbains, par exemple par des essais in vitro sur cellules. Pour cela, la méthode la plus utilisée consiste à prélever les particules sur un filtre puis à les désorber du support, afin de les déposer sur des cellules et étudier leurs effets (Goulaouic, 2009). Cependant, les ultrasons et les solvants utilisés pour désorber les particules induisent des modifications sur les propriétés physicochimiques de celles-ci (Marvanova et al, 2018). Dans ce contexte, une méthode de prélèvement alternative a été recherchée pour effectuer des tests ultérieurs in vitro. Les préleveurs de bioaérosols ont été identifiés comme potentiels candidats pour répondre à cette problématique, puisqu'ils présentent l'avantage de prélever des particules sur des supports autres que le filtre (e.g. prélèvement directement dans un liquide, sur un gel, dans un récipient). Cependant, leur efficacité de prélèvement n'est souvent pas bien caractérisée, et reste à étudier.

DEPLOIEMENT EN MICROENVIRONNEMENT DE 2 PRELEVEURS CYCLONIQUES POUR L'ETUDE TOXICOLOGIQUE DE PARTICULES

A. Delater 1). Pour les prélèvements Coriolis Micro dans l'eau Milli Q avec tensioactif, le prélèvement a été dilué dans du milieu de culture 10 fois concentré et déposé sur les cellules. Enfin, pour le Coriolis Compact, le prélèvement a été remis en suspension dans du milieu de culture 1 fois concentré et déposé sur les cellules. Les prélèvements Coriolis Micro dans l'eau Milli Q sans tensioactifs n'ont pas été exposés sur cellules. Les tests in vitro ont été effectués sur un modèle de co-culture composée de cellules épithéliales alvéolaires humaines A549 et de monocytes différenciés en macrophages THP-1. La cytotoxicité a été évaluée par un test métabolique (le presto blue) et un test mesurant l'intégrité de la membrane cellulaire (test LDH), après exposition des cellules aux particules durant 24 heures.

Dans le cadre de la thèse Aerorep1 et du projet TOXinTRANSPORT2 , 2 préleveurs de bioaérosols ont été choisis pour être évalués sur le terrain : (a) le Coriolis Micro, un cyclone en voie liquide et (b) le Coriolis Compact, un cyclone en voie sèche (Bertin Instruments) dans lesquels les particules sont aspirées jusqu'à un cône. L'objectif est de déterminer si ces préleveurs peuvent être détournés de leur utilisation principale (i.e. le prélèvement pour la caractérisation de bioaérosol) pour répondre aux besoins du projet. Les préleveurs devront (i) être déployables en microenvironnement, (ii) prélever des échantillons compatibles avec les tests in vitro et (iii) compatibles avec des méthodes de caractérisations des particules (e.g. détermination de la masse de particules collectées) dans le but d'interpréter les résultats toxicologiques. Dans un second temps, leur efficacité de prélèvement selon la taille des particules sera évaluée.

RESULTATS

Plusieurs constats ont pu être faits lors de l'évaluation des Coriolis sur le terrain. Tout d'abord, les Coriolis peuvent être déployés en microenvironnement sans difficulté grâce à leur petit format et leur légèreté. Ensuite, l'étape de préparation des échantillons avant tests in vitro a montré que l'emploi de tensioactif était nécessaire pour récupérer les particules prélevées en voie liquide. En effet, les particules prélevées dans l'eau Milli Q sans tensioactif (campagne n°1) étaient adsorbées sur les parois du cône. Enfin, le Coriolis Compact (cyclone en voie sèche) s'est révélé être la technologie la plus adaptée pour récupérer les particules, puisque les étapes de récupération étaient moins nombreuses, limitant ainsi les contaminations potentielles de manipulation et les pertes de particules. Des effets d'intensité différente ont été observés sur les cellules lors des analyses in vitro des échantillons des 2 campagnes de terrain. La Figure 2 représente le pourcentage de survie des cellules (colonne de gauche) ainsi que le pourcentage de cytotoxicité (colonne de droite) selon la masse de particules prélevées dans les échantillons, mesurées par le CPS et déposées sur les cellules (les échantillons sont ici dilués à 1:2). Les barres sont colorées selon la durée de prélèvement de l'échantillon.

Figure 2 : Pourcentage de survie des cellules et pourcentage de cytotoxicité sur les cellules en fonction de la masse de particules (en g/L) prélevées (dilution 1:2) et déposées sur les cellules. La 1ère ligne présente les résultats du Coriolis Compact lors de la campagne n°1, la 2 ème ligne présente les résultats du Coriolis Micro lors de la campagne n°1 et la 3 ème ligne présente les résultats du Coriolis Micro lors de la campagne n°2. Tout d'abord, les résultats des concentrations en particules prélevées par les Coriolis ont montré qu'ils permettent de collecter en l'espace de 2h assez de particules pour que celles-ci soient quantifiables (la concentration la plus basse en PM10 mesurée en parallèle des Coriolis par les préleveurs HPEM est 30 µg/m 3 ). Des essais de 10 min réalisés avec le Coriolis Micro à un débit de 300 L/min (au lieu de 100 L/min pour les autres essais) ont montré qu'il est aussi possible d'effectuer des prélèvements bien plus courts que 2h et de quantifier les particules, à condition que l'atmosphère soit assez chargée en particules (la barre rose la plus à droite du graphique représente un prélèvement effectué lors d'un passage en gares souterraines alors que la barre rose la plus à gauche représente un prélèvement effectué lors d'un passage en gares aériennes). Les essais les plus longs ne sont pas toujours les plus chargés en particules. Ce phénomène peut s'expliquer par (i) la concentration en particules dans l'environnement lors du prélèvement mais aussi par (ii) le fait que l'efficacité de rétention (i.e. la fraction des particules collectées qui sont encore retenues dans le fluide de collecte à la fin de l'échantillonnage) d'un préleveur diminue au cours du temps du fait de la ré-aérosolisation des particules et/ou de l'évaporation du liquide (Su et al, 2020). L'efficacité de rétention est propre à chaque préleveur et à la connaissance de l'auteur, celle du Coriolis Micro n'est pas/peu étudiée dans la littérature. A l'avenir, elle devra être évaluée afin de déterminer le temps de collecte optimum du Coriolis Micro.

Enfin, la masse des particules prélevée a été estimée par une analyse optique en voie liquide avec un disque centrifuge, le CPS (CPS Instruments, Inc.). Le CPS mesurait les particules entre 0,02 et 6 µm de diamètre, en prenant comme indice de réfraction celui des oxydes de fer, élément majoritaire en concentration dans les 2 environnements (analyse par ICP-MS de filtres). 
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 1 Figure 1 : Déploiement des Coriolis en conditions réelles Le Coriolis Micro (cyclone en voie liquide) a été testé avec différents liquides et différents débits. En parallèle des prélèvements des Coriolis, des méthodes de référence ont été déployées pour mesurer la concentration particulaire. Le Tableau 1 regroupe les paramètres de mesure. Tableau 1 : Paramètres de mesure Paramètres Campagne n°1 Campagne n°2 Liquide de prélèvement (Micro) -Milieu de culture diluée (RPMI + SVF) -Eau Milli Q Eau Milli Q + tensioactifs (0,001% Tween 20) Durée prélèvement 2h à 4h 10 min à 14h Débit Coriolis Micro : 100 L/min Coriolis Compact : 50 L/min Coriolis Micro : 100 L/min et 300 L/min Référence en parallèle TEOM PM2,5 et PM10 Impacteur personnel HPEM PM10 2.1. Présentation des analyses des échantillons Les particules prélevées par les Coriolis ont été récupérées et déposées sur les cellules. Pour les prélèvements Coriolis Micro dans le milieu de culture, le prélèvement a été déposé sur les cellules tel quel.Pour les prélèvements Coriolis Micro dans l'eau Milli Q avec tensioactif, le prélèvement a été dilué dans du milieu de culture 10 fois concentré et déposé sur les cellules. Enfin, pour le Coriolis Compact, le prélèvement a été remis en suspension dans du milieu de culture 1 fois concentré et déposé sur les cellules. Les prélèvements Coriolis Micro dans l'eau Milli Q sans tensioactifs n'ont pas été exposés sur cellules. Les tests in vitro ont été effectués sur un modèle de co-culture composée de cellules épithéliales alvéolaires humaines A549 et de monocytes différenciés en macrophages THP-1. La cytotoxicité a été évaluée par un test métabolique (le presto blue) et un test mesurant l'intégrité de la membrane cellulaire (test LDH), après exposition des cellules aux particules durant 24 heures.
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 3 Figure 3 : Distribution sous forme de boxplots des concentrations particulaires mesurées en parallèle par les Coriolis et par une méthode de référence (TEOM et HPEM).
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