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PROJET
Les microflores du lait cru Contexte  LITIERES

* Importance des microflores des laits crus
(qualités organoleptiques, lien au terroir) enjeux sanitaires

s ...par rapport a la qualité des fromages au lait cru ...par rapport aux

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

* Des microflores aux origines multiples




PROJET

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 pratiques mises en ceuvre
pour gérer les litieres et peu de recul sur leurs conséquences sur les écosystemes microbiens.

Objectifs :

PROJET
LITIERES

Partenaires du projet :
Pole

CCRAT &

ressources pour Aopv

l'agriculture de qualité
et de montagne Massif central

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

= I'impact d’une pratique de gestion des litieres sur les microbiotes
des litieres et sur la qualité des laits,

... au regard des enjeux sanitaires et agroalimentaire (microflores utiles,
indésirables, pathogenes).
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PROJET
Plan d’expérience Matériel et méthode  LITIERES

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 ?

Préléevements a la surface
des litieres souillées

Hiver
Q 2021-2022
r 3 visites

par ferme \ |

25 fermes

en Savoie et Haute-Savoie

Logettes W ' Logettes

Aire £ Entrave %4
paille sciure tapis

.11 2 » T
paillée ¢ ppaille - =

X5 x5 X577 x5 X5

Litiere : paille
Logement : logettes



PROJET

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 ?

Abondance
et diversité

Microbiotes

Spécificité

des litieres selon les pratiques

Microflores
d’intérét



PROJET
Les analyses pasteuriennes Méthodes d’analyses  LITIERES

Analyses pasteuriennes
méthode « classique » de dénombrement sur boite de pétri

- Permet de connaitre le nombre de microorganismes
présents dans un échantillon

Il est nécessaire de choisir les groupes de microorganismes
qgue I'on souhaite cibler.

Par exemple :

1(2 000 00(3 bactéries d’affinage par gramme*

Y *de matiere collectée a la surface
de la zone de couchage (UFC/g)

~8 log,,*

* Les bactéries sont dénombrées en nombre par gramme, puis une transformation
logarythmique est appliqué. Une augmentation de 2 log (aprés transformation) est équivalent a
multiplier la concentration par 102 (= 100).
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Abondance LITIERES

et diversité

WE=
N/
Microbiotes
des litieres

Combien de microorganismes trouve-t-on sur les zones de couchage ?

Dénombrement de groupes microbiens
Peut-on obtenir des informations
090 plus complétes et plus précises ?

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

Etables entravée (paille) Aires paillées Logettes (tapis)

+ de microflores lactiques mésophiles + de bactéries a GRAM - que les - de levures (+0.82 +1.6l0g,,)

que les autres systemes (0.9 +1.5log,) autres systemes (+0.9 a +2.03log,) - de bactéries 3 GRAM — (+13
+de levures que les logettes (+0.42 + de coliformes fécaux (sauf entrave) (+0.37 +2lo8)

+1.8log,) 3 +1.16log,,)

+ de butyriques que les logettes (sauf + de butyriques que les logettes (sauf N = 15 pour chaque systéme étudié (25
apis) 0.5 api) e

Kruskall-wallis au seuil 0,05.
i Q
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La métagénétique
méthode basée sur I'étude de 'ADN présent dans un échantillon
(amplification d’un fragment de gene)

- Permet de connaftre sans a priori presque toutes les espéces

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

especes bactériennes ont été retrouvées
a la surface des zones de couchage des
vaches laitieres (25 fermes)

especes de bactéries détectées en
moyenne dans une ferme, 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/

oz PROJET
Abondance LITIERES

et diversité

Microbiotes

Quelle richesse et diversité bactérienne a la surface des zones de couchage ?

des litieres

espéces de bactéries Richesse bactérienne " Indice de Shannon?

: . oTu? iversité d’OTU1
détectées en moyenne dans (en OTUY) , (diversité d'OTUY)

une ferme, un jour donné

b b b a b b b b

a b
$I_;_II;II—I—]

Aucune différence notable n’est 7501 ‘
observée entre les différents 57 ‘
systemes étudiés. |

1000+

|
S—

500+

La richesse bactérienne et l'indice de
Shannon est statistiquement plus faible en 41

surface des aires paillées, mais reste a un 2501
niveau comparable aux autres zones de
couchage. Systeme :
Logement Aire  Entrave Logette Logette Logette Aire Entrave | Logette Logette Logette
Litiere Paille Paille Paille | Sciure  Tapis Paille Paille Paille | Sciure  Tapis

1- OTU : regroupement d’individus proches génétiquement (une espéce
bactérienne est composée de plusieurs OTU) Les microbiotes sont-ils

o a Pour chaque systeme étudié : N = 45
2 - Indice de Shannon : indicateur de diversité prenant en compte le nombre de o¥o tous les mémes ? échantillons sur 5 exploitations.

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

wallis au seuil 0,05.
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SIS Les microbiotes sont différents selon les fermes ?
selon les
pratiques
Litiere : paille Fermes
Ferme 14
~e- E11
Les microbiotes ne sont pas les e E12
mémes selon les fermes. - 1 c1g
erme -
Ferme 20 o Eid4
-+ [E15
) -+ E16
Comparaison des fermes -\ s
: —-—
Positionnement multidimensionnel non métrique (nMDS) \ i i
selon les distances de Bray Curtis entre les compositions - - —- E18
bactériennes des échantillons (metabarcoding 16S), selon ‘ " -+ E19
les fermes, pour les exploitations agricoles utilisant de la -P "-:. -
paille. \ "P’J ) ferme 25 R0
N = 135 échantillons (15 fermes, 3 suivis par fermes, 3 { ! ¢h - E2
réplicas biologiques) Ll ™,
o | | h—qﬂl —»- E22
itiere : paille (logement : Logette, entrave et aire) f 23
——
Les communautés microbiennes sont impactées
significativement (Permanova ; R2 = 0.35 ; p.value = 0,001 ; [ ] - E24
Ferme 16 -
Logement : logette (litiére : paille, sciure et tapis) Ferme 18 —»- E25
Les communautés sont impactées significativement par - Fe rme 13
I'exploitation (Permanova ; R2 = 0.39 ; p-value = 0.001
L
Stress =0.17, n =9 par groupe
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Spécificité
selon les
pratiques

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

Litiere : paille

Les microbiotes* en surface des »
zones de couchage ne sont pas les .

meémes selon le type de logement
mis en place.

*nature des especes 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 la paille. ™

Entraves

N = 135 échantillons (15 fermes, 3 suivis par fermes, 3 réplicas
biologiques) L]

Test statistiques 5 &
Anosim

* Aire/entrave : R=0.781; p-value = 1e-04, (20% de All'es
surestimation potentiellement)

Permanova (LA et LE, effet exploitation)

* Logette / Aire:R=0.23; p-value =0.001,

* Logette /Entrave : R=0.12

Logettes

Stress = 0.15, n=45 par groupe i i i




Sspe"ig'rf"lc;ie Les microbiotes sont-ils différents selon la litiére utilisée ?

pratiques
Logement : logettes

PROJET
LITIERES

Les microbiotes* en surface des
zones de couchage ne sont pas les
mémes selon le type de litieres
utilisé.

*espéeces et abondances relatives

Comparaison des litieres Paille

Positionnement multidimensionnel non métrique (NMDS) ‘
selon les distances de Bray Curtis entre les compositions &
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 a8
+ Paille / Tapis : R = 0.186 ; p-value = 1e-04, L

Attention ’ANOSIM surestime avec un facteur 2.
Permanova (comparaison S-P et T-S) effet exploitation pris en
compte.

e Tapis/Sciure : R=0.11; p-value = 0.001 N
e Sciure / Paille : R=0.08 ; p-value = 0.001

Sciure

Stress=0.19, n=45 par groupe T
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Spécificité

S Les microbiotes sont-ils plus influencés par le logement ou la litiere ?

pratiques Logement et litiére : tous

Les microbiotes en surface des zones Logette sciure
de couchage sont plus dépendants L
du logement en place que de la ' o

litiére utilisée. Aires paillées Logette paille Entraves

aillées
*especes et abondances relatives - e . P

Composition bactérienne des échantillons

Positionnement multidimensionnel non métrique (nMDS)
selon les distances de Bray Curtis entre les compositions
bactériennes des échantillons (metabarcoding 16S), selon les
systémes étudiés (aire paillée, logette sciure, logette paille,
entrave paille ou logette avec des tapis et sans litiére).

N =225 échantillons (25 fermes, 3 suivis par ferme, 3 réplicas

biologiques)
@ En quoi sont-ils différents ?
090

Stress =0.16
N = 45 dans chaque groupe i 1 ' v |
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Spécificité
selon les
pratiques

Quelle richesse et diversité bactérienne a la surface des zones de couchage ?

11 espéces majoritaires tout systeme confondu,

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

Par exemple, en proportion :
50%

Par exemple, on retrouve plus

de Pseudomonas caeni a la X
surface des aires paillées, et #ii -
plus de Psychrobacter Sz
phenylpiruvicus a la surface ¢
des logettes avec de la sciure. ?
=
s
5 | | il o |
.§_ "’ | : ‘ ‘\‘ i l | “ii ' )
i # 1 0
Quen dédire 1A AACRRER R AR A1
0®0 Qu’en est-il des bactéries utiles ? o% [ i1 ‘} “t | !;' 1l I | | (] |
Aires paillées Entraves paille Logettes paille Logettes sciure Logettes tapis
| Pseudomonas_caeni | [ | Pseudomonas_caeni |

Sporobacter_termitidis
Ruminococcac

Intestir

cter_bartletti

Christensenellaceae_R-7_group_Species Christenseneilaceae_R-7_group_Specie: Christensenellaceae_R-7_group_Species

Facklamia_tabacinasalls Facklamia_tabacinasalis Facklamia_tabacinasalis Facklamia_tabacinasalis Facklamia_tabacinasalls

B Aerococcus_viridans | Aerococcus viridans H Aerococcus_virdans ¥ Aerococcus_virdans

il cus_psychrophilus Jeotgalicoccus_psychrophilus B Jeowgalicoccus_psychrophilus B Jeowgalicoccus_psychrophilus B Jeotgalicoccus_psychrophilus
\ . Lo _ . . B Bacil ensis
Pour chaque systéme étudié : N = 45 échantillons, 5 fermes. L - ] y
Phocaeicola_Species 8 Phocaeicola_Species Phocaeicola_Species Phocaeicola_Species ! Phocaeicola_Species
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- Microflores LITIERES

d’intérét

Microbiotes

deslitieres COMMent savoir si les especes détectées sont utiles en fromagerie ?

=» Classification des microflores retrouvées dans les litiéres
Criteres de classification

Activité anti-Listeria

Indésirables fromagerie Responsables de problemes de golt, de texture, de protéolyse
ou lipolyse trop rapide, compétitrices avec les lactobacilles

Especes nécessitant d'étudier le génome complet en détail et de déterminer le nombre de

Non renseigné X R _ o ) ) o
genes pouvant étre impliqués dans des défauts pour la fromagerie ou la pathogénicité.

Pathogénes pour ’lhomme et/ou pour I'animal en
se basant sur une base de données vétérinaires Ressources

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
peau de différents groupes d'animaux : Base de données internationale : https://bacdive.dsmz.de

Publications : 80 articles scientifiques
(notamment via https://www.microbiologyresearch.org)

Pathogenes

Microbiote animal

> : : £ - Base vétérinaire
Utiles (fromagerie) Toutes les €speces lmpllquees dans la - Florilege : Héléne Falentin. Florilége : une base de données de
production fromagere, a toutes les étapes, de phénotypes microbiens d’intérét agro-alimentaire

I . . a , . Journées qualiment, Feb 2020, Paris, France., 2020
I'acidification jusqu'a la protéolyse, lipolyse..


https://bacdive.dsmz.de
https://www.microbiologyresearch.org

PROJET
Microflores LITIERES

d’intérét

o o

Microbiotes
des litieres

Quelle richesse et diversité bactérienne a la surface des zones de couchage ?

gé/ Proportions des microflores catégorisées

Les microflores utiles en
fromagerie représentent
en moyenne 11.38% des
bactéries détectées a la
surface des litieres.

Indésirables fromagerie 11.39%

0990

Non renseigné 46%
& ° Existe-t-il des différences

entre les systemes étudiés ?

46% en moyenne de
microflores sur lesquelles il

reste un travail de
classification approfondi a
faire Pathogénes 3.16 %

Microbiote animal 28.04%

Utiles (fromagerie) 11.38% @
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Microflores LITIERES

d’intérét

o o

Microbiotes
des litieres

Quelle richesse et diversité bactérienne a la surface des zones de couchage ?

Aire Entrave Logette Logette Logette
Paille  Paille Paille Sciure Tapis

Proportions par systeme des
catégories de microflores

) ) ) 80% a,; b, a; b, a;
Les abondances relatives de chaque catégorie
sont globalement ressemblantes pour tous les < *
systemes, (microflores utiles ~ 10% ; indésirables 3
. g 60% 7
en fromagerie ~ 4%). g ’ :
©
2
©
. . . ’ b Y . ’ q-’
Mais il existe de légeres différences selon les 2 40% 1 a, b, a, b,a
systemes. v
g
C
-‘é’ (aa bc; abj abc; ¢, \
8 20% 1 a, b,ac, ¢, bc, .
o < L] L]
[ ] LJ
oTo -
Qu’en est-il des **A-L \_ )
microflores utiles ? 0% 1 _ _ _ :
Moyennes 3.7 % 67 % 17 % 10 %

Ecart type

1.8 4.3 5 2.5
Pour chaque systéme étudié : N = 45 échantillons (5 fermes). Indésirables Non renseigné Microbiote Utiles
Tests statistiques : test post-hoc de Kruskall-wallis au seuil alpha 0,05. fromagerie animal fromagerie



PROJET

Microbi . . et s s . \ Microflores LITIERES
e Quelle richesse et diversité bactérienne a la surface des zones de couchage ? e

des litieres

C.‘J

Proportions par systeme de microflores utiles a la

fromagerie
a bc ab abc C
Les bactéries catégorisées comme
utiles en  fromagerie sont *
légérement plus présentes (en
proportion) a la surface des < 15% -
logette tapis par rapport aux aires 3
paillées et logettes paillées. 9
-
o
o]
(%]
2 10% ——
©
f» :
090 a
O
o
Quelles sont les espéces T
d’intérét retrouvées sur les 8 o
< 5% -
zones de couchage ?

1
Aire Entrave Logette Logette Logette

Paille Paille Paille Sciure Tapis

Moyenne 9% 10 % 9% 10 % 11 %

Pour chaque systéme étudié : N = 45 échantillons (5 fermes).
Tests statistiques : test post-hoc de Kruskall-wallis au seuil alpha 0,05. Ecart type 3.2 2 2 1.9 2.3
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Microbiotes . . "y o \ Microflores
deslinieres  QUEllE richesse et diversité bactérienne a la surface des zones de couchage ? Jintérat

Proportion des especes catégorisées comme utiles en fromagerie
(bactéries d’affinages, bactéries lactiques mésophiles...)

Staphylococcus_xylosus

Stenotrophomonas_koreensis
W Afvobacter Specles TSBV-27
M Stenotrophomonas_rhizophila

30% b

20% =

Corynebacterium_Species

Corynebacterium_spheniscorum
Corynebacterium_stationis

Kocuria_palustris

Lactobacillus_coryniformis

10% —

0% .

Aire Entrave

Lactobacillus_graminis
Lactococcus_raffinolactis
Marinilactivacillus_psychrotolerans
Micrococcus_luteus

Muli-affiiation

Pediococeys_pentosaceus

Abondances relatives des bactéries (%)

Psychrobacter_celer
Psychrobacter_pacificensis

Staphylococcus_cohii

Staphylococcus_equorum

Staphylococcus_fleuretti

Logette :
Staphylococcus_succinus
Ta p i S Staphylococcus_vitulinus

Logette
Paille Paille Paille Sciure

Logette

Les Corynebacterium casei et callunae peuvent representer jusqu’a 12% des bactéries utiles en fromagerie détectées a la surface des zones de
couchage. A la surface des aires paillées, Arthrobacter arilaitensis est I'espéce la plus abondante (en proportion).
En entrave paillée, une diversité importante d’especes de Corynebacterium est remarquée.

PROJET
LITIERES



= Interactions PROJET
Microbiotes . . ;s . entre les LITIERES
desitiores  D€S iNteractions entre les bacteries espéces
En s’intéressant aux phénomenes de co-occurrence (ou co-exclusion), on peut mettre en évidence les oreen degree “
orser . interactions entre les bactéries, la complexité du réseau bactérien, sa résilience face aux perturbations... o '
B s [l Fmnanine i
© Badillales ®  Micrococcales Order
- cweams o o 1 Logette Logette - J e
E oo B , Paille Plus de co-présence Plus de co-exclusion Sciure _ " o g oo
. ;umm m ' entre les especes entre les especes . . il
Z:“ Eba;ﬁ Indicateurs de Indicateurs de N \ \ a1 Y Cimiies [l e
: De:u"m::s : es résilience plus faibles résilience plus élevés "‘Z e
igraph.degree  cor : Desuﬂavibria::s . it
o 75 X i X .

P = 87 % d’interactions positives : la grande = 58% d'interactions positives, plus de co-exclusion dans ces e °
. ” majorité des interactions sont co-présentes. systemes. °
¥ = Connector (séparent les modules) : = Connector (séparent les modules): Victivallis vadensis, Oligella =~ *® ‘ 7
< Paenalcaligenes hermetiae, Anaerosphaera ureolytica, Campylobacter, Tyzzerella lactatifermentans J
\ aminiphila, Atopobium species = Module hub (trés connectées a l'intérieur des modules) : ! ! \
= Complexité (means average degree) = 19.156 Staphylococcus succinus, Fluviicola taffensis, Lachnospiraceae ¥
. = Résilience moyenne (means connectance, = Complexité = 30.099

means clustering coefficient) = 0.019, 0.018 = Résilience moyenne = 0.029, 0.029



PROJET

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

' > 200 especes de bactéries détectées en moyenne dans

o une ferme, un jour donné. La richesse et la diversité des
N bactéries sont comparables dans tous les systemes.

/‘\ Des microbiotes différents selon le type de

logement et la litiere utilisée au sein des
fermes.

& Au vu des connaissances actuelles, les microflores utiles en
fromagerie représenteraient environ 10% des bactéries™ présentes
a la surface des zones de couchage, quel que soit le systeme.

70% de bactéries dont le réle potentiel n’est pas connu...

*0TU
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* Les microbiotes a la surface des zones de couchage selon les litieres/logements utilisés

Obijectifs : mieux connaitre...

- Essai 1 dont fait I'objet cette présentation.
Des informations ont été collectées les microorganismes des litieres et les différences
observées selon les logements, la litiere utilisée, au cours du temps, etc.

* Les pratiques de gestion des litieres mises en ceuvre en AURA,

- Questionnaire en ligne (257 répondants) et enquétes
* 16% des répondants utilisent des asséchants contenant des microorganismes

* 20% voire jusqu’a 30% dans certains départements
Quel sont les effets des apports de bactéries considérées comme utiles sur les microbiotes des

litieres, du lait ? Les interactions entre les especes ?

* |'impact d’une pratique de gestion des litiéres sur les microbiotes des litiéres et sur la qualité des laits,

- Les prochains travaux du projet Litieres porteront sur I'étude de 'ensemencement des litieres en
microflores utiles (bactéries acidifiantes et avec activité anti-pathogenes) sur les microbiotes des litieres,

des trayons et des laits.

PROJET
LITIERES

Pour en savoir plus : mémoire
de Constance Fournier (lien)

*0TU


https://www.ceraq.fr/wp-content/uploads/2022/11/Rapport-Liti%C3%A8res-FOURNIER_C.pdf
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l'agriculture de qualité ' CHAVERE D AGRCUTURE Campus Agronomique de Clermont

et de montagne /\/\OSS|f central




Merci de votre attention !
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Démarche du projet Litieres Contexte  LITIERES
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