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PROJET
Les microflores du lait cru Contexte  LITIERES

 Importance des microflores des laits crus
<4 ...par rapport a la qualité des fromages au ...par rapport
& lait cru (qualités organoleptiques, lien au aux enjeux
terroir) sanitaires
« 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 :
Mieux connaitre :

PRUJET % les pratiques de gestion des litieres mises en ceuvre
X en AURA,
LITIERES == 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,

Partenaires du projet :
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w o , PROJET
Plan d’experience 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
c 2021-2022

3 visites

J parferme\’g m{m

25 fermes

en Savoie et Haute-Savoie

Logettes Logettes Logettes

Aire 1 Entrave @i
. paille sciure tapis

paillée ppaille - &

X5 X5 XS5 7 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 ?

J
o
Abondan®
ce et
diversité

Microbiot Spécificité

es \des selon les
litieres pratiques

Microflor
es
d’intérét




PROJET
Les analyses pasteuriennes Méthodes d’analyses  LITIERES

Analyses pasteuriennes

meéthode « classique » de dénombrement sur
boite de pétri

Il est nécessaire de choisir les groupes de

microorganismes que |'on souhaite cibler.
Par exemple :

172 000 000 bactéries d’affinage par
grarqme""

~ 8 *de matiere collectée a la surface
log, * de la zone de couchage (UFc/g)
10

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



W
Microbiot ™~

esdes  Combien de microorganismes trouve-t-on sur les zones de

litieres

couchage ?

— Denombrement de groupes microbiens

090
Les abondances de bacteries d’affinage
(8.24 + 0.46log,,) sont globalement
comparables entre les systemes.
Etables entravée (paille) Aires paillées
+ de microflores lactiques + de bactéries a GRAM -
mésophiles que les autres gue les autres systemes (+0.9 3
systemes (+0.9 a +1.5l09,,) +2.03log,)
+ de levures que les + de coliformes fécaux (sauf

entrave 0.37 a +1.16log,
logettes (+0.4 3 +1.8l0g,,) ) (+0.37 & +1.16log,,)

+ de butyriques que les

+ de butyriques que les _
logettes (sauf tapis) (+0.67l0g,,)

logettes (sauf tapis) (+0.55l09,,)

Abonda | PROJET
ee ot LIIERES

diversit
é

Peut-on obtenir des
informations plus
completes et plus
précises ?

Logettes (tapis)

- de levures (+0s3
+1.6log,,)

- de bactéries a
GRAM - (+1 3 +2log).

N = 15 pour chaque systéme
étudié (25 exploitations, 3 suivis
par exploitation)

Test statistique : test post-hoc
de Kruskall-wallis au seuil 0,05. m.




PROJET
La métagénétique Méthodes d’analyses  LITIERES

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

2 Permet de connaitre sans a priori presque toutes les
especes 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/

Abonda PROJET
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Microbiot ~ . . . ; . \ nce et LITIERES
Ic_ets_‘des Quelle richesse et diversité bactérienne a la surface des zones de (TN,
itieres £
couchage ? 5
espéces de bactéries Richesse Indice de Shannon?
détectées en moyenne bactérienne (diversite d"OTU?)
dans une ferme, un (en OTUY)
. donné a b b b b a b b b b
jour 1000 N EE IR 61
l | I J T | | l
| | [
Aucune différence notable 750 ‘
n'est observée entre les > | ‘
différents systemes 500-
étudiés.
La richesse bactérienne et I'indice 250 “
de Shannon est statistiquement
plus faible en surface des aires Svste ]
paillées, mais reste a un niveau ysteme : K ' ' ' ' N ' : - '
comparable aux autres zones de Logement Aire Entra |Loget Loget Loget Aire  Entra [Loget Loget Loget
couchage. Litiere Paille ve te te te Paille ve te te te
Paille Paille Sciur Tapis Paille Paille Sciure Tapis
e
1 - OTU : regroupement d’individus proches génétiquement Les microbiotes
(une espece bactérienne est composée de plusieurs OTU) . . R
_ o _ N s sont-ils tous les Pour chaque systéme étudié : N =
2 - Indice de Shannon : indicateur de diversité prenant en o¥o mémes > 45 échantillons sur 5 exploitations.

compte le nombre de microorganismes composant chaque OTU Tests statistiques : test post-hoc de
et leurs abondances relatives. Kruskall-wallis au seuil 0,05.



PROJET

e e s LITIERES
ificit g : o
Specificite Les microbiotes sont différents selon les
selon les
pratiques fermes ?
iciere . pa| e - Fermes
rerme
4
= EN
Les microbiotes ne sont . E12
pas les mémes selon les Ferme
Ferme = E13
fermes. 21 c1a
20 e
-+ E15
: des f v ~s- E16
Comparaison des fermes (_awy / e
Positionnement multidimensionnel non métrique “\ ) [
: . -+ E18
(nMDS) selon les distances de Bray Curtis entre — —a »
les compositions bactériennes des échantillons ‘ v H — * . - E19
(metabarcoding 16S), selon les fermes, pour les ? j '!;_..: . T Fe rme
exploitations agricoles utilisant de la paille. \ n.’; , 25 —=- E20
N = 135 échantillons (15 fermes, 3 suivis par \ ™ - -»- E21
fermes, 3 réplicas biologiques) n '.‘_. I' :I e 22
Litiere : paille (logement : Logette, entrave et "-’ i -
aire) (/ — s E23
Les communautés microbiennes sont impactées Ferme “ s —e- E24
significativement (Permanova ; R2 = 0.35 ; 16 Ferme ) o E25
p.value = 0,001 ; 18 Ferme
Logement : logette (litiere : paille, sciure et = 13
tapis)
Les communautés sont impactées .
Siyeise ati\bhénd pard' @ GEtPE (Permanova ; . ' ' '

R?2 =039 p-value = 0 001



el Les microbiotes sont-ils différents selon le logement mis en

pratiques place ?

Les microbiotes* en surface
des zones de couchage ne
sont pas les mémes selon
le type de logement mis en
place.

*nature des espéces et abondances
relatives

Lomparalson aes iogements

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.

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

Test statistiques

Anosim

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

Permanova (LA et LE, effet exploitation)
Logette / Aire: R = 0.23; p-value = 0.001,
Logette / Entrave : R = 0.12

Stress = 0.15, n=45 par
aroupe

PROJET
LITIERES

Aires

Logettes

Entrave
S




PROJET

g et : : : o . LITIERES
SS':‘?;':'IC;? Les microbiotes sont-ils différents selon la litiere
pratiques utilisée ?

-

Les microbiotes* en surface

des zones de couchage ne

sont pas les mémes selon

le type de litieres utilisé. o

*especes et abondances relatives

Comparaison des litieres

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) .
L

Test statistique * a
Anosim *

Paille / Tapis : R = 0.186 ; p-value = 1e-04,

Attention I’ANOSIM surestime avec un facteur
2.
Permanova (comparaison S-P et T-S) effet i ™
exploitation pris en compte. e
* Tapis/Sciure: R = 0.11; p-value = 0.001
Stredyee0. k9| e =R 5 §a@8 ; p-value = 0.001 T “r

aroupe



Spécificité
selon les
pratiques

Les microbiotes en surface
des zones de couchage sont
plus dépendants du
logement en place que de
la litiere utilisée.

*especes et abondances relatives

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 systemes étudiés
(aire paillée, logette sciure, logette paille, entrave
paille ou logette avec des tapis et sans litiere).

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

En quoi sont-ils
090 différents ?

Stress = 0.16
N = 45 dans chaque
aroline

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

PROJET

LITIERES
L
Logette
sciure 1 .
Aires ’ Logette Entraves
paillées ,.pal-lle paillées
T ]
]
e %




Y PROJET

Quelle richesse et diversité bactérienne a la surface des zones de

Spécificité LITIERES
selon les
pratiques couchage ?

C/ Ja y au,
A représentant jusqu'a 50 % de I'abondance relative totale.
Par exemple, en ~
proportion : >0%

Par exemple, on
retrouve plus de
Pseudomonas caeni a la
surface des aires
paillées, et plus de
Psychrobacter
phenylpiruvicus a la
surface des logettes
avec de la sciure. I

Qu’en déduire ? | ‘ HHH‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ |‘|‘ ‘ ‘
Qu’en est-il des T I I “ |‘ ‘ | |‘ { {1 {{URHE U ‘

Abondances relatives des espéeces (en %)

090 - : 5 0% |
bactéries utiles ?
Aires paillées Entraves paille Logettes paille Logettes sciure Logettes tapis
| Pseudomonas_caeni | | Pseudomonas_caeni |
Sporobacter_termitidis Sporobacter_termitidis Sporobacter_termitides
RuminococcaceasSpecies Ruminococcaceae_Species Ruminococcaceae Species

IntestniDacier_Dartheii IntestiniDacter_Dartheti
Christensenellaceae_R-7_group_Species

Facklamia_tabacinasalls

Christensenellaceae_R-T_group_Species
Facklamia_tabacinasalls
AEroCooCus_virdans

| Jeotgalicoccus_psychrophilus

| Jeotgalicoccus_psychrophiius

Pour chaque systeme étudié : N = 45 échantillons, 5
farmac

Phocagicola_Species




Microbiot ™~

esdes  Comment savoir si les especes détectées sont utiles en

litieres

fromagerie ?

Indésirables
fromagerie

Non renseigné

Pathogenes

Microbiote animal

Utiles (fromagerie)

Microflo PROJET
res LITIERES
d’intéré
t

ges microriores recrouvees

Criteres de classification

Activité anti-Listeria

Responsables de problemes de gout, 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 génes pouvant étre impliqués dans des défauts

pour la fromagerie ou la pathogénicité.
Pathogenes pour ’homme et/ou pour

I’animal en se basant sur une base de
données vétérinaires

Présentes dans le systeme

digestif, sur la peau de différents
groupes d'animaux

Toutes les especes impliguées dans la
production fromagere, a toutes les
étapes, de l'acidification jusqu'a la
protéolyse, lipolyse..

Ressources
Inventaire IDF : Bourdichon et al, Inventory of
microbial food cultures with safety
demonstration in fermented food product,
Janvier 2022
Base de données internationale
https://bacdive.dsmz.de
Publications : 80 articles scientifiques
(notamment via
https://www.microbiologyresearch.org)

Base vétérinaire
- Florilege : Héléne Falentin. Florilege : une base

données de phénotypes microbiens d’intérét
agro-alimentaire
lournées aualiment Feb 2020 Paric France



https://bacdive.dsmz.de/
https://www.microbiologyresearch.org/
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Ir_ets_\des Quelle richesse et diversité bactérienne a la surface des zones de TS
icieres
t

couchage ?

Les microflores utiles
en fromagerie
représentent au moins
10% (= 2.5%) des
bactéries détectées a la
surface des litieres.

00% 1

“Indésirables
fromagqgerie

(e}l g o]

75% 1

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

67% (+- 4.3%) en moyenne de
microflores sur lesquelles il reste
un travail de classification
approfondi a faire

Abondances relatives des bactéries

(%) &
o
o

Pathogenes 2 % +0.8

Microbiote animal 17 % +5

Utiles (fromagerle) 10 % + 2.5

0% -
- fife
Tous les

systéme

25% 1




_ Qi Microflo PRUJET
Microbiot ~~ : : ., . . res LITIERES
Ic_ets_‘des Quelle richesse et diversité bactérienne a la surface des zones de TS
icieres
t

couchage ?

" Proportions par systéme des ,
' Aire Entra Loget Loget Loget

catégories de microflores

Paille ve te te te
Paille Paille Sciur Tapis
80% a, b a; b e
. 1 1 1 1
Les abondances relatives de chaque D
catégorie sont globalement b *
ressemblantes pour tous les systemes, 3 60% |
(microflores utiles ~ 10% ; indésirables 3 ° :
en fromagerie ~ 4%). o
=
Mais il existe de légeres différences T 40% - a, b, a, b, a
selon les systemes. g
O
[
(O
'g fa3 bc, ab, abga
° L] -
[o) o] 8 hd - —
Qu’en est-il k4
des o *"‘m g J
microflores 0% - _ ! . 3
utiles ? Moyennes 3.7 % 67 % 17 % 10 %

Ecart type

1.8 4.3 5 2.5
Pour chaque systéme étudié : N = 45 échantillons (5 Indésirables No_n Micrgbiote Utiles .
fermes). fromagerie renseigné animal fromagerie

Tests statistiques : test post-hoc de Kruskall-wallis au



Microbiot 7~

es des Quelle richesse et diversité bactérienne a la surface des zones de

litieres

couchage ?

Les bactéries catégorisées
comme utiles en
fromagerie sont
légerement plus présentes
(en proportion) a la surface
des logette tapis par
rapport aux aires paillées et
logettes paillées.

@

Lo}
Quelles sont les

especes d’intérét
retrouvées sur les

zones de couchage
?

Pour chaque systeme étudié : N = 45 échantillons (5

fermes).
Tests statistiques : test post-hoc de Kruskall-wallis au

Abondances relatives des bactéries

15 -

%

10
%

5% -

a

bc

abc

Microflo
res
d’intéré
t

Moyenne

Ecart type

e« C

Aire
Paille

9%

3.2

Entra
ve

Paille
10 %

1
Loget Loget Loget

te te te
Paille | Sciure | Tapis
9 % 10 % 11 %
2 1.9 2.3

PROJET
LITIERES
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Microbiot : : ., . . res LITIERES
es des Quelle richesse et diversité bactérienne a la surface des zones de TS

litieres
couchage ? t

Staphylococcus. xylosus a
a

fromagerie
(bactéries d’affinages, bactéries lactiques mésophiles...)

30%

rsense

20%

HE E E N EEEE NN EEEEEEEENEGESR
>

Abondances relatives des bactéries

Cory: wruki
Cor ilosum
. Coryr P
¥ Cor
Cory:
Cor
Kocuri
0 — e— — — Lact i
10% : -
Lactococcus_raffinolactis
Marinilactibacillus_psyehrotolerans
Micracoccus_luteus
P . Multi-affiliat
S -
R »
i
Staphylacoccus._fleuretti
Aire Entrave Logette Logette Logette
Paille Paille Paille Sciure Tapis

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’espéces de Corvhebacterium est remarguée.



Interactio PROJET
Microbiot : : . ns entre |.|T|ERES
es des Des interactions entre les bactéries les

litieres especes

En s’'intéressant aux phénomenes de co-occurrence (ou co-exclusion), on peut mettre B 0m
B et [ en évidence les interactions entre les bactéries, la complexité du réseau bactérien, o
. [ sa résilience face aux perturbations... o s
. illales : :\Aicrocou;:a\es Order
: Saztermda\etm : Mollicutes_NB1-n Log ette Logette : Aer‘ﬂmnnada\es : F;avabactevia\es
ol [ Paille Plus de co- Plus de co- Sciure ,
R X présence entre exclusion entre . . [l i
e W e A 1 les especes les especes . N\
e e " Indicateurs de Indicateurs de : o+ sy
o - résilience plus résilience plus  Crrcieomses Y St
g = faibles élevés il

"87 % d’interactions positives : la "58% d'interactions positives, plus de co-exclusion e .
grande majorité des interactions sont dans ces systémes. . il
co-présentes. "Connector (séparent les modules): Victivallis = * ° P
"Connector (séparent les vadensis, Oligella ureolytica, Campylobacter, Tyzzerella
\ modaules) : Paenalcaligenes lactatifermentans ! -,.' .
hermetiae, Anaerosphaera aminiphila, *Module hub (trés connectées a l'intérieur des ¥
. Atopobium species modules) : Staphylococcus succinus, Fluviicola
Y "Complexité (means average taffensis, Lachnospiraceae

AAar~vreaA~a) — 10 1 B v lawvwids — ON NOO



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

/‘\ Des microbiotes différents selon le
type de logement et la litiere
- utilisée au sein des fermes.

3K 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 rble potentiel n’est pas
connu...

PROJET
LITIERES

*OTU



PROJET

PROJET |
LITIERES Objectifs : mieux connaitre...

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

= 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 Pour en savoir plus : mémoire
* 16% des répondants utilisent des asséchants contenant des microorganismes de Constance Fournier (lien)
 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 ?

* I"impact d’une pratique de gestion des litieres sur les microbiotes des litiéres et sur la qualité

des ®4tSes prochains travaux du projet Litiéres porteront sur I’étude de
I’ensemencement des litieres en microflores utiles (bactéries acidifiantes et avec
activité anti-pathogenes) sur les microbiotes des litieres, des trayons et des laits.

*OTU


https://www.ceraq.fr/wp-content/uploads/2022/11/Rapport-Liti%C3%A8res-FOURNIER_C.pdf

PROJET

Ce diaporama est le fruit d’'un travail collectif coordonné par Blandine Polturat (peplt(@
(CERAQ) dans le cadre du projet LITIERES, qui bénéficie de subventions de la Région oS et s

VERS LES AGRICULTEURS D'AUVERGNE-RHONE-ALPES

La Région @

AURA (PEPIT) et des départements de Savoie et Haute-Savoie (Plan filiere lait cru).

Nous tenons a remercier I'ensemble des fermes qui ont participé a cette Auvergne-Rhéne-Alpes
étude ; leur contribution a été essentielle a sa réussite.

La mise en place de l'essai et les prélevements ont été réalisés grace a CONSEIL
l'implication de Titouan Josse (Agrocampus Ouest), stagiaire & CERAQ, que a%vh?'l!E
nous remercions chaleureusement. BLANC

Nous remercions également I’'ensemble des partenaires du projet LITIERES pour

leur implication :
Tous nos remerciements aux personnes ayant contribué a la réalisation de I'étude, a l'interprétation

des résultats et a la préparation de cette présentation : Blandine Polturat (CERAQ), Cresciense
Lecaude (CERAQ), Arnaud Béthier (FDCL), Pauline Gerber (P6le Fromager AOP Massif Central), Ophélie
Jaffrennou (P6le Fromager AOP Massif Central), Francoise Monsallier (Chambre d’Agriculture du
Cantal), Frédéric Perrin (EDS), Caroline Petite (AFTAlp), Céline Pignol (Aftalp).

CERAT

fromager =
["ESSF)UI‘LCES pgur l . Aopvg Cooptrarves Lamires a&GTFggghTOL:EEE 4 ‘ A
agriculture de qualité = CHAMBRE D ACRICERTAL Eleveurs ces Savoie

et de montagne MNMassit central ple pour diever gy

f%i? \Y% VetAgro Sup

Campus Agronomique de Clermont




Merci de votre attention !
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) ) A PROJET
Demarche du projet Litieres Contexte  LITIERES

-

Essai

,Etudielz les Echanges Essais
ecosystemes Présélectionner des Comparer les
_microbiens de pratiques qui microbiotes
d|ﬁere_n_t§ types de pourraient se révéler d’exploitations
) litieres. intéressantes — agricoles laitiéres
En9u€tRecenser les . mic?r%l#lroz\sl,ourilzislzg Igtslou ayant des pratiques de
pratiques de gestion maitriser les microflores 2fEEdel des_I!tleres
des litieres mises en indésirables. LT LUCLC
oeuvre sur le terrain en
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