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Influence d’une exposition aux poussiéres et a I’ammoniac sur I’appareil respiratoire du porc

Afin de rechercher les effets de I'inhalation de poussiéres et d’ammoniac sur I'appareil respiratoire, des porcelets ont été
exposés pendant 6 jours & des poussiéres de farine mises artificiellement en suspension dans I'air (environ 15 mg/m3),
& de 'ammoniac (environ 50 ppm), ou aux deux polluants & la fois. Les effets biologiques ont été recherchés par I'ana-
lyse de la composition cellulaire et biochimique des liquides de lavage nasal et broncho-alvéolaire. L'ammoniac seul
provoque un appel cellulaire dans les cavités nasales. L'exposition concomitante aux poussiéres ne modifie pas la
réponse de la muqueuse nasale & I'ammoniac. En revanche, dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire, si le nombre
de cellules totales est significativement augmenté suite & I'inhalation de poussiéres, I'exposition simultanée & I’ammoniac
va inhiber cette réponse cellulaire. En conclusion, I'ammoniac et les poussiéres n’interagissent pas au niveau des cavités
nasales. Par contre, il existe une inferaction négative entre ces deux polluants au niveau intrathoracique.

Effects of ammonia and feed flour dust inhalation on the respiratory tract in pigs

To assess the effects of ammonia and dust inhalation on the respiratory tract, piglets have been exposed for 6 days in
an environmental chamber to ammonia (around 50 ppm) or feed flour dust (around 15 mg/m3) or to both pollutants at
levels liable to be encountered in pig buildings. Biological effects have been evaluated by analysing the cellular and bio-
chemical composition of nasal lavage (NAL) and broncho-alveolar lavage (BAL) liquids. Ammonia alone induced an
increase in the number of cells in NAL liquid. Dust exposure had no effect on the NAL liquid composition and did not
interact with nasal response to ammonia. In contrast, increases in the total cell counts in BAL liquid were recorded in
dust exposed group, but not in piglets exposed to both pollutants. It was concluded (1) that feed flour dust inhalation
had no effect on the nasal ammonia-induced injuries, (2) that ammonia is able to inhibit the cellular lung dust-induced
response.




INTRODUCTION

Les poussiéres et I'ammoniac figurent parmi les polluants de
I'air les plus importants dans les porcheries. Les premiéres
sont suspectées par les épidémiologistes d'étre potentielle-
ment pathogénes, au vu des corrélations étroites établies
entre les concentrations en poussiéres dans les exploitations
porcines et la prévalence des maladies chez I'homme et
I'animal (DONHAM et al, 1989; ROBERTSON et al, 1990).
Les données épidémiologiques concernant |'ammoniac sont
peu nombreuses, mais ce gaz est considéré comme un fac-
teur favorisant le développement de la rhinite atrophique
progressive (ROBERTSON et al, 1990; HAMILTON et al,
1996). Des travaux récents ont montré que, pris individuelle-
ment, |'ammoniac exerce un tropisme particulier pour les
voies respiratoires extrathoraciques (URBAIN et al, 1994,
1996b, 1996c), tandis que les poussiéres ont plutdt des
effets pulmonaires (URBAIN et al., 1997). Les interactions
entre ces polluants ne sont pas connues. Etant donné la pré-
sence ubiquitaire de ceux-ci en porcherie, les effets combinés
de ces agents sur |'appareil méritent d’étre explorés.

Dans le but de rechercher les effets de I'inhalation concomi-
tante de poussiéres et d’ammoniac sur I'appareil respiratoi-
re, des porcelets ont été exposés pendant 6 jours & des pous-
sieres de farine mises artificiellement en suspension dans
I'air dans une chambre d’inhalation, & de I"'ammoniac ou
aux deux polluants simultanément. Les effets biologiques ont
été recherchés par I'analyse de la composition cytologique et
biochimique des liquides de lavage nasal et broncho-alvéo-
laire.

1. MATERIEL ET METHODES
1.1. Animaux

Vingt-neuf porcelets Landrace Belge ont été sélectionnés
pour cette étude. Les animaux, pesant en moyenne 10 kg,
ont été préalablement introduits dans un local constitué d’un
caillebotis surélevé par rapport au sol (40 cm), dépourvu de
litiere et ou le lisier était éliminé quotidiennement. Les ani-
maux ont été nourris exclusivement avec des granulés. Ces
conditions d’hébergement particuliéres visaient & maintenir
les concentrations en poussiéres et en ammoniac & un niveau
minimal avant I'expérimentation.

1.2. Méthode d'exposition aux poussiéres et a
I’ammoniac

Chaque animal, dont le poids corporel était de 18,2 + 2,6 kg,
a été introduit dans une chambre permettant 'exposition aux
poussiéres et a I'ammoniac décrite précédemment (URBAIN
et al, 1993, 1996a). Brievement, il s'agit d’un isolateur
d'une capacité de 1,9 m3 ou les conditions microclimatiques
et la charge en polluants sont contrélées. Une farine alimen-
taire commerciale a été utilisée comme source de poussiéres.
Aprés tamisage pour éliminer les grosses particules, la farine
a été introduite dans un réservoir cylindrique de 150 cm de
hauteur connecté & une source d'air comprimé afin de pro-
duire des turbulences et un nuage de poussieres. Ce dernier
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était entrainé dans l'isolateur par le systéme de ventilation.
Le débit d’air dans le réservoir, ainsi que la hauteur &
laquelle le nuage de poussiéres peut s’en échapper pou-
vaient &tre modulés de facon & obtenir différents niveaux de
concentrations en poussiéres dans |’isolateur.
L'enrichissement en ammoniac (NH3) a été réalisé en
connectant une bonbonne contenant 15 % de ce gaz au sys-
téme de ventilation.

Les concentrations en poussiéres inhalables ont été mesurées
de maniére gravimétrique & I'aide d’un échantillonneur d’air
composé d’une cassette portant un filtre de polycarbonate et
d'une pompe maintenant un débit constant de 2 L/min. Les
filtres ont été pesés immédiatemment avant et aprés I'échan-
tillonnage et les concentrations en poussiéres exprimées en
mg/m3. Les concentrations en poussiéres respirables ont été
mesurées de maniére indirecte & I'aide d’un appareil de
mesure optique de poussiére fine (TM digital pP respirable
dust-measuring instrument) convertissant la mesure optique
en valeur gravimétrique avec une sensibilité de 0,01 mg/m3.
Les concentrations instantanées et moyennes en NH3 ont été
mesurées & |'aide de tubes a diffusion.

1.3. Protocole expérimental

Quatre groupes d’animaux ont été constitués. Les animaux
du groupe témoin (n=8) ont séjourné dans I'isolateur sans
étre exposés aux poussiéres ou & I'ammoniac. Le groupe | a
été exposé aux poussiéres, le groupe Il & I'ammoniac et le
groupe lll & la combinaison des deux agents. Les conditions
d’exposition sont résumées au tableau 1. La durée d’exposi-
tion a été de 8 heures par jour pendant 6 jours pour les
poussiéres et de 24 heures par jour pour I'ammoniac. Des
échantillons sanguins ont été prélevés dans la veine auricu-
laire avant et aprés exposition et collectés dans des tubes
contenant de I'EDTA. Les animaux ont subi un lavage nasal
avant et aprés |'exposition. Ils ont ensuite été euthanasiés
afin de prélever les poumons et de pratiquer un lavage bron-
cho-alvéolaire.

1.4. Lavage nasal

Le lavage nasal a été réalisé sur des porcelets anesthésiés en
instillant dans chaque narine 2,5 ml de tampon phosphate ¢
37°C (PBS) a I'aide d'une seringue (URBAIN et al, 1994). Le
liquide récolté dans les deux cavités nasales a été centrifugé
(800 g & 4°C pendant 15 minutes). Chaque culot a été sus-
pendu dans 0,9 ml de PBS contenant 16 % de N-acétyl-L-
cystéine afin de dissoudre le mucus. Ensuite, les cellules ont
été colorées avec 0,1 ml de violet de gentiane & 1 % et un
comptage a été effectué sur une cellule de Thoma. Les résul-
tats ont été exprimés en nombre de leucocytes par millilitre
de liquide récolté.

1.5. Lavage broncho-alvéolaire

Aprés le prélévement des poumons, un tube trachéal
(3,5 mm) a été introduit dans la bronche principale du lobe
diaphragmatique droit. Ce dernier a alors été lavé 3 fois
avec 20 ml d'une solution saline (9%o) (volume total 60 ml).
Le pourcentage de volume récolté était de 67,5 %. Le liquide



419

Tableau 1 - Conditions expérimentales d’exposition aux poussiéres et & I'ammoniac dans I'isolateur

Groupes
Parameétres remoin I. I . . m .
(Poussiéres) (Ammoniac) (Poussiéres-Ammoniac)
Poussiéres inhalables (mg/m3) 1,0+0,2 (5) 15,4 + 8,7 (14) 0,8+0,3(5) 13,3+3,6(8)
Poussiéres respirables (mg/m?3) 0,14+ 0,09 (5) 1,06 + 0,54 (14) 0,11 £0,06 (5) 1,32+0,42 (8)
Ammoniac (ppm) <5 ppm <5 ppm 49,2+5,6(7) 56,6 + 6,4 (5)

Les valeurs sont des moyennes + I'écart-type.
Le nombre d'échantillons est indiqué entre parenthéses.

a été transvasé dans des tubes de polycarbonate et conservé
sur glace a 4°C.

1.6. Différenciation cellulaire par cytométrie de
flux

Les différents types cellulaires présents dans le liquide de
lavage broncho-alvéolaire et le sang ont été identifiés par
I’analyse fluorocytométrique des cellules préalablement
conjuguées & des anticorps monoclonaux. Des anticorps
monoclonaux anti-CD14 spécifiques des macrophages por-
cins, anti-CD4 et anti-CD8 spécifiques des sous-populations
de lymphocytes T porcins, produits sur hybrydomes de souris
et conjugués a la fluorescéine, ont été utilisés comme mar-
queurs spécifiques. Pratiquement, 100 pl de liquide de lava-
ge ou de sang fotal sont incubés en présence de 20 pl d'une
solution d’anticorps monoclonaux pendant 45 minutes &
4 °C. De fagon & obtenir une suspension leucocytaire dispo-
nible pour I'analyse fluorocytométrique, les globules rouges
sont ensuite éliminés par lyse a l'acide formique (600 pl &
0,12%) pendant 7 secondes. La réaction est stoppée par
I’addition de 260 pl d’un tampon stabilisateur
(NapCO3 56,6 mM; NaCl 248 mM; NaxSO4 220 mM). Les
leucocytes sont ensuite directement fixés par |'addition de
135 pl de paraformaldéhyde & 1%. Le nombre total de cel-
lules est déterminé en ajoutant & la suspension cellulaire une
quantité connue de billes de polystyréne. La suspension cel-
lulaire est alors analysée par un cytométre de flux FACSan
(Becton-Dickinson) qui permet de différencier, lors de I'inter-
action avec un rayon laser, les cellules en fonction de leur
volume, de leur granularité et de leur fluorescence. Les pro-
portions des différents types cellulaires identifiables, & savoir
les polymorphonucléaires, les macrophages alvéolaires ou
les monocytes sanguins, les lymphocytes et leurs sous-popu-
lations CD4+ et CD8* ont été déterminés & |'aide d’un pro-
gramme informatique WinMDI.

1.7. Concentrations en albumine et en lactate-
déshydrogénase dans les liquides de lavage
nasal et broncho-alvéolaire.

Les liquides de lavage ont été centrifugé (800 g & 4°C pen-
dant 15 minutes) et le surnageant récolté. Un dosage

radioimmunologique de |'albumine a alors été réalisé
(URBAIN et al, 1996b) et les résultats ont été exprimés en
ng/ml dans le liquide de lavage nasal et par pg/ml dans le
liquide de lavage broncho-alvéolaire. Les concentrations en
lactate déshydrogénase (LDH) dans le liquide de lavage
broncho-alvéolaire ont été déterminées & I'aide d'un kit
Sigma et exprimées en unités (U) par millilitre.

1.8. Analyse statistique

Les valeurs ont été exprimées sous forme de moyennes + un
écart-type. Les résultats ont été soumis & un test d'analyse
de variance (ANOVA ). Quand I'anova était significative
(p < 0,05), les moyennes ont été comparées par un test non
paramétrique de Mann-Whitney quand les écarts-types
étaient inégaux.

2. RESULTATS

2.1. Réponse clinique a l'inhalation de pous-
siéres et d’ammoniac

Aucun signe clinique spécifique n'a été observé dans les dif-
ferents groupes. Toutefois, de la toux a été occasionnelle-
ment observée. Les animaux exposés d I'ammoniac en pré-
sence ou non de poussiéres ont montré un comportement
plus calme que ceux des autres groupes. Aucune modifica-
tion hématologique n’a été enregistrée dans les différents
groupes.

2.2. Effets de l'inhalation de poussiéres et
d’ammoniac sur la composition du liquide
de lavage nasal.

L'exposition aux poussiéres n’a pas influencé la composition
cellulaire du liquide de lavage nasal (tableau 2, p 420).
L’ammoniac, en revanche, a induit une augmentation signifi-
cative du nombre de leucocytes dans le liquide de lavage. Le
rapport moyen entre le nombre de leucocytes aprés et avant
exposition, ou facteur multiplificatif, était de 19,1 + 19,3.
Lors de I'exposition concomitante & I'ammoniac et aux pous-
sieres, |'augmentation du nombre de cellules est significative,



Tableau 2 - Composition cellulaire et biochimique du liquide de lavage nasal
avant (J O) et aprés (J 6) exposition aux poussiéres et & I'ammoniac

Cellules (x 103/ml) Albumine (ug/ml)
Groupes
JoO Jé6 JO Jé6
Témoin 380 + 330 329 £ 319 2,51 +£2,28 1,37 £ 1,44
| (Poussiéres) 112+ 111 318 + 545 2,91 +£2,92 2,02+1,80
Il (Ammoniac) 167 + 181 1219 £ 790 *AA++ 1,92+1,36 5,27 £ 5,60
Il (Pousséres-Ammoniac) 189 + 97 986 £ 836 * A+ 1,96 £ 1,09 2,15+1,13
Les valeurs sont des moyennes + 'écart-type.
* Valeur significativement différente de celle enregistrée au J 0. *:p<0,05
A Valeur significativement différente de celle enregistrée dans le groupe témoin. D: A <0,05; AN p<0,0]
+ Valeur significativement différente de celle enregistrée dans le groupe . +:p<0,05 ++: p<0,0I

mais avec une valeur de p plus faible. Le facteur multiplifi-
catif correspondant était de 7,8 + 9,9. Dans aucun des
groupes, la concentration en albumine n’a été modifiée suite
a I'exposition aux polluants.

2.3. Effets de l'inhalation de poussiéres et
d’ammoniac sur la composition du liquide
de lavage broncho-alvéolaire.

L'exposition aux poussiéres a provoqué une augmentation
significative du nombre de cellules dans le groupe I. Le
nombre de cellules totales, exprimé en millions par millilitre,
dans les groupes témoin et | étaient respectivement :
7,50 + 3,87 et 13,89 + 4,47. La composition cellulaire du
liquide de lavage broncho-alvéolaire est illustrée a la
figure 1. L'augmentation du nombre de cellules totales est
expliqué par des augmentations significatives dans le
nombre de macrophages et de lymphocytes. Au niveau bio-
chimique, la concentration en albumine est significativement
augmentée (tableau 3).

Tableau 3 - Modifications biochimiques dans le liquide de
lavage broncho-alvéolaire suite & une exposition de 6 jours
aux poussiéres et & I'ammoniac

Groupes Albumine LDH
(mg/ml) (U/ml)
Témoins 218+ 125 491 £ 155
| (Poussiéres) A34+217 * 660 + 310
Il (Ammoniac) 380+85* (1014 +233***
Il (Poussiéres-Ammoniac)| 330 + 122 1018 £+ 375 *

Les valeurs sont des moyennes + 'écart-type.

*: Valeur significativement différente de celle enregistrée dans le
groupe témoin.

* p<005 *:'p<0,0I;, **p<0,00]

Figure 1.- Nombre de cellules totales, de macrophages,
de lymphocytes et de polymorphonucléaires dans le liquide
de lavage broncho-alvéolaire chez des porcelets
exposés & I'ammoniac et aux poussiéres.

(Les valeurs sont des moyennes accompagnées
d'un écart-type)
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Dans le groupe I, I'exposition & I'ammoniac n’a pas modifié
la composition cellulaire du liquide de lavage broncho-
alvéolaire (Figure 1). Par contre, des modifications biochi-
miques felles des augmentations significatives dans les taux
d'albumine et de LDH ont été enregistrées (tableau 3).

Dans le groupe lll, incluant les animaux exposés simultané-
ment & |'ammoniac et aux poussiéres, aucune modification
de la composition cellulaire du liquide de lavage broncho-
alvéolaire n'a été enregistrée (figure 1). Au niveau biochi-
mique, seule I'activité de la LDH était significativement aug-
mentée (tableau 3).



Les proportions de sous-populations de lymphocytes T CD4+
et CD8* n'ont été affectées par aucun des traitements. Le
rapport entre les populations lymphocytaires CD4+ et CD8*
dans les groupes témoins, |, Il et lll étaient respectivement :
0,63+0,17;0,45+0,27; 0,58 + 0,19; 059 + 0,26.

3. DISCUSSION

Les effets des polluants de I'air sur I'appareil respiratoire du
porc ont fait I'objet de plusieurs études. Cependant, la pro-
blématique des interactions a rarement été abordée.
Signalons un travail récent illustrant I'interaction entre I'am-
moniac et les endotoxines sur la muqueuse nasale (URBAIN
et al, 1996b). Dans la présente étude, les effets interactifs de
deux polluants de I'air de porcherie, les poussiéres et I'am-
moniac, sur I'appareil respiratoire du porc, ont été recher-
chés par 'analyse cytologique et biochimique des liquides
de lavage nasal et broncho-alvéolaire aprés une exposition
de 6 jours & ces agents.

Les poussiéres et I'ammoniac sont constamment détectés en
porcheries. Les concentrations en poussiéres inhalables sont
de I'ordre de 2 & 25 mg/m3. Les valeurs moyennes sont
situées entre 2,8 et 7,4 mg/m?, tandis que des concentra-
tions peuvent atteindre 24, voire 27 mg/m3 lors de la pesée
des animaux ou lors de la distribution de farines (ATT-
WOOD et al, 1987; LARSSON et al, 1992, 1994). Les
concentrations moyennes en poussiéres respirables sont de
I'ordre de 0,2 & 1 mg/m3 (DONHAM, 1991; PICKRELL et al,
1993). Les concentrations en ammoniac varient le plus sou-
vent de 5 & 50 ppm avec des valeurs moyennes de 6 a
26 ppm (ATTWOOD et al, 1987; DONHAM, 1991).

Les effets biologiques individuels des poussiéres et de I'am-
moniac chez le porc ont fait 'objet de travaux récents
(URBAIN et al, 1994, 1996b, 1996c, 1997). L'exposition
aux poussiéres d'origine alimentaire ne provoque pas d'irri-
tation de la muqueuse nasale. En revanche, au niveau pul-
monaire, les poussiéres peuvent engendrer une inflamma-
tion. Les effets biologiques sont caractérisés par une
augmentation du nombre de macrophages, de lymphocytes
et de la concentration en albumine dans le liquide de lavage
broncho-alvéolaire. Les résultats enregistrés dans la présente
étude chez les animaux exposés aux poussiéres (groupe )
corroborent ces observations.

Contrairement aux poussiéres, I'ammoniac est capable d'in-
duire une irritation de la muqueuse nasale, dont I'importan-
ce est liée & la dose d’exposition. Les effets caractéristiques
sont une infiltration de la muqueuse par des polymorphonu-
cléaires neutrophiles, une hyperplasie épithéliale, une aug-
mentation de la perméabilité épithéliale et une tendance & la
destruction du tapis ciliaire. Au niveau pulmonaire, I'ammo-
niac ne modifie pas la perméabilité microvasculaire mais
interfére avec la réaction hypertensive induite par les endo-
toxines (GUSTIN et al, 1994). Dans la présente étude, une
exposition de 6 jours & 50 ppm d’ammoniac ne modifie pas
la composition cellulaire du liquide de lavage broncho-
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alvéolaire. Les modifications biochimiques enregistrées attes-
tent I'aggression de I'épithélium broncho-pulmonaire abou-
tissant & une élévation de la perméabilité aux protéines.
L'absence de ces effets directs au cours d’une étude antérieu-
re (URBAIN et al, 1996b) peut s’expliquer par des diffé-
rences dans les protocoles expérimentaux.

Nos résultats montrent que I'exposition concomitante aux
poussiéres et & I"ammoniac n’influence pas les effets de ce
dernier sur les cavités nasales. L'effet de ce gaz semble
moins important, mais reste significatif. CURTIS et al (1975)
n'ont observé aucune lésion histologique de la muqueuse
nasale lors de I'exposition de porcs & 50 ppm d'ammoniac
avec 10 ou 300 mg/m? de poussiéres. Ces observations sont
& l'opposé de celles de DOIG ET WILLOUGHBY (1971) qui
rapportent qu’une exposition & 100 ppm d'ammoniac pen-
dant 5 et 6 semaines est sans effet sur la muqueuse nasale,
mais induit des effets dans la muqueuse trachéale caractéri-
sés par une augmentation de 50 & 100% de I'épaisseur de
I'épithélium, et une diminution d'un facteur de 5 & 10 du
nombre de cellules caliciformes. L'exposition aux poussiéres
seules, & raison de 220 mg/m3, n’engendre aucune lésion
dans I'appareil respiratoire. L'exposition simutanée aux
poussiéres et & 'ammoniac induit dans la muqueuse nasale
des effets similaires & ceux observés dans la trachée lorsque
I’'ammoniac est administré seul. Par contre, plus aucune
lésion n’est observée dans la trachée. Ces auteurs suspectent
dés lors une plus grande toxicité de I'ammoniac lorsqu'il est
adsorbé aux poussiéres.

DOIG ET WILLOUGHBY (1971), pas plus que CURTIS et al
(1975), n'ont observé de modifications de la structure du
parenchyme pulmonaire sous |'exposition concomitante
d'ammoniac et de poussiéres pendant plusieurs semaines.
Par contre, les résultats du tableau 3 et de la figure 1 mon-
trent que I'ammoniac atténue |'appel cellulaire normalement
induit par les poussiéres. Cet effet inhibiteur de I'ammoniac
vis-a-vis de la réaction cellulaire pulmonaire, est & rappro-
cher de linhibition par I'ammoniac de I'hypertension pul-
monaire normalement induite par les endotoxines (GUSTIN
et al, 1994). En outre, I'aggression de I'épithélium broncho-
pulmonaire, bien que foujours présente étant donné les taux
élevés en LDH enregistrés, n’aboutit plus & une altération de
la perméabilité. Ces résultats montrent que I'ammoniac est
capable d’interagir avec des agents biologiques et phy-
siques et de modifier les réponses normalement induites par
ceux-ci.

Ces observations sont & mettre en relation avec une étude de
terrain récente au cours de laquelle deux lots de porcs &
I'engrais ont été élevés dans des locaux identiques, mais ou
les concentrations en ammoniac étaient significativement dif-
ferentes (17 £7 vs 8 + 4 ppm) (résultats non publiés). Des
lavages broncho-alvéolaires effectués & I'abattage ont mon-
tré que le nombre de cellules inflammatoires totales dans ce
liquide était significativement plus faible dans le groupe
d’animaux ov le taux d’ammoniac était plus élevé. Ces résul-
tats, sans pouvoir étre reliés & une cause précise, corrobo-
rent les observations décrites dans cet article.



CONCLUSIONS

L'exposition de porcs pendant 6 jours & I'ammoniac en pré-
sence de poussiéres ne modifie pas la lirritation des cavités
nasales induite par ce gaz. En revanche, I'ammoniac est
capable d'inhiber la réaction cellulaire pulmonaire normale-
ment induite par les poussiéres. En présence d’ammoniac et
de poussiéres, I'altération de la perméabilité de I'épithélium
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broncho-pulmonaire induite par chacun de ces polluants
agissant séparément, n’est plus détectable bien que I'aggres-
sion de la muqueuse soit toujours présente.
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