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Les microflores du lait cru Contexte  LITIERES

e Importance des microflores des laits crus
<, --Par rapport a la qualité des fromages au lait cru (qualités ...par rapport aux enjeux
& organoleptiques, lien au terroir) sanitaires

e Constat : appauvrissement de la microflore des laits cru et notamment une diminution des populations
microbiennes d’intérét fromager (Michel et al., 2000)

o Des microflores aux origines multiples
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Les zones de couchage des vaches laitieres Contexte  LITIERES

Les litieres sont un des réservoirs microbiens des laits

Constat : les filieres fromageres AOP-IGP ont peu de visibilité sur les pratiqgues mises en ceuvre
pour gérer les litieres et peu de recul sur leurs conséquences sur les écosystemes microbiens.

Objectifs :
Mieux connaitre :

 les pratiques de gestion des litieres mises en ceuvre en AURA,

« Les microbiotes a la surface des zones de couchage selon les litieres/logements
utilisés

e 'impact d’'une pratique de gestion des litieres sur les microbiotes des litieres et sur
la qualité des laits (essais?)

... au regard des enjeux sanitaires et agroalimentaire (microflores utiles, indésirables,
pathogenes).
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PROJET
Etat des lieux des pratiques en AURA LITIERES

Pratiques

Réalisation d’un sondage web sur le territoire AURA

257 répondants, 86 dans le Massif Central, 171 dans les Savoie
15 filieres fromageres différentes

Les entraves sont sur-représentées en Savoie
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Proportions des filieres fromageres des répondants
Proportions des types de logement utilisés selon les
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Pratiques

Etat des lieux des pratiques en AURA

% exploitations

30-

Type de litieres
paille entiere

. farine de paille

20- _

. paille broyée
sciure de bois
litiéres multiples
béton

10-
. tapis
0- -

paille entiére farine de paille sciure de bois paille broyée litieres multiples  sans litiere

Type de litiéres
Proportions des types de litieres utilisés dans le

Massif-Central

La paille entiere représente la litiere majoritaire dans le Massif-Central
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% exploitations
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Type de litieres

paille entiere

. farine de paille
. paille broyée

sciure de bois

litiéres multiples

I ] 1 1 I I
paille entiere  farine de paille sciure de bois  paille broyee litieres multiples  sans litiere

Type de litieres
Proportions des types de litieres utilisés en Savoie

La paille entiere et les systemes sans litieres ont une fréguence similaire en Savoie



Plan d’expérience

O

Matériel et méthode

Quelles sont les spécificités des microbiotes en surface des zones de
couchage des vaches laitieres selon le type de logement en place et la litiere

utilisée ?

Prélevements a la surface
des litieres souillées

Hiver
2021-2022

3 visites m

par ferme

e

\uJ T | Branila,

25 fermes

en Savoie et Haute-Savoie
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Métabarcoding 16S Température et
pour chaque humidité de l'air pour
répétition et chaque répétition et

chaque systeme (3
réplicats pour chaque
répétition)

chaque systeme

3 réplicats pour
chaque répétition, 1
réplicat composé de
plusieurs points de
prélevement le long
d’un transect

Dénombrement des coliformes,
microflores  d’affinage, microflores
lactiques mésophiles, levures,
moisissures, bactéries a G-, butyriques,
FMAR pour chaque répétition et
chague systeme
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Quelles sont les spécificités des microbiotes en surface des zones de
couchage des vaches laitieres selon le type de logement en place et la litiere
utilisée ?

I
c::

RS
Abondance et

diversité

Microbiotes des

litieres @ selon les pratiques

Especes d’intérét

Spécificité

Especes 0

pathogénes/problé
matiques pour la
transformation



PROJET

Microbiotes des YCOMbien de microorganismes trouve-t-on sur les zones de couchage ? Abondance et  LITIERES
litiéres diversité

“~ . Dénombrement de groupes microbiens Peut btenir des informati
eut-on obtenir des informations

plus completes et plus precises ?

090
Les abondances de bactéries d’affinage (8.24 + 0.46logqo)
sont globalement comparables entre les systemes.

Etables entravée (paille) Aires paillées Logettes (tapis)

- de levures (+0.8 a +1.6log0)

+ de microflores lactiques mésophiles + de bactéries a GRAM — que les autres L .
. . . . - de bactéries a GRAM - (+1 a
que les autres systémes (+0.9 3 systémes (+0.9 a +2.03logq0) +2log)
0g).
+1.5log1o) + de coliformes fécaux (sauf entrave) 5
+ de levures que les logettes (+0.4 a (+0.37 a +1.16log1o)
+1.8l0g10) + de butyriques que les logettes (sauf
+ de butyriques que les logettes (sauf tapis) (+0.67log1o) N =15 pour chaque systéme étudié (25
tapis) (+O.55Iog1o) exploitations, 3 suivis par exploitation)

Test statistique : test post-hoc de

Kruskall-wallis au seuil 0,05.
Q




PROJET
Méthodes d’analyses  LITIERES

La métagénétique

La métagénétique
meéthode basée sur I'étude de I’ADN présent dans un échantillon
(amplification d’un fragment de gene)

e« Permet de connaitre sans a priori beaucoup plus d’ especes

présentes et leurs abondances relatives
(dont les spores, les non cultivables, les morts...)

especes bactériennes ont été
retrouvées au total a la surface des

zones de couchage des vaches laitieres
(25 fermes)

especes de bactéries détectées en
moyenne sur une litiere, un jour donné

A titre de comparaison, le microbiote intestinal
d’un humain comporte 160 especes en moyenne.

source



https://www.inserm.fr/dossier/microbiote-intestinal-flore-intestinale/
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microbiotes des YQuUElle richesse et diversité bactérienne a la surface des zones de couchage ? Abondance et LITIERES
litieres diversité

\ , . . /7 ° . 2
espéces de bactéries Richesse bactérienne Indice de Shannon
s s en OTU’ H 1+ A ’ 1
détectées en moyenne sur ( ) (diversite d’OTU’)
une litiere, un jour donné
a b b b a b b b
E.
1000~ | I | |
o | | a | | | ! ‘ ‘ |
Aucune différence notable n’est
observée entre les différents 7301 i
systemes étudiés. ‘ ‘ ‘ ‘
La richesse bactérienne et I'indice de Shannon 500+
sont statistiguement plus faibles en surface
des aires paillées. 4.
250+
Systéme : . . _ . . .
Logement Aire Entrave Logette Logette Aire Entrave Logette Logette
Litiere Paille Paille Paille Sciure Paille Paille Paille Sciure
1-0TU : regroupement d’individus proches génétiguement (une espéce Les microbiotes sont-ils
bactérienne est composée de plusieurs OTU A
| g PIHAIEH ) tous les memes ? Pour chaque systeme étudié : N = 45
2 - Indice de Shannon : indicateur de diversité prenant en compte le nombre 090 échantillons sur 5 exploitations.

de microorganismes composant chaque OTU et leurs abondances relatives. Tests statistiques : test post-hoc de Kruskall-

wallis au seuil alpha = 0,05.
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spécificité ~ LeS microbiotes sont différents selon les fermes ? LITIERES

selon les
pratiques

Litiere : paille Fermes

Ferme 14

Les microbiotes ne sont pas les
meémes selon les fermes.
]
Ferme 21
Ferme 20

Comparaison des fermes
Positionnement multidimensionnel non métrique -
(nMDS) selon les distances de Bray Curtis entre les 4 ’
compositions bactériennes des échantillons
(metabarcoding 16S), selon les fermes, pour les ‘

exploitations agricoles utilisant de la paille. ' .
N = 135 échantillons (15 fermes, 3 suivis par fermes, 3 ,
réplicas biologiques) {

| . ’

Ferme 16

Ei1
Ei2
E13
Ei14
E15
E16
E17
E18
E19
E20
E21
E22
E23
E24
E25

AN B SO N N 2O OO OOR O N N NN OOR B

Ferme 18
. Ferme 13

Stress = 0.17, n =9 par groupe




Spécificité
selon les
pratiques

Les microbiotes® en surface des zones
de couchage ne sont pas les mémes

selon le type de logement mis en place.
*nature des espéeces et abondances relatives

Comparaison des logements

Positionnement multidimensionnel non métrique (nMDS)
selon les distances de Bray Curtis entre les compositions
bactériennes des échantillons (metabarcoding 16S), selon
le type de logement en place (aire, logette, ou étable
entravée) pour les exploitations agricoles utilisant de Ia
paille.
N = 135 échantillons (15 fermes, 3 suivis par fermes, 3
réplicas biologiques)
Test statistiques
Anosim
« Aire / entrave : R2 = 0.781 ; p-value = 1e-04, (20% de
surestimation potentiellement)
Permanova (LA et LE, effet exploitation)
« Logette / Aire:R2=0.23; p-value =0.001,
- Logette / Entrave : R2 =0.12

Stress = 0.15, n=45 par groupe

Litiere : paille

Les microbiotes sont-ils difféerents selon le logement mis en place ?

PROJET
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Aires

Lgéettes

Entraves




spécificité  Les microbiotes sont-ils différents selon la litiere utilisée ?
selon les
pratiques

Logement : logettes

PROJET
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Les microbiotes® en surface des zones ]
de couchage ne sont pas les mémes

selon le type de litieres utilisé.
*espéces et abondances relatives

Comparaison des litieres

Positionnement multidimensionnel non métrique (NMDS)
selon les distances de Bray Curtis entre les compositions t
bactériennes des échantillons (metabarcoding 16S), selon

le type de litieres utilisées (paille, sciure ou tapis sans

litiere) pour les exploitations agricoles disposant de

logettes. -
N = 135 échantillons (15 fermes, 3 suivis par ferme, 3

réplicas biologiques)

Test statistique -
Anosim .
« Paille / Tapis : R2 =0.186 ; p-value = 1e-04, L &

Attention I’ANOSIM surestime avec un facteur 2.
Permanova (comparaison S-P et T-S) effet exploitation
pris en compte.
« Tapis / Sciure : R2=0.11; p-value = 0.001 o
« Sciure / Paille : R2 =0.08 ; p-value = 0.001

Stress=0.19, n=45 par groupe

Paille VS Tapis : 18% d’explication de |la
différence entre groupes

Tapis VS sciure : 11%

Sciure VS Paille : 8%

Sciure




Spécificité
selon les
pratiques

Par exemple, en proportion : ,AB
On retrouve plus de

Pseudomonas caeni a la surface

des aires paillées, et plus de

Psychrobacter phenylpyruvicus a

la surface des logettes avec de la

sciure.

Intestinibacter bartlettii est
présente jusqu’a 15% en logette
tapis. Bactérie importante du
microbiote intestinal bovin.

Qu’en déduire ?
Qu’en est-il des bactéries utiles ?

090

Pour chaque systeme étudié : N = 45 échantillons, 5 fermes.

11 espéces majoritaires tout systeme confondu,

Quelles especes majoritaires a la surface des zones de couchage ?

représentant jusqu'a 50 % de I'abondance relative totale.

50%

Abondances relatives des especes (en %)

0%
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Aires paillées

Paaudomonas caeni |

Sporobacter_termitidis
Ruminococcaceas Species
Intestnibacter_Barthedwi
Christenzensllaceae_R-T_group_Species
Facklamia_tabacinasalls

| Jeoigalicoccus_psychrophilus

Bacillus oecembensis I

Phocasicala_Species

Entraves paille

Sporgbacter_termitidis
Rum IMDCOCCACeHE Eil.lt"Cl'i."b
Intestnibacter bartlett

Christensenslacess R-T_group_Spocies

Facklamia_tabacinasalis
AsTococcus virldans

Jeotgalicoccus_psychrophilus

Phocasicnla_Species

Logettes paille |

Logettes sciure

Fsychrobacter_pheny PyTUWICUS |

Sporobacier_termitidis

Rum |'IUL"'.E-C".'E|.~'\.'".:L’IF.'_SF-'."I:IL":
Intestinibacter bartletti
Christensanellaceas R-7_group_Specis:
Facklamia tabacinasalis

ARMICOCCUS Virndans

Jeotgalicoccus_psychrophilus

Phocasicola_Species

Sporobacter_termitidis
Rusmiir IEF-:L‘{".'EL;.'L"L'II.'_S[.F."L 125
Intestinibacter bartlemi

Christensanellaceas R-7_group_Spec

Facklamia_tabacinasalis
ARTOCOCCUS_Viridans

Juoigalicoccuspsychrophilus

Phocaeicola_Species

Logettes tapis

Peaudomonas caeni |

Sporobacter_termitidis
Ruminococcaceas Species
Intestinibacter_Dartedti
Christenzenellaceas R-T_group Species
Facklamia_tabacinasalls
Aprococous_virdans

Jeotgalicoccus_psychrophilus

Phocaeicala_Species
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spécificite ~ Quelles sont les 10 especes majoritaires selon les systemes ?

selon les
pratiques

logettes sciure logettes tapis

logette paillées

Iy d | 'ﬂ"llm it -
I ) I I I I Species l- II lllllll Species
IIII I II I Il Species Il I I Aerococcus viridans I.II l . III Aerococcus_viridans
0.4 I II II 'I | "I Agrococcus_viridans Bacteroides_plebeilis l als .I ] m II B IIII . Bacteroides_plebeius
I I' I I I . Bacteroides_plebeius II I ristensenellaceae_R-7_group_Species II Christensenellaceae_R-7_group_Species
Ill |IIIIII l I.ll -Iq | Christensenellaceas_R-7_group_Species § l Il. I I I . Intestinibacter_bartlettii § . Facklamia_tabacinasalis
g II. Il II . Facklamia_tabacinasalis § I II Jeotgalicoccus_psychrophilus g II II Intestinibacter_bartlettii
g I II In I.I II II Intestinibacter_bartlettii é III . Phocaeicola_Species é I . Jeotgalicoccus_psychrophilus
2 I II II l.l I Bl seotgaiicoceus_psyehrophilus 29 I-||| I.I l'l | | ll Ill Psychrobacter_phenylpyruv 0.2- II I Phocaeicola_Species
0.2- I I l I I Phucaeicnla_Species III I . Rikenellaceae_RC9_gut group_Species I | I I I I I II| . Ruminococcaceae_Species
Il Psychrobacter_faecalis Ruminococcaceae Species II I I II I I Sporobacter_termitidis

Trichococcus Species

Ruminococcaceae Species
. Sporobacter_termitidis

| I . Sporobacter_termitidis
] 0_0,IIIIIIIII.IIIIJIl---llll“llll--l

Sporobacter termitidis est |'espéece observée

||||n||||||\\IIluII\...[II\In\IlI |||IIIII.....|||..|||II|||||||i|

aires paillées entraves paillées systématiquement dans les 10 plus abondantes de
chaque systeme. On retrouve également souvent
ol s Species Aerococcus viridans une bactérie aérobie. Les
III| II'-._ T P “'I 'I ||||l H'l " Christensenellaceae sont des bactéries que I'on
gos fuggttl "-l‘l I - '.. B cwcocopoms 3 | " I I|||l| .zjff:t':n‘j:j;j“jﬂ N retrouve dans le rumen, elles sont majoritaires
; -|. l;'l II IIl||I I II .;EEWE g !', |'|, ||||”|II||||| “l | ||| B e o dans tous le systé.mes s.auf .Ies aires paillées qui
| ||| ) Ill 'l = et -l||||| I|'||I || I |I | |I| “ —~ I montrer.\t un profil pa rtl.culler, avec entre autre
Il I | sporabacter i Lk — S des Bacillus cecembensis, Arthrobacter
il ||||||I'I||||II IIII Illll"ll Illlllll" ||||“I‘I ‘I'I“III““ |||I|I arilaitensis (utiles fromagerie), Acinetobacter
"""""""""""""""""""""""""" 001 ' Iwoffii (indésirable), Pseudomonas caeni

(indésirable)
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catégorisation Comment savoir si les espéces détectées sont utiles en fromagerie ? Critares LITIERES
des especes
Classification des microflores retrouvées dans les litieres
Criteres de classification
Activité anti-Listeria, anti salmonelle...
¥ Resp’onsables d.e problemes de.gout, de te,x?:ure, de
protéolyse ou lipolyse trop rapide, compétitrices avec les
lactobacilles
Non renseigné Especes nécessitant d'étudier le génome complet en détail et de déterminer le nombre
de genes pouvant étre impliqués dans des défauts pour la fromagerie ou la pathogénicité,
voir réalisation de modeles métaboliques.
Pathogénes Pathogenes pour I'animal en se basant sur une base de
d , “térinai ( d thoge h in) Ressources
onnees veterinalres {pds de pathogenes humain * Inventaire IDF : Bourdichon et al, Inventory of microbial food
cultures with safety demonstration in fermented food
: : : Présentes dans le systeme digestif, sur la product, Janvier 2022
Microbiote animal o Co « Base de données internationale : https://bacdive.dsmz.de
peau de différents groupes d'animaux e Publications: 80 articles scientifiques

(notamment via https://www.microbiologyresearch.org)
 Base vetérinaire

Toutes les espéces impliquées dans la « Florilege : Hélene Falentin. Florilege : une base de données de
. A \ % phénotypes microbiens d’intérét agro-alimentaire
prOd uction fromagere’ a toutes les eta PES, de Journées qualiment, Feb 2020, Paris, France., 2020 0

I'acidification jusqu'a la protéolyse, lipolyse..

Utiles (fromagerie)



https://bacdive.dsmz.de/
https://www.microbiologyresearch.org/
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Catégorisation Quels types de bactéries a la surface des zones de couchage ?

\ Classes
des especes

Proportions des microflores catégorisées

Les microflores utiles en

Avec activité anti-pathogénes

fromagerie représentent en (production de bactériocines) 1%
Y) Ari ;oo .
moyenne 11.38% des bactéries Indésirables fromagerie EEERELLA
détectées a la surface des
litieres.

. . (V)
Non renseigne 46% 000

46% en moyenne de microflores sur
lesquelles il reste un travail de classification

approfondi a faire

Existe-t-il des différences
entre les systemes étudiés ?

Pathogenes 3.16 %

Microbiote animal

28.04%

Utiles (fromagerie) 11.38%
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catégorisation Quels types de bacteéries a la surface des zones de couchage ?

. Classes
des especes

Indésirables en Anti- Utiles en Microbiote Pathogenes strict Fonction non applicable
fromagerie (%) pathogenes (%) fromagerie (%) animal (%) animal (%) (%)
_ . 18.6e.t 7.6 22.7e.t5.9
Aires paillées 0.57 13.7 (a) 4e.t3.7(c) 40.43
(a) (a)
- 28.7e.t4.4
Entraves paillées 8 e.t 3.8 (bd) 1.6 15 (a) (b) 2.5e.t0.97 (a) 44.2
. 10.7 e.t 6.1 28.5e.t4.6
Logettes paillées 1.2 12.6 (a) 2.6 e.t 0.84 (ac) 44.4
(bc) (b)
. 29.4e.t6.7
Logettes sciure 11.4 e.t 6(c) 1.5 8.5 (b) (be) 3.1e.t1.6(bc) 46.1
C
309 e.t
Logette tapis 7.7 et 6.7 (d) 0.4 7.1 (b) 4.2(c) 3.7 e.t 0.94 (d) 50.2
2(c

Les premiéres valeurs sont les moyennes suivis des écarts-types. Les tests ont été réalisés quand la classe n’est pas discutable (Il est par exemple possible que des anti-
pathogenes soient dans d’autres catégories, notamment les bactéries lactiques, mais cette fonction étant souche dépendante, il est difficile de faire une classe anti-pathogene
avec les especes) La catégorie fonction non applicable est modulable en fonction des futures associations en biologie, le test n’a donc pas été réalisé.

Les lettres associées aux catégories permettent de montrer quels systemes montrent des abondances relatives similaires (si ils ont la méme lettre)

Par exemple les indésirables en fromagerie sont d’abondances relatives similaires en entraves paillées et logettes paillées, toutes deux partageant la lettre b dans cette
catégorie
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catégorisation Quels types de bacteéries a la surface des zones de couchage ? Microflores  LITIERES
des especes d’interet

Proportions par systeme de microflores utiles a la

fromagerie
. — a a b b
Les bactéries catégorisées comme 209 .
utiles (directement) en fromagerie °
sont plus abondantes dans les
systemes paillés gu’en logettes . :
o
tapis/sciures. =
0
O
-
o 20% -
Q .
(%p]
3 .
(%p)
Q
=
)
0
of :
0®o S 10% -
c
Quelles sont les espéces o
d’intérét retrouvées sur les S
zones de couchage ? '<Cr3
Aire Entrave Logette Logette
Paille Paille Paille Sciure Tapls

Pour chaque systeme étudié : N = 45 échantillons (5 fermes).

Tests statistiques : test post-hoc de Kruskall-wallis au seuil alpha 0,05. Ecart type
Correction des p-value par méthode de Benjamini-Hochberg



catégorisation Quels types de bacteéries a la surface des zones de couchage ?

des espéeces

Abondances relatives des bactéries (%)

25%

20% -

15%
10% -
% ‘

Proportion des especes catégorisées comme utiles en fromagerie

(bactéries d’affinages, bactéries lactiques mésophiles...) 1 barre =1 échantillon

| "l]"

Aire
Paille

Les Corynebacterium casei et callunae peuvent representer jusqu’a 12% des bactéries utiles en fromagerie détectées a la surface des zones de

i N"”n\ I

Entrave
Paille

L

Logette
Paille

i ‘I‘h | .hh MI i |

Logette
Sciure

il

Logette
Tapis

couchage. A la surface des aires paillées, Arthrobacter arilaitensis est ’espéce la plus abondante (en proportion).
En entrave paillée, une diversité importante d’especes de Corynebacterium est remarquée.

Arthrobacter_arilaitensis
Arthrobacter_Species
Arthrobacter Species TSBY-27
Bifidobacterium_breve
Bifidobacterium_indicum
Bifidobacterium_pseudocatenulatun
Bifidobacterium_pseudolongum
Brachybactenum_muris
Brachybacterium_sp
Brevibacterium_senegalense
Brevibacterium_sp
Corynebacterium_callunae
Corynebacterium_casei
Corynebacterium_doosanense

Corynebacterium_efficiens
Corynebacterium_flavescens
Corynebacterium_frankenforsten
Corynebacterium_glutamicum
Corynebacterium_humireducens
Corynebacterium_lubricantis
Corynebacterium_maris
Corynebacterium_nuruki
Corynebacterium_pilosum
Corynebacterium_sp
Corynebacterium_5Species
Corynebacterium_spheniscorum
Corynebacterium_stationis

Kocuria_palustris

Microflores
d’intérét

PROJET
LITIERES

Staphylococcus xylosus
Stenotrophomonas_koreensis

Stenotrophomonas_rhizophila

Lactobacillus_coryniformis
Lactobacillus_graminis
Lactococcus_raffinolactis
Marinilactibacillus_psychrotolerans
Micrococcus_luteus
Mult-affiliation
Pediococcus_pentosaceus
Psychrobacter celer
Psychrobacter pacificensis
Staphylococcus cohnii
Staphylococcus_equoram
Staphylococcus_fleurettii
Staphylococcus _succinus

Staphylococcus_vitulinus
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Des interactions entre les bactéries

Interactions entre
les especes

En s’intéressant aux phénomenes de co-occurrence (ou co-exclusion), on peut mettre en évidence les

interactions entre les bactéries, la complexité du réseau bactérien, sa résilience face aux perturbations...

Logette

Paille Plus de co-présence

entre les especes
Indicateurs de
: f résilience plus faibles

e 87 % d’interactions positives : la grande
majorité des interactions sont positives.

« Connector (séparent les modules) :
Paenalcaligenes hermetiae, Anaerosphaera
aminiphila, Atopobium species

. « Complexité (means average degree) =

19.156
« Résilience moyenne (means connectance,
. means clustering coefficient) = 0.019, 0.018

Logette
Sciure

Plus de co-exclusion
entre les especes
Indicateurs de
résilience plus élevés

58% d'interactions positives, plus de co-exclusion dans ces
systemes. V
Connector (séparent les modules): Victivallis vadensis, Oligella ! b 4
ureolytica, Campylobacter, Tyzzerella lactatifermentans £
Module hub (trés connectées a l'intérieur des modules) :

Staphylococcus succinus, Fluviicola taffensis, Lachnospiraceaé ’
Complexité = 30.099 i
Résilience moyenne = 0.029, 0.029
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Réseaux Définitions
microbiens

Centrality degree: une
mesure du nombre de
lien. Plus elle est élevée,
plus il y a de lien. Le
numéro 5 est le noeud (le
taxon) le plus central de O
a +infini

Interprétation
biologique: Especes tres
importantes si il y a peu
de redondance
fonctionnelle dans le
réseau. Ce sont les
especes qui intéragissent
le plus avec les autres

Closeness centrality: Une jg'
mesure de la force des

liens entre les noeuds,

plus elle est élevée, plus
le lien est fort. Ce sont

souvent des taxons non
centraux mais pas
toujours. Ici c’est le 2

Interprétation

biologique: Apres une
perturbation, les taxons
avec la plus grande
closeness impactent le
réseau le plus
rapidement.

PROJET

Interactions entre LITIERES
les especes

Betweenness:

Une mesure de |Ia
probabilité qu’a un noeud
d’étre au milieu d’'un pont
reliant deux taxons. ILy a
souvent une corrélation
roissante  entre les
degree et la
betweenness. Ici, c’est le
4 qui a la betweenness la
plus élevée.

Interprétation biologique:
Ce sont les especes les plus
importantes dans la
communication du réseau.
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Définitions

Interactions entre
les especes

edge connectivity

La connectivité des ponts:

C’est le nombre minimal de ponts qu’il faut supprimer pour que le réseau soit déconnecté.
Par exemple ici, en enlevant un seul pont, on sépare le réseau en deux parties.

Aucun noeud des deux parties n’intéragit avec aucun noeud de I'autre partie.
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Interactions entre LITIERES

Réseaux Définitions les espéces
microbiens

Les types d’interactions:

Le commensalisme : C'est quand une espece bénéficie de la présence d’une autre sans que cela apporte un bénéfice a l'autre. C’'est une relation
unidirectionnelle, seule une espece voit son abondance augmenter, I'autre reste stable

Le parasitisme/Prédation: C’'est quand une espéce bénéficie de la présence d’une autre, et qu’elle impacte négativement cette derniéere. Si I'espece A augmente,
I’espece B diminue. Relation unidirectionnelle.

Le neutralisme: Les deux especes sont stables elle n’interagissent pas

Amensalisme: Une espece est défavorisée I'autre ne bouge pas, relation unidirectionnelle

Compétition: Les deux especes sont en interactions bidirectionnelle négative, les deux diminuent conjointement, mais |'espece la plus compétitrice diminue
moins vite que celle qui est moins compétitrice. Parfois une réussit a augmenter et I'autre diminue on arrive alors dans I'exclusion.

Mutualisme, Facilitation symbiose: Les deux especes se facilitent mutuellement, elles apportent chacune un avantage a l'autre, direct ou indirect. Relation
bidirectionnelle positive

Le modele de réseau utilisé est spécifique aux relations positives et négatives, c’est a dire, le mutualisme, la compétition (trés forte) et la prédation.



Réseaux ~ Réseaux des logettes en sciure selon les pH et les % de matiere seche

microbiens

4

Connectivité des ponts

-Eﬁ‘

N
(O

4 clusters
modularité relative 1.32 " - . L ':;. . hlgn'tl:llulhlgn'tpH low DM In:rw'pH
~ R | g g
e . W . Il faut retirer beaucoup plus de noeuds pour déconnecter
Closeness - ﬂ | De.08 OH [4.25;7.92[ % 1 AEsT les réseaux plus alcalins

, e T "’ ~moins de pathogénes, mais
14.4% ponts négatifs 3 P & Connectance

moins d’especes utiles

CEVEERLERE 353.04 1 201.56§ 203.7 . 22e-16

connectivité des o
: betweenness plus élevée
i — ; ; ponts = 3.29 i 0.146 '
high DM highpH lowDM lowpH 270 noeuds .
1530 connections _ " . . " ,
hight DM hightpH lowDM  lowpH
Les réseaux plus alcalins sont plus proches de leur maximum
de connectivité
_ coefficient de clustering moyen
1 clusters

modularité relative 2.78

'

Le réseau montrant le plus d’especes utiles
directement a la fromagerie est aussi celui qui
montre le plus d’especes pathogenes. Il y a des
corrélations négatives importantes entre ces
deux groupes quand le pH et supérieur a 7.92
dans les sciures.

Le réseau microbien est en meilleure santé

BH [7.92; 8.7] hight DM hightpH lowDM  low pH
34.3% de ponts négatifs, plus de
compétition (réseau en meilleure santé)

connectivité des ponts = 29.26

plus de pathogenes mais plus d’especes
directement utiles

291 noeuds

6676 connections

Les réseaux plus alcalins ont une probabilité moyenne de
triade plus élevée.

Les taxons des réseaux plus acides sont moins liés a d’autres
taxons.
Les taxons des réseaux plus acides sont moins proches les uns

quand le pH est supérieur a 7.92, les des autres
indicateurs de résilience sont plus importants. Par contre les taxons des réseaux plus acides communiquent
plus

(plus haut score de taxons intermédiaires entre les
connections)



Réseaux Especes clefs des réseaux en logette sciure en fonction du pH

microbiens

Especes clefs des logettes sciures

pH [7.92; 8.7] pH [4.25; 7.92]

 Ravonifractor _plautii = |

Ruminococcaceae 5 fﬁ] -

Intesfinimonas -

Alistipes nnderdnnh.u -
Phocaei

Knmm_sp -
Clostridium_ disporicum <

o tpes, shahi 1 | Ecarts importants sur les espéces clefs beaucoup plus nombreuses

Butyrickoapus. pulicascorum - P quand les pH sont supérieurs a 7.92
mmﬁ&ﬁ?éﬁit%: . Les closeness sont élevées dans les pH hauts, les degree plutdt variés et les
Lachnospeaceae Spedies 1 1 betweenness plus faibles, ces espéces sont fortement corrélées directement
Pediccocous. eriosaceus igraph.degree aux autres, y compris celles qui ont peu de liens avec les autres. Elles vont
- . %0 donc avoir une influence importante lors d'une perturbation (qu'elles
¢

giella tayi-
[Eubacle%u mpmslanclrgenes-
meurent ou qu'elles survivent)

viecooccus hominis
Psychrobacter_celer -
Mogibacterium_wescum =
Planomicrobium_okeanokoites =
Trueperella_Dialowiezensis =
Brevibacterium_senegalense 4

Ruminilostidum_leptu - l Psychrobacter celer et Carnobacterium utiles en fromagerie et avec activité
arnobacterium_sp < 30

Leucobacter_komagaltae il 1 ] c
| Coned “'L,‘,,";m" | anti Listeria pour Carnobacterium, especes clefs seulement quand les pH sont
niestinimonas r ucens < |
¥ owardela 4 ﬁ | >7.92
Bacterpides_plabeius < |
regtumms russelii 4 -
lautia_glucerasea -
Alloprevotela_rava < {
Sacchamopolyspora_rectivirgula = - ® 03
Lachnoclostrid _[t:rnhtﬂuajme penhmmi.'}tmmr |
n hum stridium]_ghycyrrhiziniyticum < -
Psychrobacter_phemy UVICUS ' . 0.4
[Euba::temm]_un!umducens aQ rtl!ll |
Eggerthella_lenta - - @ o5
Bifidobacterium_breve < |
Pseudomonas_caeni =
~ Aerococcus suis+
Ruminococcus Species=
Conynebacterium_bovis =
ubacterium_brachy <
Corynebacterium_lubricantis <
Desemzia_incerta <
Lactococcus raffinolactis <
Jeotgakcoctus_marinus <
Streptococcus porcinus =|
Micrococcus._luteus =
Parabacteroides_merdae - L]
Paenalcaligenes_hermetiae < .
Corynebacierium_pilosum
Anaerocella_delicata 5

igraph.closeness

Si une espéce n’est pas clé dans un réseau cela ne veut pas dire
gu’elle n’est pas présente

0 500 1000 O 500 1000
igraph.betweenness
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Corrélations positives de Dietzia maris en logettes sciure en fonction du pH

pH [7.92; 8.7]

pH [4.25; 7.92|

hight low
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pH hauts : beaucoup plus d’intéractions fortes

« Alliicoccus persicus + Dietzia maris, Planococcus plakortidis, Corynebacterium stationis, Flavobacterium species

M1 13

« Dietzia maris + Planococcus plakortidis

« Arthrobacter arilaitensis (utile fromagerie) + Planococcus plakortidis, Dietzia maris

« Rikenellaceae RC9 group species avec Prevotella buccalis

. Dietzia maris +Brevibacterium senegalense
« Pseudomonas caeni + Corynebacterium callunae



Réseaux  Bilan des corrélations en fonction du pH sur différents systemes

microbiens

logettes paillées :
pH>7.19
. Corynebacterium casei et Corynebacterium maris sont corrélées positivement. Toutes les deux sont des bactéries d’affinage

Aires paillées
pH > 7.77, on observe une triade faisant intervenir une bactérie d’intérét et un pathogene
« Arthrobacter arilaitensis (utile fromagerie) corrélée négativement a Treponema brennaborense (Mortellaro) et Corynebacterium humireducens lui
méme corrélé positivement avec T. brennaborense

—

C.humireducens

Globalement en aires paillées et pour les sciures aux pH importants
. Dietzia maris n’est corrélée positivement qu’avec des especes d’intérét fromager !
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Quelles sont les spécificités des microbiotes
en surface des zones de couchage des vaches laitieres
selon le type de logement en place et la litiere utilisée ?

’ > 200 especes de bactéries détectées en moyenne dans une litiere, un jour donné. La richesse et la diversité des bactéries sont
@,: comparables dans tous les systemes.

Des microbiotes davantage dépendant du logement que de la litiere

&y Aux vues des connaissances actuelles, les microflores utiles en fromagerie représenteraient environ 11% des bactéries™ présentes a la
w surface des zones de couchage, quel que soit le systeme.
46% de bacteéries dont le role potentiel n’est pas connu...
é@ hﬁ En aires paillées, logettes paillées et logettes sciure, les litieres plus alcalines sont associées a des indicateurs de résiliences plus élevés et
f PH 3 des especes d’intérét fromager plus connectées.
Qa&ér

*0TU
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Contexte

Démarche du projet Litieres

Essai

Echanges Essais

Etudier les écosystemes
microbiens de différents types

Présélectionner des pratiques Comparer les microbiotes

de litieres. qui pourraient se révéler e e e S s
) Interessantes - |ajtiéres ayant des pratiques de
Enquétes pour favoriser les microflores gestion des litieres
. utiles et/ou matitriser les différenciées
Recenser les pratiques de microflores indésirables. ITTe

gestion des litieres mises en
ceuvre sur le terrain en AURA

Transfert des méthodes
et des résultats

Coordination
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