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T
Mise en contexte

Ecologie microbienne du lait cru ‘

aa Caractéristiques

* Riche en nutriments

» Facteurs de variation: lactation, génétique,
age, état de santé, type d’alimentation

* Température de 38 °C a la sortie du pis,
conservation a 4 °C

* pH 6,6 a25°C -
Bactéries

+ Aw 0,993 psychrotrophes

aiment le froid

Bactéries
mésophiles
aimentla T°
modérée

A
Mise en contexte ‘\

Ecologie microbienne du lait cru ‘

s  Composition et diversité microbienne _—

. Ecosystéme complexe, microbiote dynamique, riche, diversifié
» Bactéries, levures, moisissures

* Jusqu’a 20 000 cfu/ml - lait cru fraichement récolté

 Si charge élevée, diversité conservée aprés pasteurisation

» Réfrigération: abondance augmente, diversité diminue

Chambers, 2002; Rasolofo et al., 2010; Agarwal et al., 2014
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Mise en contexte

Ecologie microbienne du lait cru

|7 Composition et diversité microbienne I

» Connaissances fragmentaires

Traite -

Y4

Pis et trayon |:> e

des vaches
cru

Lactobacillus, Aerococcus, Acinetobacter,
Kocuria, Bacillus, Corynebacterium,
Staphylococcus, Pseudomnonas,
Propionibacterium, Pantoea

Vacheyrou et al., 2012; Driehuis et al., 2013; Hélene Fortier (Op+Lait) D

Mise en contexte

Ecologie microbienne du lait cru

Composition et diversité microbienne I

|7 » Connaissances fragmentaires

Etable Traite

G 8

Vaches |:> Féces e des|:> I‘.:?:::

Féces : Escherichia, Staphylococcus, Listeria, vaches
Mycobacterium, Salmonella

Appareil de traite : Micrococcus,

Streptococcus, Bacillus, coliformes

Litiére : Clostridium, Bacillus, Klebsiella /-’\
Sol : Clostridium, Bacillus, Pseudomonas, o
Mycobacterium, levures et moisissures Litiere

Vacheyrou et al., 2012; Driehuis et al., 2013; Hélene Fortier (Op+Lait) D
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Mise en contexte

Ecologie microbienne du lait cru

|7 Composition et diversité microbienne I

» Connaissances fragmentaires

Environnement, champ, Etable Traite
| |

- T 20

SoI Vaches Féces Pis et |:> Lait
:> % trayon des cru
@ ﬂ vaches

Ensilage /\
Récolte

Autres aliments Litiére

o)p

Frank et Hassan, 2002; Driehuis et al., 2013; Hélene Fortier (Op+Lait) ()

Mise en contexte

Ecologie microbienne des ensilages

mm Caractéristiques —

» Aliment d’origine végétale acide, fermenté, conservé en
anaérobie (sacs, silos, bunkers)

- Ecosystéme dynamique et variable: type végétal
(graminées, légumineuses, mais), densité, humidité,
anaérobiose, saisons, microbiote indigéne, inoculant,
niveau de matiére séche

» Succession de conditions aérobie, anaérobie, pH 6 2> 3,8

Frank et Hassan, 2002; Driehuis et al. 2013

0
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Mise en contexte

Ecologie microbienne des ensilages

mm Composition et diversité microbienne —

« Communauté microbienne épiphyte et diversifiée

« Mauvaise fermentation: clostridies et bacilles (106 a 107
spores/g) se retrouvent dans les féces et le lait

+ Pathogéne: L. monocytogenes
* Moisissures: Aspergillus, Penicillium, Fusarium (mycotoxines)
* Levures: Pichia, Candida, Saccharomyces

Frank et Hassan, 2002; Driehuis et al. 2013

0

Mise en contexte

Ecologie microbienne des ensilages

mm Effet des inoculants sur le microbiote — ]

 Homofermentaires (acide lactique; AL): Lactiplantibacillus
plantarum, Lacticaseibacillus casei, Enterococcus faecium,
Pediococcus sp.

» Hétérofermentaires (AL + acide acétique): Lentilactobacillus
buchneri, Levilactobacillus brevis, Leuconostoc mesenteroides

+ Acidification rapide et courte (homofermentaires), ou lente et
longue (hétérofermentaires; antifongique; stabilité aérobie)

Au Québec: 95 % ensilage d’herbe versus 50 % ensilage de mais.

10
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Problématique

» Connaissances limitées sur la diversité du microbiote
d’ensilages et du lait

> Impact des ensilages sur la qualité microbiologique du lait peu
connue

» Transferts microbiens peu étudiés, clostridies uniquement

Hypothése de recherche

L’analyse comparative de la prévalence et de la diversité des
communautés microbiennes des fourrages préservés et du lait
permet de connaitre I'impact de I’alimentation des vaches avec
les ensilages sur la qualité microbiologique du lait cru.

11

Objectifs

Evaluer I'impact de I’alimentation des vaches avec les ensilages sur le
microbiote du lait et identifier les taxons transférés d’ensilages au lait cru.

Permettre aux producteurs et transformateurs laitiers de
proposer des pratiques capables d’éliminer les microbes
qui affectent la qualité des produits laitiers transformés.

> Estimer la prévalence et la diversité des communautés
microbiennes du foin, d’ensilages d’herbe et de mais, et d’évaluer
I'effet des inoculants sur leur structure

> Déterminer I'impact de I’alimentation des vaches avec les fourrages
préservés inoculés ou non sur le microbiote du lait cru.

12

Mettre en valeur la typicité du fromage au

lait cru



Formation CEFQ

28/02/2024

Méthodologie
Recrutement des fermes

Inoculant Nombre de
potentiel fermes

Traitement Type de fourrage

GL Herbes non
Grass/Legume  |inoculées

Ensilages non
inoculés

GLCI Mélange d’herbes 11C33, 11G22,
Grass/Legume  |NoON inoculées et 11CFT 3
Corn Inoculated  |de mais inoculé : : . (Pioneer),
Ensilages inoculés el e S0
Supersile 6
(Biotal)
13
Meéethodologie
Echantillonnage des fourrages
Marque / | Application .
Composition Acides
M P
11C33 X Lentilactobacillus buchneri
11G22 Pioneer X - Lactiplantibacillus plantarum AL+AA
11CET X - Enterococcus faecium
E— - Lentilactobacillus buchneri
Buchneri Iotel NCIMB 40788
500 ﬁgﬁiﬁxp‘ - S - Pediococcus pentosaceus AL+AA
NCIMB 12455
) - Pediococcus acidilactici
Supersile agz}\fA X MO e A4 AL
P Classic - Lactiplantibacillus plantarum
NCIMB 12422
[:] AL+AA
14
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Meéthodologie
Echantillonnage des fourrages
Automne 2015 & Printemps 2016
[Echantilions | Type | Nombr total |
W ron T
:
inoculées
.
inoculées
s
inoculé
10
81
Répartition des fermes
15
Meéethodologie
Echantillonnage du lait cru
Automne 2015 & Printemps 2016
[Echantilons | Type deforme___| Nombre otal_
[T
12
inoculées
Mélange d’he_rbes e’t 6
de mais non inoculés
Mélange d’herbes
GLCI non inoculées et de 6
mais inoculé
-
de mais inoculés
48

16
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Méthodologie
Séquencage, gPCR et analyse des données

ISERURRGSRIBRUgR] FosaC Cutscapt ()14 DA DA%silvah
_ Chao1, Shannon, Simpson inversé ‘
|Analyses multivariées multitables| O-...: | MoAstin2
MENA
— | Réseaux doccurrence | € M50 ..
_ ! Bactéries vivantes ou mortes?

1111

17
Quelques notions de diversité
Diversité alpha
> Richesse = nombre d’espéces présentes dans une communauté
» Abondance = quantité / proportion de chaque espéce présente
> Diversité spécifique: décrit la richesse et I'abondance de I'ensemble des espéces présentes
9 .. @ -
. L . -
A < B A X B
2 especes 4 especes 3 espéces 4 espéces
B est plus riche et plus diversifié B est plus riche mais moins diversifié
Diversité béta
> Différence de composition en espéces (présence et abondance) entre plusieurs communautés
18
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Résultats

Ecologie microbienne de fourrages d’herbes
et de mais ensilés avec ou sans inoculants

vee Original Research

1” frontiers | Frontiers in Systems Biology PUBLISHED 12 August 2022
01 10.3389/fsysb. 2022955611

Bz Metataxonomic insights into the
microbial ecology of farm-scale

hay, grass or legume, and corn

" silage produced with and without
it e of oot (IH) inoculants

f“‘:”ﬂ”ago"g"c““wﬂ‘U”‘VE'S“Y‘ ehiria Alexandre J. Kennang Ouamba®?, Mérilie Gagnon*?,

= e Thibault Varin?, P. Yvan Chouinard??, Giséle LaPointe®“ and

e Denis Roy*2*

19

Résultats

Ecologie microbienne de fourrages
Diversité alpha: 3 mesures

Automne 2015 Printemps 2016
Chao1 InvSimpson Shannon B Chao1 InvSimpson Shannon
50 54
Plus 200_pa<0t90a1b b bl |F%b b o] P5%8% b b %% b b eo-%<°b°1t_> b b 5'%<°b°1b b b
levée = s E' 40 o £ 200 J®
© . . (1]
dans £ 1501, ol é g w0
i 2 34 > 150
le foin Z ,L | rL‘ B ylw 1 3 rL
2 1004 J-¢ ! 2 ¢
& 100 20 24 a 100 %J
bt E 20 24
g o HH g !
504 =i 11 L}
o 4 * ol @11 .
RO O RO O R OO Rre® o O RO O RO O
Forage Type Forage Type

Foin 2 richesse & diversité plus élevées
Ensilages> Pas de différence significative.

Le processus de fermentation réduit la diversité du microbiote

8

20
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Résultats
Ecologie microbienne de fourrages

DlverSIte beta Automne 2015 Printemps 2016

b bc cd d
40%_
| "
%

L p<ie-04
PCA: analyse en composantes principales o

Foin (rouge) = significativement
différent des ensilages

Axis.2 [10.6%]
Aitchison
Axis2 [10.6%)]

N
S

Aitchison
8
H I-AMEI-

gy !uh—‘

Inoculation> Pas de différence
significative

Bl

-0 0 10 20 30 H GLGLI C CI <10 0 10 20 30 H GLGLI C CI
Axis. 1 [21%] Forage Type Axis. 1 [21%] Forage Type
[PCOAZ analyse en coordonnees prlnC|paIes] D wac . . e
° ° 20 r
Foin (rouge)-> significativement T4 - g I
différent des ensilages & s £ &5
~ 0 ] . g e
Inoculation> différence significativea z ; z . e é ;Q .
I’automne mais pas au printemps a 4 sl ® A %
-5 0 5 H GLGLI C CI -0 0 10 20 H GLGLI C CI
. . , ) Axis. 1 [29%] Forage Type Axis. 1 [70.5%] Forage Type
Normalisation des données; corrections D
21
Profil taxonomique 100%" Automne 2015

GL = Lactobacillus, Weissella, Pediococcus,
Lactococcus (automne), Serratia, Pseudomonas,
Enterococcus (printemps)

GLI = Lactobacillus, Bacillus, Pediococcus
(automne), Serratia (printemps)

C = Lactobacillus, Serratia (automne),
Acetobacter, Pseudomonas (printemps)

Taxa
Printemps 2016

® oo
oo

Cl > Lactobacillus, Acetobacter (automne &
printemps)

Abondance différentielle

GL Vs GLI - Linoculation réduit Pediococcus et
Weissella (automne), mais Lactobacillus et les

| |
n
|
.
protéobactéries sont augmentés (printemps) H

C Vs CI = L’inoculation réduit Loigolactobacillus
coryniformis et Lactobacilllus (automne), et les
protéobactéries (printemps)

22
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Conclusions sur les fourrages

> Microbiote du foin (Sphingomonas, Methylobacterium, Curtobacterium et
Pantoea) significativement différent de celui des ensilages

L’impact des inoculants sur le microbiote des ensilages semble variable
entre les fermes commerciales (facteurs confondants)

> L’enrichissement en LAB des ensilages inoculés est variable (conditions)

Microbiote d’ensilages d’herbes/légumes dominé par Lactobacillus et
Pediococcus; Weissella plus abondant dans GL et Bacillus dans GLI

> Lactobacillus et Acetobacter co-dominent les ensilages de mais inoculés

ou pas ()

23
Résultats
. y g .
Relation entre le type de fourrages, I'utilisation
yu . . .
d’inoculants et le microbiote du lait cru
3 - - " . TYPe Original Research
& frontiers | Frontiers in Microbiology s s N
pol 10.3389/fmicb.2023.1175663

FoyE— Phylogenetic variation in raw cow
milk microbiota and the impact of
EDITED BY n i
forage combinations and use of
University of Bari Aldo Moro, Italy X i
sevewep o silage inoculants
Stefano Morand,
National Research Council (CNR), Italy
el Alexandre J. K. Ouamba®?, Mérilie Gagnon®?, Thibault Varin®,

niversity of Parma, Italy ) o i : o
coRsEsrolBNcE P. Yvan Chouinard?®*, Giséle LaPointe** and Denis Roy*
DenisRoy 1Département des Sciences des Aliments, Laboratoire de Génomique Microbienne, Université Laval,

Denis:Roygisaziisvalc Québec, QC, Canada, 2Regroupement de Recherche pour Un Lait de Qualité Optimale (Op*Lait), Saint-
RECEIVED 27 February 2023 Hyacinthe, QC, Canada, *Département des Sciences Animales, Université Laval, Québec, QC, Canada,
AccepTeD 18 October 2023 “Department of Food Science, University of Guelph, Guelph, ON, Canada
pUBLISHED 07 November 2023 E]
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N
S

Foin

N
S

Axis2 [13.8%]
o
@
Euclidean (phILR)

wyES fe o 22

3
+
<
o,
Am-
~e

201 o
(V3
o &

-40

© +Mais
A p<te-04 60 a b c¢ abc ¢
Herbes NI r

50 25 0 25 N O N N
R o & 0\9 000
Axis.1 [71.1%) Typology

Typology @ H @ GL # GLC -® GLCI & GLICI

H - différent de GL, GLC et GLICI
GL - différent de GLC et GLICI
GLC - similaire a GLICI

Résultats

Types de communautés de rations fourragéres

40
B p<te-04 60

N
S

Axis.2 [13.8%]
@
=

Euclidean (phiILR)

8
3
2

-40

50 25 0 25 N 9 >
g & Ff
(O G
Axis.1 [71.1%)] Clusters

Clusters @ Cluster 1 Cluster 2 -® Cluster 3

Cluster 1> H (Enterobacteriaceae, Microbacteriaceae,
Sphingomonadaceae)

Cluster 2 > GLICI (Lactobacillaceae, Acetobacteraceae
ou Bacillaceae)

Cluster 3 > GL (Lactobacillaceae, Leuconostocaceae)D

25

Diversité béta:
Automne 2015

A p=0.0014

PCA

PC2 [15.8%]

Lk o m

Résultats
Ecologie microbienne du lait cru
Diversité alpha: indices Chao1, Shannon et Simpson inv. > semblables pour tous les types de lait

Printemps 2016

B ¢
p<0.001

PC2 [14.8%]
B L
°
/
Aitchison
NN
8 3

PC1 [19.5%)

c p<0.001

PC2 [18.4%]

PC1 [20.1%]

<0.001
.

< ;

/
phiLR

PC2 [17.1%]

PC1 [71.2%]

différent des autres.

Lait de foin - différent du lait d’ensilage
Lait de GLICI > Phylogénétiquement

-50 [ 50 100

PC1 [74.5%) Typology
Lait de H et GL semblables,
Lait GLC et GLICI (différents entre eux)
Lait de GLICI > Phylogénétiquement
différent des autres. D

26
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Résultats
Ecologie microbienne du lait cru

LcBD

Abondance

‘ H GL GLC GLCI GLICI

® 004

) i 1oo%E
relative

*Serratia,
*Pseudomonas,
Enterobacteriaceae |
(habitats naturels
dans I’environnement)

*Bactéries
psychrotrophes:

lipolytiques

® 008
@® 012

Taxa

« Seratia
B Pseudomonas
B o_enterobacteriaceae
B celuiosimicrobium
8 versinia

« Leliottia

8 Hafnia.Obesumbacterium|
* Aeromonas

I8 Janthinobacterium
{8 Cedecea

B Lactobacilus

B vetnylobacterium

| Kocuria

* Lactococcus

B vokenelia

B stenotrophomonas
« Ottowia

B streptococeus

B Rnodanobacter
B Escherichia.Shigella

protéolytiques

Samples

Profil taxonomique

* Romboutsia

B others

Taxa

- Pas de lactobacilles enrichis dans GLICI versus autres (inoculation du mais n’a pas d’effet)
- Pseudomonas, Serratia, Enterobacteriaceae enrichies dans GLICI (classe de Gammaproteobacteria) D

27

Résultats
Ecologie microbienne du lait cru
Distribution des LAB par rapport a 'usage d’inoculants

A&B A&C D&C D&D E&D

100%

\ 6LC
0zs |

- Seuls Lactobacillus (2) et
Lactococcus (1) communs

- Faible prévalence de LAB
entre les laits de méme
ration fourragére

Relative abundance
@
@
H

- Pas de tendance claire de
contamination du lait avec
les inoculants

0.00

HIMIP_L2
SHIMIP_L3

JHMNIP_L3
HMNIP L2
2HMNIP_L2
HMNIP_L3
THMNIP_L3
SHMNIP_L2
THIMIP_L2
THIMIP L3
SHIMIP_LS
IHIMIP_La
SHIMIP_L2
AHIMIP_LS
2HIMIP_L2
HIMIP_L2

5]
% B E 2
- Samples

LAB
Other

M Lactobacilus-sp. (2)

B Leuconostoc-sp._(1) "

B Entecococeus-sp,_(1) H

I Aerococcus-sp._(1) ©
Lactococeus-sp._(1)

B Lacticaseibacilus-casel (1)

I Lactobacillus-sp.2_(3)

I Pediococcus-parvulus_(1) ::
Enteracaccus-sp2_(2) =
Streptococcus—sp._(1) ___

W Lactobacilus-sp.1_(5)

B Lentiactobacilus-buchneri (1) |=

N 1]

B weissella-sp.1_(2) =}

I streptoceccus-sp.1_(1) (=]
Streptococcus-dysgalactiae_(1)

“A’=11G22, “B" = 11C33,
“C"=11CFT,

“D” = Biotal Buchneri 500,
“E” = Biotal Supersile

28
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Résultats

Comparaison des fourrages et du lait associé
H

Hay GL Silage

Total phylotypes : 113

Firmicutes :

Taux de transfert

Proteobacteria :

Actinobacteria :

74
26
13

Ecologie microbienne du lait cru

Herbes + Mais

GLC

GL Silage Silage

Silage
H: 18 %
GLCI: 19% Herbes + Mais .
Herbes + Mais
GL: 21 %
GLICI: 30 %
Herbes + Mais
GLC: 31% [:]
29
H
” 2
Résultats

Distribution des espéces
(30) transférées

Proteobacteria > Serratia, Enterobacteriaceae s
(plantes, sol, eau) %

Actinobacteria > Cellulosimicrobium (associé
aux racines des plantes)

Firmicutes = Pediococcus pentosaceus,
Lentilactobacillus buchneri, Clostridium (sol),
Staphylococcus

)

,fﬁ‘“ '9‘,4‘“ ”z
L’évidence supporte le transfert potentiel wf";?
des inoculants et certains contaminants

7/ J i

/f

u
ax
= Ligitactobacillus

Ensilages

Laits

Analyse statistique multivariée:

corrélations [:]

30
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Résultats

Corrélation entre le type de
fourrages, I'utilisation d’inoculants <%,
et le mycobiote du lait cru 8

Résultats
Relation entre le type de fourrages, l'utilisation
[ EP—— Diutina catenulata

Jz s -
d’inoculants et le mycobiote du lait cru
W _cocrcntacese
W~ _sscchoromycetaies_tam_incertso_seds
.owumug-onmm
Em,, Levures Moisissures
gvummww
Mycosphaerela tassana .
[ Saccharomycetes Cladosporium
.“"""’"‘“" Geotrichum Mycosphaerella
.m«::: o Issatchenkia orientalis tassiang
=°*“““'"““ Vishniacozyma Aspergillus
i Candida apicola Alternaria alternata
= = e =w:"m“_: Cutaneotrichosporon guehoae

W overea puscam Cutaneotrichosporon cutaneum Gibberela pulicaris
s Candida incospicua Didymella boeremae

| e——

Candida parapsilosis

- Profils fongiques similaires entre les types de lait
- Cordycipitaceae largement dominant (incluent des habitants de plantes) E]

31

- -';.,I'l . &
fpn &G o .
(L ‘ fffv,,}%f\?% Ensilages
i 3 -
; % o
T
3

Taux de transfert

w7 °,,.;\t‘ wed
46-56 % d’espéces fongiques seraient - -
transférées des ensilages au lait, les -GNE : “
taux les plus élevés étant observés i & = o L
dans GICI (herbes et mais inoculés). o 1 o
-eet g % .
Implication: la bonne gestion de I'ensilage "
est important pour limiter la croissance des
foi o
levures et moisissures E ,\f 1
g %
Partage « ¢ ¢ § 5
& d 35

32
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Conclusions

Conclusions
générales

28/02/2024

Les rations fourragéres se regroupent en 3 types de
communavuteé distinguant foin, herbes ou mélanges
herbes/mais (inoculés ou non)

Cependant, les laits correspondants ne se regroupent pas

La saison (automne, printemps) aurait plus d’influence sur
le microbiote du lait cru que I'usage des ensilages

Jusqu’a 31 % d’espéces bactériennes et 56 % d’'espéces
fongiques du lait proviendrait de la ration fourrageére

Les Proteobacteria, et non les LAB, expliquent la différence
significative entre les laits provenant d’ensilages inoculés
ou non (GLICI et GLC)

0

- Les bactéries de I'ensilage peuvent étre
transferees au lait

* La contamination duv lait se ferait de
maniére sporadique

- L'impact des inoculants est difficile a
distinguer des autres facteurs

» Les communavutés microbiennes du lait
cru varient avec les saisons

« La qualité microbiologique du lait cru
dépend des bonnes pratiques de
gestion a la ferme

|

Mettre en valeur la typicité du fromage au

lait cru
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Points
critiques

N o

.

SN R e
S A g
D T

This Photo by Unknown Author is licensed
under CC BY-NC

Op°lait

» Qualité de I'alimentation animale

Bonne gestion de I'ensilage
Infiltration d’eau; oxygéne augmentent les pertes

détérioration aérobie par les moisissures encouragent les
bactéries indésirables

* Qualité du lait avant d'arriver a l'usine:

L'intérieur du pis: santé animale, contréle de la mammite
L'extérieur du pis: humidité de la litiere, pratiques de
nettoyage des frayons

Aprés la sortie du pis: maintien et I'assainissement du
systeme de traite, temps de refroidissement, tfransport et
enfreposage du lait; I'eau de lavage

35

A venir...

Op°lait

Effets sur I'affinage des fromages

Lactobacillaceae : source de saveur ou de gaze

Bactéries homofermentaires: protéolyse contribuant
d la production de volatiles (Lacticaseibacillus
paracasei)

Bactéries hétérofermentaires : pas nécessairement
des inoculants; d'autres especes causent des
défauts attribués au gaz (fissures, gonflement
d’'emballage)

Bactéries sporulantes: production de gaz
(Clostridium, Paenibacillus)

DAIRY AN
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Mettre en valeur la typicité du fromage au

lait cru
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