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Agenda de la causerie

e Rappel: biofilms (avril 2023), sources de variation du lait cru des
fermes laitieres au Québec (février 2024)

* Ecologie microbienne de la ferme a la fromagerie sur 6 mois
* Profils des types de microorganismes et leurs origines

* Pause discussion

* Les biofilms: défauts des produits

* Les biofilms: alliés de 'affinage

* Pause discussion
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Rappel sur les causeries antérieures

* Biofilms (Julie Jean et Mérilie Gagnon, avril 2023)

» Charge microbienne plus élevée sur les équipements servant a l'affinage
» Recommande plus d’attention a la qualité de I'eau
» Action physique de brossage pour des structures complexes (recoins)

» Perspective: améliorer les connaissances sur les biofilms bénéfiques ou
protecteurs

e Collaboration Québec-Ontario

> Equipe au Québec: Denis Roy, Evelyne Guévremont, Mérilie Gagnon,
Julie Jean, Ismail Fliss

CANADIAN
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Rappel sur les causeries antérieures

e Sources de variation du lait cru des fermes laitieres au
Québec (Gisele LaPointe, février 2024)

» Projet Novalait et PLC (Denis Roy avec Alexandre Kennang Ouamba et M.
Gagnon)

» Jusqu’a 31 % d’espéces bactériennes et 56 % d’especes fongiques du lait sont
partagées avec la ration fourragere

» La ferme peut étre une source de bactéries psychrotrophes, lipolytiques et
protéolytiques, formant des biofilms




Microbiote
du lait cru

Chaque écosystéme

ﬁ e | B contribue des microbes qui
L - o peuvent étre transférés au
i gl lait cru pour influencer la
w ﬁ qualité du produit final:
Transformation - i o * Innocuité
_ e = - Altération
= | t I~ -X. - Durée de
ﬁ conservation
S i - Flaveur

| — m% A

Equipement de
traite

Fumier

Mammite
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Systemes de traite: points critiques

Plate cooler - Refroidissement

Pulsator
Pipeline

Teat cup

Shorttube‘ I | ,

Milking cup \ |

Milking hoses

Milk holding tank
Matériaux (tuyaux et joints):

Caoutchouc silicone

(remplacement selon recommandations et inspection visuelle)

BioRender.com 8



Matériaux divers

= Les tuyaux (silicone) et joints
Pulsator (PFTE) dans le systeme de traite
= Hydrophobe: énergie libre
négative

Teat cup

-

Shorttube‘ I | ,

Milking cup

= Dégradation par la chaleur et
I'age: niches pour le dépbt de
protéines et les microbes pour
éviter la turbulence du nettoyage

LIS
.
.
.
.
.
.
.
.
°,
*e,

Milking hoses

Griffe: polysulfone
Tuyaux: caoutchouc silicone, nitrile, polyvinyl chloride
Joints: polytetrafluorethylene (PFTE), nitrile, EPDM (Ethylene Propylene Diene Monomer)

BioRender.com 9



Acier inoxydable

Pipeline

caun FRTRTTTILLLLLL
MTTTLLLLAL L

» Finition et grades variés:
grade alimentaire (304 et
316)

= Resistance chimique: ;
alliages de fer, chrome, f tate sk
nickel et titane Receiver jar

Filter sock

Milk holding tank

» Usure avec le temps; permel
'adhérence des microbes

= Corrosion induite par les
microbes causée par la
dépolarisation cathodique
(réactions oxido-réduction)

SUS000 0001 10.0kV 11.3mm x20.0k SE(L)

https://doi.org/10.3168/jds.2024-25352 SyStéme Pilotraite

Image de Desmousseaux et al, 2025, Biofilms in the milking machine, from laboratory scale to on-farm results, J. Dairy Sci.



https://doi.org/10.3168/jds.2024-25352

Etapes de formation de biofilms
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~ 2-10 minutes 24 h - 21 jOUfS




Etapes de formation de biofilms dans le systéme de traite

Griffe Lactoduc Réservoir

> Attachement
A 4

K. _ " plus loin dans
--.. Nettoyage et sanitation réguliers PP J le systéme

W
-
\,.

Traite

’ ’ ~~...“'—’ / ” » ' /
.. Composés péroxydes - \

e - . - -
G -ab @ - -v.
~ A% A% )

Attachement réversible Irréversible Formation de microcolonies Dispersion .

~ 2-10 minutes > 24 -72 hours > ° n lOIS
- Dépend des matériaux = Adhésines bacteriennes ] Exop’).olysacczhandes, eADNet = Nettoyage. et sanlteftlo’n rf)u.tlnlere avec

. . R . protéines crées des couches des produits halogénés limitent la
= Basé sur liens hydrogénes et » Protéines de surface . . . .
Lo vaseuses de protection maturation du biofilm, mais peut causer la
forces van der Waals = Fimbriae e o . .
= Détection du Quorum (densité) dispersion




Ce qu’on connait...

= Certaines des especes retrouvées dans le lait de ferme sont trés bien
connues pour la formation de biofilms:
» Pseudomonas (aime le froid: contamination post-pasteurisation)
» Streptococcus et Staphylococcus (peuvent aimer la chaleur)
» Lactococcus (aide a I'acidification et la coagulation du lait)

» Biofilms résidents dans le systeme de traite (Laithier et al., 2024):
résistants aux procédures rigoureuses de nettoyage (PiloTraite)

= Les bactéries résiduelles pourraient contaminer le lait de la traite
suivante;

= Les biofilms diminuent I'efficacité du nettoyage et de la sanitation:
nettoyer avec TACT, éviter 'eau stagnante

TACT: température, action mécanique, chimie, temps d’action




Quelles bactéries sont transférées entre la
ferme et une fromagerie artisanale?

1. Etude longitudinale sur 6 mois: une seule source de lait utilisée pour la
fabrication de fromage artisanal.

2. Evaluation de la diversité microbienne: lait, source de I'eau de lavage,
écouvillons du systeme de traite.

Wilson, T., M. Siddiqi, Y. Xi and G. LaPointe. 2024. Tracking the microbial communities from the farm
to the processing facility of a washed-rind cheese operation. Frontiers in Microbiology, 15:1404795.




Etude longitudinale d’une ferme et une fromagerie artisanale

_ : Apreés
Ecouvillons n=13 DFO =19 E [
1?, o -r-R 1?,6,,,2 oo sanitation
5 () ()
tours . . ) ,
- n-6  Eponges x12 ® Six mois d’étude d’une ferme
Lait et eau 1m? . . .
_ qui fournit le lait de vache
25mL-2L :
i e - — pour une fromagerie
SR T=n n=5
juin a novembre (2X par mois) 25mL-2L - Apalyses culture-
o L dépendantes et culture-
1 1 indépendantes pour obtenir
Méthodes culture-dependantes Extraction d'ADN Analyse ADN P les pro]‘ lIs de mICI:ObeS c!ans
Mivaet  Types MRS agar . AeIEREn le systéme de traite apres
e . i . O e OB s B = '/i‘j; nettoyage:
* ’\ Ultra clean (Milk, Isolates) — v,},;.;f' - Ja v' écouvillons
-~ Invitrogen Purelink (Cheese) \/ S—
| . | v eau (2L)
uence .
. | v lait cru
S1 milk Levures: Glucose and (OTUs) ASVs (variants)
agar > #®  Chloramphenicol agar
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Séquence de 'ADN de la communauté microbienne

Avantages:
$C0de barre Cout faible

Nombre élevé

. G Amplification Amplicon dU
L= ) — .
% w — ‘:::;@ — &/ — géne ARNr 165
" MOQHOMEAMY ,
Specimen DNA extraction PCR amplification of Sequencing of conserve
collection barcoding locus DNA barcodes
( J @ Désadvantage:

Résolution
sz. limitée a la
— famille &
o le genre
Data analysis Phylogenetic tree Genus identification DN?t?arcode
ibrary
Vivant ou Mort? 16
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Profil du lait cru

Lactobacillaceae
1 = Comptes totaux inférieur a 50,000

UFC/mL durant I’étude

bsine: | T wetnode cutture-indépendante

‘ = La famille des Lactobacillaceae était
plus abondant dans le lait a la

ferme

Meéthode culture-dépendante

Brevibacteriaceae

Micrococcaceae Les actinobactéries: les familles
’ ® Relative Abundance ° 0 Brevibacteriaceae et
. Micrococcaceae Intrasporangiaceae . Nocardioidaceae IV,II Cro CO Cca Cea e n e C h a n g e nt p a S
. Rhodobacteraceae Xanthomonadaceae Caulobacteraceae d a bo n d a n Ce e ntre Ia fe rm e et I a
Family . Sphir.lgomOTIadaceae Streptococcaceae Peptostrept?coccaceae fro m a g e rl e
Brevibacteriaceae Staphylococcaceae Flavobacteriaceae
=;“’”” SR » Peu de Pseudomonas dans le lait
cru




Nombre de séquences bactériennes partagées ou unique:

A ® Milk water EQu

Farm Facility A
Ferme et AW& Type d’échantillon
fromagerie v (lait, eau et écouvillons)

. Eau 5 Swabs Eau
Milk Water Milk Water
Lait

[0\ [0\
(/) (N
e e ddmion

Swabs Swabs

Ecouvillons Ecouvillons

Type d’échantillon
de la ferme

18



Séquences significatives des écouvillons de la ferme a la fromagerie

Variants
ASV1%6 Pseudomonas e
ASV113 @
"Reves °
"RV Staphylococcus e°
A Py g
ASV174 (]
hevrr Staphylococcus ®
PRV7s °
ASV195 (}
ASves Staphylococcus e
ASV207 ()
ASV231 ()
ASV103 @
ASV115 @
ASV215 @
ASV120 (]
ASV188 o
(ASvod Pseudomonas ¢
ASV233 CJ
ASV101 ()
ASV119 (]
ASV188 °
ASV202 Staphylococcus ¢
ASV142 ]
ASV167 N N ()
ASVY0 Brevibacterium ¢
ASV204 ()
ASV21 : °
asv200 | o Garicola
I I I I I I I
2.1 2.2 2.3 2.4 25 2.6 2.7

Slg nificative LDA score

Elevée | actoduc

C}Q’Q\Q ‘Q«b O

\{.

‘b
(Z

XS

\<‘\ N

6‘“
PR

G \.

Elevée

High

BN N NN EEE

Low

Bleu:

Faible

I

Rouge:

abondance

Staphylococcus
equorum retrouvé dans
le lactoduc

Bactéries d’affinage
dans le lactoduc sont
transférées a l'usine

Pseudomonas domine
dans le drain et les
éponges a l'usine
(sources lactoduc et
autres)

Linear Discriminate Analysis

Effect Size (LEfSe)

12



Abondance des bactéries sur les surfaces

Pseudomonas Lactococcus
Apres

Sanitized -
s — | N

Staphylococcus Brevibacterium

vt o= |
. . Non-Sanitized 1
sanitation

Mesure
= . ’ ® Relativesgbundance (%) * b d’abondance
E CO u VI I I O n S " Brevibacterium [Jj Pseudomonas [ Yaniella re I at|ve

Genus [ Staphylococcus Streptococcus

M tactococcus [ Garicola
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Formation de biofilms sur les surfaces: submergée ou non?

Biofilms submergés versus a l'interface air-liquide-surface
= Bactéries aérobes ou anaérobes facultatives

= Pseudomonas et E. coli Initial upper limit _~ \
of the meniscus §
= Bacillota: Bacillus cereus \
. i Height of the
= Espece et souche dependante meniscus
Air
Liquid

D%

Surface

25, https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2020.107384

Jha et al. 2020. Formation and resistance to cleaning of biofilms at air-liquid-wall interface. Influence of bacterial strain and material, Food Control, 118:107384 22



Biofilms formés a l'interface air-liquide-surface

Avant nettoyage en place

Acier 316 2R Acier 316 2B Polypropyléne Verre

= Pseudomonas

> ]
fluorescens forme i _“"_,
des biofilms sur e — - - o

s i
les 4 matériaux L
= Coupons verticaux
(interface indiquée ek
par la fleche) 34
"2 https://doi.org/10.1016/].foodcont.2020.107384 Colorant orange acridine

Jha et al. 2020. Formation and resistance to cleaning of biofilms at air-liquid-wall interface. Influence of bacterial strain and material, Food Control, 118:107384 23



Biofilms formés a l'interface air-liquide-surface

L Apres nettovage en place
Acier inoxydable 5 P yag P
. cereus E. coli P. fluorescens

 Ecoisomoe T I L

moins capable de
résister le
nettoyage

= B. cereus estla
plus résistante

“e.UL. https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2020.107384

Jha et al. 2020. Formation and resistance to cleaning of biofilms at air-liquid-wall interface. Influence of bacterial strain and material, Food Control, 118:107384.



Retombées et recommandations

» |es psychrotrophes, les bacteries lactiques et les
actinomycetes en biofilms sont capables de resister aux
procedures de nettoyage pour former la flore de l'usine.

» La frequence du nettoyage complete des drains est
Importante; purger et secher.

» Est-ce que les microbes résidants incluent des especes
bénéfiques a l'affinage du fromage?

» Est-il possible de gérer la composition des biofilms?




Qui travaille sur la gestion des biofilms? Equipe francaise!

» La decontamination sélective: remplacement des agents de
nettoyage.

» Sulfate de sodium (Na,SO,)

» Alcalin pH 11,9 avec 10% Na,SO, préserve partiellement la
flore lactique, éliminant la flore d’altération, et les pathogéenes
(S. aureus et L. monocytogenes).

= Problémes en application sur des fermes commerciales (nécessite
un produit prét a appliquer; souches naturelles, pas de laboratoire).

» Besoin de plus de connaissances sur les propriétés d’adhésion des
especes microbiennes et les interactions des bactéries, levures et
les moisissures (notion de biocontrdle)

Cécile Laithier et al. 2005 https://www.journeesa3r.fr/spip.php?article71 26
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Fromage ferme a crolte lavée

Analyse sur 6 mois de la production de fromage
artisanale de la ferme a l'usine

= Types de fromage : grains, Brie, style
montagne Suisse (Appenzeller; lait pasteurisé,
pas de culture d’affinage)

" Fromage type montagne Suisse affiné sur des
planches de cedre (8 mois)

= |Lafréquence de lavage des croltes diminue
avec l’age:
» chaque 2° journée jusqu’a 2 mois;
» chaque 3-5jours entre 2 et 5 mois,
» chaque 5-7 jours aprés (5 a 8 mois).




Fromage a crolte lavée: affinage et altération

Succession de la Communauté
J Temps
Interactions Microbiennes:
Compétition, Commensalism, Coopération

Bactéries Levures

Bactéries lactiques Moisissures

Protéobactéries
Staphylococcus
BLactiques:
Ferments
Cultures
Lavage daffinage
et
de Ia CrOUte secondaires
Fusarium Actinobacteria Scopulariopsis

Levures et Moisissures:
Debaryomyces
Geoftrichum

Candida

Penicillium
Scopulariopsis

Actinobactéries:
Brevibacterium
Brachybacterium

Adapté de:
Mayo et al. 2021

COﬂd IthﬂS pH < 6.0 _— ] PH>70 Foods, 10(3), 602
NaCl > 10%1:*“’* —  __  NaCl=6%
Aw=90% S Aw=80% 29

Crée avec BioRender.com



Fromage a crolte lavée: défauts

Microscopie optique (100X) d’un isolat de Scopulariopsis
iy collecté de la cro(te d’'un fromage a défaut
VIR ?.‘. - Milieu gélosé a Uextrait de malt (MEA)

i incubé a 25°C, 75% HR pour 5 jours.

» Scopulariopsis flava
» Scopulariopsis fusca

Micre l)l()l(w\
Spectrum -

Tara Wilson Microbialfoods.org Marcellino & Benson, 2013
Marcellino O.S.B. SN.Benson DR. 2013. The Good, the Bad, and the Ugly: Tales of Mold-Ripened Cheese. Microbiol Spectr 1.1
doi:10.1128/microbiolspec.CM-0005-2012.



Fromage a croite lavée: affinage et alteration

1. Echantillons de l'usine (h=19) (n=6) (n=5)

10cm? 1Tm? 25mL-2L Milieux

M17 agar avec 0.5% lactose (L-M17)
MRS agar avec 0.1% vancomycin (MRS-V)
Yeast Glucose Chloramphenicol agar (YGC)

J

Méthodes
culture-dépendantes

juin - novembre (deux fois par mois)

2. Collection d'isolats  Milieux: Potato Dextrose Agar (PDA), Agar extrait de malt (MEA); : 2
Tryptic Soy Agar + 4% Sodium (TSAS) et indépendantes
n=20
Crolte 2 mois 5 mois "défaut" 5 mois "bon" 8 mois "bon" Crodte défaut
l l l l l 18 isolats Défa utS
Staphvl - , _ Scopulariopsis
a ococcus - LTS L) Koy - 00 | o
pry : ~ | Aureobasidium
B revi b a Ct erliunN 13 s.xylosus 11 Scopulariopsis flava 10 S. equorum 11 Brachybacterium 12 Scopulariopsis fusca
5 Penicilliumsp. 7 S. xylosus ; i xyloius g gre;/;bacterium sp. g gureobasidium sp.
' 2 Penicilli . enicillium sp. . Xylosus . equorum
BI’ 8 C h yb a C te I’ / U m enerimse 1 Debaryomyces sp.1 Penicillium sp.

Created on BioRender, 2024



Affinage de fromage: planche de cedre

[ -
e

;,_ﬁlcroscople electromql]‘é*a balayage

32



Saumure Planche (0-5 m)

Planche (5-8 m)

Lavage (5% NaCl)

(Actinobactéries;
Micrococcaceae)

— (Garicola

—= Yaniella

5/11 sem

Brine Plank_1 Plank_4 Wash_water
1.004
Brevibacterium ==
Staph. equorum =—p
Brachybacterium =
-§ 0.50
3
E
i
0.254
Salinicoccus II
*Psychrobacter — " _.. I___
& ng?’o & & & QN?S) R T Qu-@ Q‘,.Q 4@‘\’ @m @3 @9 §§
H + 3 m O I S revibacterium actococcus acklamia uania
Am pI ICO n S - — 2arictczlat = ;alitnicoccus — Esy:Lrobacter — ilkalibacterium
G Staphylococcus . orynebacterium Citricoccus Lactobacillus
ARN r 1 68 o B YanriJeI)Ila .itogostipe; | streptocaccus 33

. Brachybacterium

. Halomonas . Nocardiopsis



Affinage et altération des fromages: Bactéries

1.00-

Brevibacterium

Croltes de
20 fromages
combinés

o

~

al
s

Relative Abundance
o
3

Staphylococcus ——

0.25-

Micrococcaceae

e
Lactococcus —

T 2m 5m m m m
e b‘!g,e- ,,,r"e & &

Am pllcons [ Brevibacteium [ vaniela | Brachybacterium

Genus Staphylococcus || Atopostipes Lactococcus 34

ARNr 16S: Bactéries communes Pkl Pl P



Affinage et altération des fromages: tous

Moisissures 1%

90%

Staphylococcus ~__

80%

Autres Actinomycetes,,

Brachybacterium °

50%
40%

30%

C ro 0 te d e Brevibacterium *°*
20 fromages
combinés

Metagenomique

M5GR M5BR M8GR DRR

35



Affinage

e Variants Brevibacterium
(ASV=espece)

e Diversité: certains variants
survivent dans la solution
de lavage des fromages

* Planches avec fromages
jeunes contiennent plus de
séquences que les
planches avec les
fromages plus affinés
(fréquence de lavage
réduite)

Brevibacterium spp.

Linear Discriminate Analysis Effect Size (LEfSe)
of 16S rRNA gene amplicons from swabs of the ripening
environment (P < 0.1, LDA score over 2)

ASV1

ASV4

ASV2

ASV6
ASV11
ASV10
ASV12
ASV19
ASV16
ASV22
ASV20
ASV25
ASV23
ASV24
ASV28

[ I I I I I I
250 255 260 265 270 275 2.80

LDA score

EROO I

Low

Faible



Fromage a crolte lavée: microbiote de surface

Complexe:

= |nteractions bactérie-levure-moisissure : :

* |a couleur et la texture

= Bactéries

* Brevibacterium spp. (linens et aurantiacum)

* Brachybacterium alimentarium
» Staphylococcus (equorum et xylosus)

= |Levures:
* Debaryomyces hansenii
* Saccharomyces
* Yarrowia lipolytica

= Moisissures:
» Scopulariopsis flava (blanche)
» Scopulariopsis fusca (centre noir)
* Penicillium spp.
* Fusarium spp.
* Aspergillus spp.

Week 1 Week 2 Week 3 Week 4 Week 9 Week 13
Y . v

T

y
‘ Bl (_x’Z’”, e
o ") R

Cheese C Cheese B Cheese A

Saak et al. 2023. Longitudinal, Multi-Platform Metagenomics Yields a High-Quality Genomic Catalog and
Guides an In Vitro Model for Cheese Communities. mSystems, vol 8(1)
https://doi.org/10.1128/msystems.00701-22)

Défaut pourpre causé par Psychrobacter

(indoles produits par conversion de tryptophane) 37



Affinage des fromages a croute lavée: couleur

Couleur de la crodlte:

Pigmentation des bacteries
(caroténoides)

Brevibacterium: orange, jaune,
blanche = diversite, activite
antifongique, phages

Brachybacterium: blanche
Staphylococcus equorum: jaune

Milieu gélosé TSAS (4% sel)

38



Fromage a croute lavée: écologie

* Intéractions des levures avec deux
groupes de bactéries Geotrichum

* Contrble de la production d’amines
biogenes et des défauts de couleur

* Interactions: o A
: . , , . négatif neutre?
» Actinobacteria # Protéobactéries . ’
» Geotrichum # Actinobacteria ot
négatif
négatif?

Moisissures? m Actinobactéries x> Protéobactéries

Cultures protectrices? Psychrobacter
(Saak et al. 2023) 39



Fromage a croute lavée: affinage et altération

Succession de la Communauté
Temps
Interactions Microbiennes:
Compétition, Commensalism, Coopération

Bactéries Levures

Bactéries lactiques Moisissures

Protéobactéries
Staphylococcus
BLactiques:
Ferments
Cultures
Lavage daffinage |
et N
de Ia Croute secondaires ‘ @.
Fusarium Actinobacteria Scopulariopsis
Conditions pi<eo
NaCl > 10% — o
Aw=90% [ — —

Crée avec BioRender.com

[pH>7D
NaCl = 6%
Aw=80% 40

Levures et Moisissures:
Debaryomyces
Geoftrichum

Candida

Penicillium
Scopulariopsis

Fusarium domesticum
Brevibacterium
Brachybacterium

Adapté de:
Mayo et al. 2021
Foods, 10(3), 602



Conclusions et Perspectives

= Les interactions microbiennes sont responsables de la couleur et
de 'altération des fromages

= La ferme et I'usine fournissent des microbes bénéfiques a
I'affinage et a la typicité

= Les biofilms auront toujours deux faces possibles: alliés et
ennemis, mais obstinément présents

* Plus de connaissances sur ces interactions nous permettront
d’adapter les procédures de nettoyage et de sanitation aux
especes retrouvées

= 'équipe d’Ismail Fliss: les composés naturels pour le biocontréle
des bactéries sporulantes produisant des gaz (défaut de
gonflement) 21



&L UNIVERSITY OF

@ GUELPH

NSERC DAIRY AW
CRSNG at GUELPH

LAITIERS DU CANADA
LAIT DE QUALITE

Novalait

Questions?




CAUSERIE
FROMAGERE




