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Résumé

Les flores microbiennes des laits crus ont un réle déterminant sur la qualité technologique et
sensorielle des fromages au lait cru. Des études portant sur le lait de vache montrent que le
saison et certaines conditions d’élevage peuvent influer sur les niveaux et les équilibres de
ces microflores. En lait cru de chevre, peu de données existent sur ce sujet. Cette étude port:
sur (i) I'évaluation des grands groupes microbiens, des espéces bactériennes majoritaires
des laits crus de chevre par des approches culture dépendante et culture indépendante (ii)
connaissance de certains facteurs de variabilité dont les conditions d’élevage et la saison
(printemps 2006, hiver 2007), pour des exploitations fromageres fermiéres issues de zones
géographique différentes. Les microflores majoritaires sont par ordre d’'importance
décroissante : les staphylocoques a coagulase négative, les microcoques et corynébactérie
(Arthrobacter spp., Brevibacterium linens les bactéries lactiqued.gctococcus lactis
Enteroccocus faecalid.euconostocspp., Enterococcus faeciumles coliformes $erratia
spp.,Enterobacterspp.,Raoulterra planticola). L’analyse statistique des facteurs explicatifs

de la variabilité des flores microbiennes des laits a mis en évidence l'effet de la saison et de
certaines conditions d’élevage. La nature de la litiere, les conditions d’ambiance de la zone
ou la traite est effectuée, I'hygiéne autour de la traite, ainsi que I'attention portée au suivi
sanitaire des animaux, sont les principaux facteurs qui pourraient expliquer les différences
d’'importance et de répartition des groupes et des espéces bactériennes dans les laits crus ¢
chevre. Ce travail montre qu’il est possible a travers un choix judicieux de pratiques,
d’obtenir un lait de bonne qualité sanitaire ou les flores microbiennes d'intéréts
technologigues sont dominantes (bactéries lactiques, microcoques et bactéries

corynéformes).

Mots clés. Microorganismes, espéeces bactérienhesactis Enterococcuspp, lait, chévre, saison,

conditions d’élevage, litiere, machine a traire.



Abstract

The microbial flora in raw milk plays a determining role in the technological and sensory
qudity of raw milk cheese. Studies on cow's milk have show that the season and some
farming practices can have an impact on the levels and the equilibrium of this microflora.
However, there is very little data regarding raw goat's milk. This study concerns (i) the
evaluation of the major microbial groups and the main bacterial species in raw goat's milk
using culture dependent and culture independent methods (ii) the knowledge of some factors
of variability, including farming conditions and the season (spring 2006, winter 2007), on
farms producing farmhouse cheese in different geographic areas. The main microfloras in
decreasing order of importance are: coagulase negative staphylococci, micrococci and
corynebacteriaArthrobacterspp.,Brevibacterium linens lactic acid bacteriaL@actococcus

lactis, Enteroccocus faecalisLeuconostocspp., Enterococcus faeciuymand coliforms
(Serratia spp., Enterobacterspp., Raoulterra planticola). The statistical analysis of the
factors that can explain the variability of the microbial flora in milk has highlighted a
seasonal effect as well as an effect of certain management practices. The nature of the
bedding, the atmospheric conditions in the milking area, milking hygiene, as well as the
attention given to animal health, are the main factors that could explain the significant
differences and the distribution of bacterial groups and species in raw goat's milk. This work
shows that it is possible, by making the right choices in terms of farming practices, to obtain
milk of good sanitary quality in which the dominant microbial flora is of technological

interest (lactic acid bacteria, micrococci and coryneform bacteria).

Key words: Microorganisms, bacteria speciés lactis Enterococcuspp, milk, goat, season, farm

practices, bedding, milking machine.

10



Les Tableaux (Chapitres I et I1)

Tableau 1 : Principales caractéristiques physiologiques et biochimiques de quelques espéces
de lactocoques (Dellaglio et al., 1994)

Tableau 2 : Principales caractéristiques physiologiques et biochimiques de quelques especes

d’entérocoques (Dellaglio et al., 1994)

Tableau 3 : Principales caractéristiques physiologiques et biochimiques de quelques especes

de Leuconostocs (Dellaglio et al., 1994)

Tableau 4 : Principales caractéristiques physiologiques et biochimiques de quelques espéeces
de lactobacilles (Dellaglio et al., 1994)

Tableau 5 : Classification hiérarchique des familles et genres bactériens décrits comme
étant des bactéries corynéformes des fromages (Bockelmann et Hoppe-Seyler, 2001)

Tableau 6 : Habitats des bactéries corynéformes majoritairement isolées des laits et des

fromages
Tableau 7 : Habitats des espéeces de Staphylococcus

Tableau 8: Niveaux moyens de flores totales, de coliformes et de staphylocoques a
coagulase positive pour des laits en fonction de différents pays méditerranéens (&organ
al., 2003)

Tableau 9: Ordres de grandeur moyens (ufé¢)nHe quelques groupes microbiens

couramment dénombrés dans les laits crus de vache, chévre et brebis

Tableau 10: Inventaire de la diversité des genres de bactéries et levures dans des laits crus

de vache et de chévre

11



Tableau 11 : Biodiversité spécifique des bactéries lactiques dans des laits crus de vache,
chévre, brebis d’'aprés (1) : Boutehal., 2006 ; Dalmasset al., 2008 ; ; Rasolofet al.,

2010 (2): Badist al., 2003 ; Calloret al., 2007 (3) : Caridet al., 2003 ; Feutret al.,

2010a.

Tableau 12 : Variations saisonnieres de quelques groupes microbiens des laits de vache
(Bouton et al, 2005)

Tableau 13 : Variations saisonnieres des bactéries mésophiles et psychrotrophes des laits

crus de vache (Vyleteloya et al., 2006)

Tableau 14 : Répartition des microorganismes dans les litieres f)fetgles trayons de

vaches (ufc/trayon) aprés 1 a 3 semaines d'utilisation (Rendos £9@b)

Tableau 15 : Especes et niveaux de flore bactérienne totale des laits issus de trois groupes
de producteurs (Verdier-Metz et al., 2009)

Tableau 16: Choix des méthodes d’analyses en fonction des questions posées et
échantillonnage

12



Les figures (Chapitre I et II)

Figure 1 : Classification des fromages selon Lenoir et al. (1983)

Figure 2 : Corrélation entre les niveaux d’entérocoques en surface des trayons et dans les
litieres (Joandel, 2007)

Fig 3 : Dénombrements effectués sur les laits UHT a la sortie de la machine a traire
d’élevages caprins (Laithier et, @004 b)

Figure 4 : Zone géographigue de I'AOP Pélardon

Figure 5 : Zone géographique de 'AOP Rocamadour

Figure 6 : Délimitation du territoire de Franche-Comté

13



14



INTRODUCTION



16



Bien que les microorganismes soient le principal facteur de dégradation du lait, ils sont
historiquement utilisés pour sa transformation et sa conservation. La fermentation des
produits alimentaires comme le lait est employée depuis I'antiquité en Afrique, Asie et
Europe, les premiers laits fermentés étant apparus au Moyen Orient aux alentours du XV et
X ieme millénaire (Maurizio 1932). Ainsi, la flore microbienne du lait a trés t6t été sollicitée
pour ses aptitudes acidifiantes et son implication dans la formation du godt, des arébmes et de
la texture de nombreux produits laitiers, dont les fromages.

En France, la production de fromages s’est massivement développée pendant la premiere
guerre mondiale et cette évolution a entrainé une standardisation progressive des
fabrications, notamment sur le plan sanitaire.

La réduction des populations microbiennes du lait a donc été recherchée et, dans les année
50, les grands groupes laitiers ont commencé a pasteuriser le lait et a en remplacer les
microorganismes « naturels » par des cultures aux caractéristiques connues. En France, la lo
Godefroy (1969) sur le paiement du lait a la qualité a institué comme élément d’appréciation
la faible charge microbienne, l'objectif prioritaire étant la réduction des microflores
d’altérations et des flores pathogenes. Les conséquences directes de cette approche de |
qualité sont des changements des pratiques d’élevage sous la forme de consignes relevant d
pré-requis hygiéniques. Si ces pratiques ont permis d’améliorer la qualité sanitaire des laits
en France, dans les années 1980, a I'heure actuelle les scientifiques s’interrogent sur
'impact de certaines pratiques d’hygiene sur les microflores d’intérét technologique en
transformation fromagere au lait cru. En effet, il est assez fréquent de retrouver des niveaux
de microflores relativement bas dans les laits (moins de 5000 gerrhdapres Michelket

al., 2005 ; Verdier-Metet al., 2009). Ces niveaux interrogent sur une éventuelle diminution

de la diversité des communautés microbiennes de ces laits et sur I'impact de cette réduction
sur la qualité sensorielle des fromages aux laits crus.

Le réle prépondérant de ces microflores dans [I'établissement des caractéristiques
sensorielles des fromages a été démontré par de nombreuses études portant sur de
technologies différentes. La suppression de la microflore du lait cru (microfiltration,
pasteurisation) entraine une diminution du godt et des differences dans les arbmes des
fromages (Bouton et Grappin., 1995 ; Beuweal., 1997 ; Buchiret al., 1998 ; Verdieet

al., 2005).
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Au-dela de l'intérét sensoriel que peuvent apporter certaines populations microbiennes des
laits crus, leur effet inhibiteur vis-a-vis des microorganismes pathogéenes a également été
démontré (Elgazzaet al., 1992 ; Gay et Amgar, 2005). Ces interactions font toujours I'objet
d’études et mettent en relief I'intérét de la biodiversité tout en révélant l'importance de
I’équilibre des flores. L'étude des équilibres microbiens des laits crus de vache a été menée,
pour la premiere fois, dans leur globalité, par Desmaseired. en 1997 (a), puis, plus
récemment, par Michedt al (2001) et Verdier-Metzt al. (2009), lors d’approches par
biologie moléculaire. Ces différents auteurs soulignent que les équilibres different selon les
exploitations et que les conditions d’élevage et de production sont en partie a l'origine de
cette variabilité. lls démontrent, également, qu’il est possible d’obtenir des laits non
dépourvus de microflores et cependant de bonne qualité sanitaire.

Les études de ce type sont rares concernant les laits de chevre. Elles portent essentiellemer
sur la description de microflores dans un nombre restreint d’exploitations (Alonso-€tlleja

al., 2002., Foschinet al., 2002., Calloet al., 2007). De plus, I'étude des relations entre les
conditions d’élevage et de production du lait (depuis les aires de couchage des animaux
jusqu’a la production de lait) et d'autres facteurs comme la région, la saison et les équilibres
microbiens des laits ne sont pas abordés.

Ce travail, réalisé au laboratoire de microbiologie de P'El Purpan, au laboratoire de
microbiologie de l'alimentation au service de la santé de I'lnra de Jouy en Josas et dans les
exploitations fromagéres fermieres sélectionnées se propose donc :

- dapprécier la diversité microbienne de laits de chévre issus d'un grand nombre
d’exploitations provenant de zones de production des fromages différentes. Cette
diversité microbienne sera étudiée par différentes techniques d’identification selon
différents niveaux de spécificités : grands groupes microbiens, espéces dominantes,
sous-especes de bactéries lactiques,

- d’étudier les liens entre cette diversité microbienne et conditions d’élevage, saison et
zone géographique.

Apres une présentation des données de la littérature (chapitre 1), nous décrirons le matériel ef
les méthodes mises en ceuvre pour mener a bien ce travail (Chapitre II).

Le chapitre Ill est consacré a la description des grands groupes microbiens des laits crus de
chéevre et a I'étude des liens existants entre ces groupes et les conditions d’élevage dans deu

zones géographiques (zones des AOP Rocamadour et Pélardon).
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Le chapitre IV sera, lui, consacré a la description des especes bactériennes majoritaires de:
laits et a I'étude de leurs liens avec les conditions d'élevage dans les deux zones
géographiques.

Le Chapitre V fait I'objet d’'une analyse plus spécifique des bactéries lactiques et de I'effet
des conditions d’élevage sur les espéces et sous-especes dominantes. Cette derniere part
concerne 3 zones geéographiques (zones des AOP Rocamadour et Pélardon, et exploitation:
fromageéres fermieres de Franche-Comté).

Enfin, le Chapitre VI, fera la synthese et la discussion des résultats obtenus. Des

propositions de poursuite de ces travaux seront également présentées.
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Certaines flores microbiennes des laits crus participent activement a la transformation
fromagere. Il nous semble donc important de rappeler au préalable les principes de la
technologie fromagere. Notre étude portant par ailleurs sur des laits destinés a la
fabrication de fromages de chévre fermiers, nous aborderons plus spécifiguement la

technologie de type caillé lactique.

1 - RAPPEL SUR LA TECHNOLOGIE FROMAGERE

1.1. Les étapes de fabrication d’'un fromage

La fabrication d’'un fromage, selon les méthodes traditionnelles comprend trois étapes

successives (Mietton et al., 1994) :

- la coagulation du lait avec formation du gel ou coagulum : formation d’'un réseau
protéigue de caséine retenant la matiére grasse et une partie de la phase aqueuse (le
lactosérum). Cette coagulation se fait, pour la majorité des fromages, par voie
enzymatique (chymosine contenue dans des présures animales, ou les préparations
enzymatiques végétales ou microbiennes),

- I'égouttage du gelavec formation du caillé ou caillebotte : la phase insoluble (réseau
protéique) est concentrée par acidification et synérese,

- laffinage du caillé: la caillebotte subit des transformations (enzymatiques,
fermentations). A l'issue de cette étape, le fromage acquiert ses caractéristiques
organoleptiques spécifiques.

A chacune des trois étapes sus-citées, des microorganismes sont impliqués. Les bactéries

lactiques interviennent des les premieres étapes (coagulation, égouttage). De nombreux

autres microorganismes (levures et moisissures par exemple) interviennent au cours de

I'affinage et ce sont essentiellement les enzymes d’origine microbienne qui interviennent

au cours de cette derniére étape.

La figure 1 reprend les étapes de fabrication de différents types de fromages. Les

différences de technologies portent plus particulierement sur le travail du caillé avant

moulage (découpage, brassage, chauffage) ainsi que sur le type de croute souhaitée (avec
ou sans levures et moisissures en surface). Ce sont les conditions d’affinage (température,
humidité de la salle d’affinage, soins des fromages) qui sont en partie a l'origine d’un

croutage différent des fromages.
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1.2. La technologie lactique

Dans le cas de la coagulation lactique, la déstabilisation proprement dite est initiée par

I'ajout de présure, mais a une dose insuffisante pour I'obtention d’'un coagulum ferme.

C'est l'acidification du caillé qui permet la neutralisation des micelles de caséine,

laugmentation de la fermeté du gel et I'égouttage du caillé. Cette technologie est utilisée

majoritairement pour les fromages de chévre fermiers et les fromages de chévre sous AOP

(Rocamadour, Pélardon, Picodon, Selles-sur-Cher, Ste Maure de Touraine, Crottin de

Chavignol, etc ...). Pour les laits de vache ou de brebis, seuls certains fromages comme le

Saint Marcellin AOP par exemple (lait de vache) ou le Pérail de Brebis, sont obtenus a

partir de ce procédé.

Le schéma technologique pour la production de ce type de fromage est le suivant :

24

Ensemencement en bactéries lactiqueses bactéries lactiques mésophilesléctis
majoritairement) permettent, avec les bactéries lactiques indigénes du lait cru, une
acidification lors de la coagulation. Les micelles de caséine sont déstructurées
(déminéralisation) par I'acidification produite, la formation du coagulum est favorisée.
Les bactéries lactigues rajoutées sont des ferments lactiques industriels, ou le
lactosérum prélevé au moment du moulage de la fabrication précédente. Ce dernier est
couramment utilisé en technologie fromagére fermiére de type lactique. Ce lactosérum
contient majoritairement de&. lactis (Tormo et Talliez 2000) et contribue
probablement a la spécificité des fromages fermiers car les souches qui composent ce
levain sont souvent différentes selon les exploitations (Tormo et Takie@0). Les
sources des flores microbiennes entrant dans la composition du lactosérum et plus
généralement des levains naturels complexes sont diverses. La composition de ces
levains dépend des bactéries apportées par le lait cru, par I'environnement de
fromagerie mais aussi de le technologie mise en ceuvre (Dalmasso et al., 2009).
Coagulation : Une faible dose de présure est ajoutée au lait (1-2 ml pour les pates
fraiches a 8 - 12 ml de présure a 520 mg de chymosine/L pour 100 litres de lait). Ceci
entraine la formation d'un gel de type présure, qui sera ensuite déminéralisé lors de la
solubilisation des minéraux sous l'effet de I'acidification du milieu. Ce type de gel est
plus ferme qu'un gel lactique pur, ce qui permet son égouttage (Mattabn 1994). II

est important de contrdler la température du lait a 'emprésurage, qui doit étre comprise
entre 18 et 25 °C. Le caillage peut durer de 12 a 36 heures, le plus souvent entre 18 et

24 heures.
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- Moulage et égouttage : Dans cette technologie, I'égouttage peut se faire intégralement
en moules ou étre précédé d'une phase de pré-égouttage de 1 a 12 heures en sac de
toile. Au moulage, le caillé doit étre lisse et ferme. L'acidité du sérum doit étre
comprise entre 50 et 55°D, le pH du caillé voisin de 4,4. En moule, les fromages sont
retournés et salés sur une face aprées 6 a 7 heures d'égouttage, la température de la salle
d'égouttage étant comprise entre 18 et 23°C. Apres 12 a 24 heures d’égouttage total, la
deuxieme face du fromage est salée. Le pH du fromage est alors compris entre 4,2 et
4.4 (Institut de I'Elevage, 2008).

- Affinage : il commence avec l'implantation de flores de surfaces, éventuellement
ensemencées. |l se déroule dans une piece dont I'ambiance est contrdlée, ou la
température est comprise entre 8 et 12°C, et I'hnygrométrie entre 80 et 95 %. Pour les
fromages de type lactique, cette étape dure généralement entre une semaine et un mois
(Institut de I'Elevage, 2008).

Ainsi, en technologie lactique, les flores microbiennes du lait cru sont déterminantes non

seulement pour le process de fabrication, mais également pour les caractéristiques

microbiologiques du lactosérum.

2 - NATURE ET ROLE DE LA MICROFLORE DES LAITS CRUS

Les microorganismes du lait cru sont souvent abordés sous lI'angle technologique. En effet,
ils jouent un réle non négligeable en transformation fromagére du lait cru et sont
communément classés en microflore d’intérét technologique, microflore d’altération, et
microflore potentiellement pathogéne (Richard, 1983). Toutefois, ce classement est
quelque peu restrictif. Le chapitre abordant les bactéries lactiques sera particulierement
développé, ces bactéries étant plus particulierement étudiées dans le cadre de ce travail.
Les genresLactococcus Enterococccus Leuconostocet Lactobacillus seront plus
spécifiguement abordés. En effet, ce sont les plus fréquemment rencontrés dans les laits
crus et les levains mésophiles indigenes obtenus aprés fermentation des laits crus de chévre
(Dalmasso, 2008).
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2.1. La microflore utile ou d’intérét technologique

2.2.1. La flore lactique

Les bactéries lactiques sont des bactéries Gram positif produisant de I'acide lactique par
fermentation des glucides simples tels que le glucose et le galactose (Desmazeaud, 1992).
Elles se développent généralement dans des conditions anaérobies, voire anaérobies
facultatives, et jouent un réle majeur dans l'acidification du lait et du caillé. Ce sont
également des agents de l'affinage des fromages, par leurs aptitudes protéolytiques et
lipolytiques (développement du godt, des ardmes et de la texture). Ces bactéries lactiques
sont principalement constituées de lactocoqueaconostocpédiocoques, streptocoques
thermophiles, lactobacilles mésophiles et thermophiles, et entérocoques (Beuvier et Feutry,
2005).

Au-dela des technologies fromageres, les bactéries lactiques sont impliquées dans un grand
nombre de fermentations spontanées de produits alimentaires (Stiles et Holzapfel, 1997),
ce qui a conduit a la reconnaissance de leur statut « Generally Recognized As Safe »,
excepté pour les entérocoques (Klaenhamehexd., 2005). Les bactéries lactiques ont un

réle fondamental dans les équilibres microbiens du lait. Ainsi, leur développement excessif
ou insuffisant peut induire des défauts de texture et de golt des fromages. Elles constituent
un moyen biologique efficace pour la préservation des qualités hygiéniques des aliments,
du fait de leur aptitude inhibitrice vis-a-vis des microorganismes nuisibles (€auadi,

2003). En effet, les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites aux propriétés
antimicrobiennes, comme des acides organiques, du peroxyde d’hydrogéene, du dioxyde de
carbone, de la reutérine, du diacétyle et des bactériocines (Dortu et Thonart, 2009).
Certaines bactéries lactiqgues ont été isolées de prélevements pathologiques (Casalta et
Montel, 2008 ; Ogier et Serror, 2008). Il s’agit, dans tous les cas, de germes opportunistes,
le développement de pathologies dépendant des portes d’entrée (effraction) et de I'état de
I'héte. Normalement considérées comme non pathogénes chez le sujet sain et sans risque

éepidémique, elles sont classées dans le groupe 1 (OMS).
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Tableau 1: Principales caractéristigues physiologiques et biochimiques de quelques
especes de lactocoques (Dellaglio et al., 1994)

Espéces Croissancedans/a: | © 3 Production de : o

= S g

= g © o v

g g g | o S |

S 3 o o

SIS1212 19 |cg |28 S S

N <t %2} v D Bl +— — (7))

— — o o Lo (@] o] cC O (8] O (<))

O c | < | ¥ | < N O & S 15> © I o

© © © S o = = £ © © o

Z | =2 O |2 | <Tdq 300 a0 | >
Lc. garviae + + + ) ) L(+) + - +
Lc.lactisssp.cremoris + | - | + | - | - - L(+) - - - +
Lc.lactisssp.hordniagl + | - | + | - - L(+) + - - +
Lc.lactis ssp.lactis + |+ |+ - - L(+) + - - v

Lc.plantarum

P + + vV | - - L(+) - v - +
Lc.raffinolactis A T i L(+) Vv + - +

+ : plus de 90% de réactions positives ; - moins de 10% de réactions positives ; v : plus de
10% et moins de 90% de réactions positives
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Les lactocoques : taxonomie et caractéristiques générales
Ce sont des microorganismes mesophiles, a Gram fpastis activité catalase, non
mobiles et se présentant sous forme de coques disposés en paires ou en chainettes. Leur
métabolisme est homofermentaire, de 'acide lactique (L+) étant produit par la voie des
hexoses. Le genileactococcussomprend 6 espéces.: garviae L. piscium, L. plantarum
L. raffinolactiset L.lactis, L.chungangensCette derniere espece est divisée en trois sous-
especes L.lactis subsp.lactis, L .lactis subsp.cremoriset L .lactis subsp hordniae Les
lactocoques sont formés d’espéces dont les contenus en G+C varient de 34 % a 43%. Les
caractéristiques générales distinctes des différentes especes et sous-espéces sont détaillée
dans le tableau 1.
Le génome complet de. lactis subsp.lactis IL 1403 a été séquencé par Boloéhal.
(2002). L'information génétique de cette souche est stockée sur un chromosome circulaire
de 2 365 589 paires de base (pb) codant pour 2 310 protéines. Les génes codant pour ces
protéines représentent 86% du génome.
De méme, le génome complet delactis subsp.cremorisMG1363 a été séquenceé par
Wegmanret al. (2007). Ce génome de 2 529 478 pb contient 81 pseudogenes et code pour
2 436 protéines.
Le lait est un habitat privilégié des lactocoques (Dellagti@l., 1994 ; Corroleet al.,
1999). Les lactocoques se retrouvent freqguemment dans les laits crus a des niveaux
pouvant varier de 10 & 10 000 ufcméelon les études et les espéces laitiéres. Les niveaux
sont supérieurs dans les laits de chevre et de brebis, comparés au lait de vache (Desmasures
et al., 1997a;1997b., Michet al., 2001 ; Tormet al., 2006 ; Casaltat al., 2009 ; Mallet
et al., 2010). Il est toutefois difficile de comparer les niveaux des lactocoques mentionnés
dans les études car les méthodes de dénombrement différent souvent. Parmi les
lactocoquesl.actococcus lactigst I'espéece la plus étudiée et la plus fréquemment détectée
dans les laits crus (Corroler et,d998 ; Dalmasso et al., 2008).
Les lactocoques transforment le lactose en acide lactique. Ceci permet I'acidification du
lait et contribue a la formation du caillé. Ces bactéries possédent par ailleurs des protéases.
Selon Jeanson (200 types de protéases agissant sur les caséinesirfpsotmpliquées
dans la coagulation du lait) sont synthétisées :

- Type | : protéolyse de la caséing 3

- Type Il : protéolyse des caséinesol etk.
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Les lactocoques contribuent ainsi a la protéolyse primaire des fromages. Cette action est
mineure, la protéolyse primaire étant principalement réalisée par les enzymes natives du
lait ou celles de la présure (Grapp@h al., 1985). D’autre part, 'autolyse précoce des
lactocoques permet la libération d’autres enzymes intracellulaires telles que des
protéinases, des peptidases, des lipases ou des estérases. Ces mécanismes d’autolys
dépendent des souches de lactocoques. De nombreuses études ont montré l'impact
considérable de ces enzymes sur le développement de la texture et de I'ardbme des fromages
pendant l'affinage (Carunchia Whetsie¢ al., 2006 ; Gardest al., 2006 ; Gutierrez-
Mendez et al., 2007).

L. lactis subsp.lactis, subsp. cremorigt biovar diacetylacts, sont les trois bactéries les

plus fréquemment citées pour leurs réles majeurs différents, respectivement pour I'aptitude
acidifiante (Casaltaet al., 1995, Lafargest al., 2004) et pour leur implication dans la

formation du godt et de I'arbme pour les 2 dernieres (Coreblak., 1999).

Les entérocoques : taxonomie et caractéristiques générales

Ce sont des coques Gram positif, sans activité catal@on mobiles et présentant une
grande diversité phénotypique (Devriesieal., 1993 ; Parlet al., 1999). Trente cinq
especes ont été proposees comme faisant partie du [getem@coccusLa plupart des
especes d’entérocoques sont capables de se développer a pH 9,6 en présence de 6,5% d¢
NaCl, de 40% de sels biliaires, et peuvent survivre 30 minutes & 60°C. Le genre est formé
d’espéces dont les contenus en G+C sont voisins (37,5 a 44%). Par contre, si I'on se réfere
aux taux d’hybridation ADN-ADN, elles apparaissent génétiquement différentes les unes
des autres et éloignées des autres coques Gram positif, sans activité catalase et anaérobies
facultatifs.

Les entérocoques sont présents dans les laits et dans de nombreux fromages traditionnels
du bassin méditerranéen (Coggral., 1997). Ce sont des hotes normaux des intestins des
animaux a sang chaud, mais également des plantes et des insectes (Deibel, 1964 ; Dellaglio
et al., 1994 ). Dans le systéme digestif de ’lhomme et d’autres monogastriques, ils exercent
une activité probiotiqgue. Certaines souches peuvent cependant présenter des facteurs de
virulence leur conférant un pouvoir pathogene (Dellaglioal., 1994).Enterococcus

faecalis Enterococcus faeciumt dans une moindre mesuwaterococcugluranssont les

especes les plus fréguemment rencontrées dans les laits et les fromages (Gelsamino

2001 ; Jurkovic et al., 2006 a et b ; Ogier et Serror, 2008).
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Tableau 2 : Principales caractéristigues physiologiques et biochimiques de quelques
especes d’entérocoques ( Dellaglio et al., 1994)

Especes Croissance dans/a : o - | B ) Production de :
= o 3 %) )
° BE | S50 =8 () o
S £ = %)
S ) g @ L O ] =] =]
T} T ™ Q| 5| 2= %) )
© o o o (72} S E ) c 2 9 9
— o o) o ‘D (@) C =2 = >0 3 5 @ 5
Q — < o) @ 2 N O OO = > I I
2 r3 | & |28|<E w| ®
< ) & o o o
Ec.durans| + + + - + - L(+) + - v
Ec.faecalis| + + + % + - L(+)
Ec.faecium + + + + - L(+) + - +

+ : plus de 90% de réactions positives ; - moins de 10% de réactions positives ; v : plus de
10% et moins de 90% de réactions positives

Tableau 3: Principales caractéristigues physiologiques et biochimiques de quelques
especes de leuconostocs ( Dellaglio et al., 1994)

Espéces Croissance dans/a : 5 o9 Hydrolyse
< € |58 52
S 7 a Lo | Qx| o Q
S |9 |2 |2 |9 |2g|2c|88|E |5
s — o) «C N (O] =
S |3 |2 |8 |F |2 |°8| 58|88 |3
pd c 3 T | Q
(Ol =
Ln.lactis + - - + - + D(-) - - -
Ln. mesenteroides - + + - + | D() | - - -
SSp.cremoris
Ln. mesenteroides| =+ - + + + D(-) + - +
ssp.dextranicum
Ln. mesenteroides| + + + * - + D(-) + - +
ssp.mesenteroides
Ln.paramesenteroiqd + + + + + D(-) - - +
es

+: plus de 90% de réactions positives ; - moins de 10% de réactions positives ; +:
réactions positives faibles ou tardives.
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Dans les fromages, les niveaux peuvent s'élever jusqifauftdg' dans le caillé et
jusqu'a 10 ufc.g* dans les fromages affinés (Maceetaal., 1995 ; Boutoret al., 1998 ;
Centenoet al., 1999). Ces niveaux €élevés peuvent s’expliquer par la capacité des
entérocoques a se développer en milieu acide et a des taux de sels élevés. Les entérocoques
joueraient un role dans le développement des caractéristiques sensorielles des fromages
(Nevianiet al., 1982.). Certaines souches sont d’ailleurs utilisées comme levains lactiques
(Giraffa, 2003).

Le statut des entérocoques est, cependant, controversée. lls sont plutét considérés comme
des microflores d’intérét technologique dans les pays d’Europe du Sud. A l'inverse, les
études menées en Europe du Nord portent essentiellement sur les aspects négatifs
(pathogéne opportuniste, résistance aux antibiotiques). L'expression des facteurs de
virulence varie selon les niches écologiques. Ces facteurs s’expriment particulierement
pour les populations a risque (patients immunodéprimeés, personnes agees). Si aucune
corrélation n'a été mise en évidence entre lingestion d’aliments contenant des
entérocoques et I'infection, il semblerait que les entérocoques contenus dans les fromages
puissent présenter des résistances a des antibiotiques utilisés dans le traitement des
infections a entérocoques comme la gentamycine et la vancomycine (Ogier et Serror,
2008). Les efforts doivent donc porter sur la réduction du risque d’apparition de cette

résistance en réduisant notamment l'utilisation d’antibiotiques en élevage.

Les Leuconostocs : taxonomie et caractéristiques générales

LesLeuconostog sont des coques a Gram positif, mésophiles hétérofermentaires, aérobies
anaérobies facultatifs Les principaux produits de leur métabolisme des hexoses sont le D-
lactate, I'acétate ou I'éthanol, le @OA partir du citrate du lait, du diacétyle et de
I'acétoine sont formés (Devoyod et Poullain, 1988). Les caractéristiques phénotypiques de
ces bactéries sont reportées dans le tableau 3. Leur contenu G+C est de I'ordre de 37% a
45%. Ces quinze derniéres années, des changements taxonomiques ont été réalisés et de
nouvelles espéces ont été décrites, ainsi que trois nouveaux ger@@sonostoc
Oenococcuget Weissella (Collingt al., 1993 ; Dickst al., 1995). Le genreeuconostoc
comprend 12 espéces microbienned:mesenteroides(avec trois sous-espéces,
mesenteroidesdextranicumet cremori9, L.citreum, L.carnosum L.fallax, L.ficulneum,

L.gasicomitatum, L. gelidum, L.inhae, L.kimchii, L.lactis et L.pseudomesenteroides,
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L.palmae, L.holzapfelii(http://www.bacterio.cict.fr/lleuconostocitml, consulté le 10
juillet 2010).
Le génome complet de. citreum KM20 a été séquencé par Kim et Adachj2007).

L'information génétique de cette souche est stockée sur un chromosome circulaire de
1796 284 paires de base (pb) et 4 plasmides. Le génome complet contient des genes
codant pour 1820 protéines.

Ces bactéries sont présentes dans de nombreux habitats naturels. Elles représentent
notamment la microflore lactique dominante des végétaux fraisLéesonostos sont
frequemment impliqués dans la fabrication d’aliments composés de végétaux fermentés ;
I'especelLeuconostoc mesenteroidésant majoritaire en début de fermentation avant que
des bactéries plus acidifiantes dominent par la suite (Dellaglio et al., 1994).

Les Leuconostocs sont fréquemment retrouvés dans le lait, les levains, les laits fermentés et
les fromages a des niveaux atteignarit-100° ufc.g * de fromage en Crottin de Chavignol

pa exemple (Devoyod et Poullain, 1988 ). Les niveaux détectés dans les laits sont tres
variables : de moins de 100 ufchjusqu’a plus de Toufc.mi* (Casalta 2003 ; Laithier

et al., 2004Db).

Le rbéle desLeuconostog dans la formation de I'ardbme et la texture des fromages est
important (Hemme et Foucaud-Scheunmann, 2004). Les soucHesntkesenteroidest

L.lactis métabolisent le citrate et produisent des composés aromatiques qui contribuent a la
flaveur des fromages comme le diacétyle et I'acétoine (Vedamuthu, 1994). Ainsi, certaines
de ces souches sont introduites dans des levains lactiques en association avec des
lactocoques car leur capacité acidifiante est limitée.

Cependant, leseuconostos peuvent également étre a l'origine de trous précoces dans le
caillé (Devoyod et Poulain, 1988), en raison de leur activité hétérofermentaire et gazogéne.
Bien qu’ils soient considérés comme non pathogenes pour 'homme et I'animal, des
souches appartenant aux espdcesitreumet L. pseudomesenteroidesit été isolées de
prélevements cliniques (Dellagliet al., 1994). Certaines espéces peuvent produire des
amines biogénes qui peuvent provoquer des intoxications alimentaires, comme cela a été
rapporté dans les vins ( Moreno - Arribetsal., 2003). Par contre, aucune étude, a notre
connaissance, n'a identifié d’amines biogenes produites patlelesonostos dans les

fromages (Gonzalez de Llano et al., 1998 ; Bover-Cid and Holzapfel, 1999).
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Tableau 4 : Principales caractéristigues physiologiques et biochimiques de quelques
especes de lactobacilles ( Dellaglio et al., 1994)

Especes Croissance 3 Production de :
s o Qo o
a: 553/ 5°3 S

BToS|RBOCS 1= ) o)
= —= @O | = @ © o S (7]
R R T @ g L w
0| © QEN| QL O o £ T = ==
| o |EE28|5§38| 23 0% | &8
< ¥ |Fo°|Re°| §g -3 22
38 s | %

Lb.casei(ll) + % 304 | <45°C L(+) + -

37°C
Lb.helveticug]l) - + DL - -
Lb. paracasessp.paracasei| + vV L(+) -
(1)
Lb. paracasessp.tolerans | + - <40°C L(+) -
(1)
Lb.plantarum(ll) + - 304 | <45°C DL - -
37°C
Lb.rhamnosugll) + + L(+) -

+: plus de 90% de réactions positives ; - moins de 10% de réactions positives ; v : plus
de 10% et moins de 90% de réactions positives
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Les lactobacilles : taxonomie et caractéristiques générales

Le genreLactobacillusest trés hétérogéne (le G+C varie de 33 % a 55%). Il contient 140
especes et 27 sous-especes, mais sa classification évolue régulierement. Les lactobacilles
sont des bacilles Gram positif, non mobiles, non sporulants, se développant dans des
conditions microaérophiles a strictement anaérobies. Bien que certains travaux aient révélé
la présence d’'une catalase chez certaines souchésatiebacillus delbrueckiisubsp.
bulgaricus(Rochatet al, 2006), les lactobacilles ne présentent généralement pas d’activité
catalase .

Les lactobacilles se répartissent en trois groupes selon leur profil fermentaire, d’aprés la
classification de Kandler et Weiss (1986) :

Les lactobacilles du groupe | (LBI) sont des bactéries homofermentaires strictes, ne
fermentant que des hexoses. Les especes de ce groupe fréquemment rencontrées dans le:
produits laitiers sont L. delbrueckiisubsp. lactisL. delbrueckiisubsp. delbrueckii, L.
delbrueckiisubsp. bulgaricud.. acidophiluset L.helveticus Dans ce groupe, les écarts de
contenu G+C sont éleveés (33 a 53%).

Les lactobacilles du groupe 1l (LBII), lactobacilles hétérofermentaires facultatifs sont des
bactéries qui fermentent les hexoses et produisent presque exclusivement de l'acide
lactique. Ills peuvent également fermenter les pentoses apres induction d'une
phosphocétolase et produire de I'acide lactique et de I'acide acétique. Ce groupe rassemble
entre autred.. plantarum, L. pentosus, L. rhamnosus, L. casel. paracasei Les
contenus en G+C sont compris entre 35 et 47% .

Les lactobacilles du groupe 11l (LBIIl) sont hétérofermentaires stricts. L'utilisation des
sucres suit la voie des pentoses phosphate et conduit a la formation de lactate, d’acétate ou
d’éthanol et de C® Les contenus en G+C sont tres variables : de 33% a 53%.

Le tableau 4 reprend les principaux caracteres phénotypiques propres aux lactobacilles.

Les séquences completes du génome ont été établies pour 6 soudlatobacillus
appartenant aux especdescidophilus L.bulgaricus L.johnsonij L.sakej L.salivarius et
L.plantarum Ce séquencage clarifiera probablement la classification de ce groupe
(Dellaglio et al., 2004).

Les lactobacilles sont les bactéries lactiques les plus ubiquitaires (Desmazeaud, 1992). lls
sont capables de coloniser des habitats tres variés, pourvu que ces derniers répondent a
leurs exigences de croissance, plus importantes que celles des lactocoques. Ainsi, les
éléments indispensables a leur croissance sont certains acides aminés, des macroéléments

(magnésium et potassium), ainsi que certains micro-éléments comme la niacine et le
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panthothénate de calcium (Jeanson, 2000). Si I'on retrouve les lactobacilles dans le lait,
I'habitat de la majorité des lactobacilles (en particulier ceux du groupe 1) est le tractus
digestif et les organes génitaux des animaux (Bernamtesy 2008). Les lactobacilles du
groupe Il se retrouvent préférentiellement sur les végétaux (Dellaglial., 1994).
Certains d’entres eux constituent la flore majoritaire des ensildgeplgntarum L.
pentosusL. paracaseéi. Les niveaux de lactobacilles retrouvés dans les laits crus sont
assez faibles pour les laits de vache et de chévre. lls se situent entre 10 et 100 ufc.ml
(Desmasurest al., 1997 ; Michekt al., 2001 ; Tormet al., 2006 ; Maleet al., 2010).

Par contre, les niveaux sont plus élevés dans le lait de brebis, entre 1000 et 10 030 ufc.ml
selon Casaltat al. (2009). Notons toutefois que pour la majorité des études citées, ce sont
plutét les lactobacilles du groupe Il qui sont dénombrés.

Dans la majorité des cas, les lactobacilles du groupe Il font partie de la microflore
adventice désignée sous le terme de NSLAB (Non Starter Lactic Acid Bacteria). Apportés
par le lait cru, ils peuvent s'implanter et se développer dans les fromages avec une forte
capacité invasive. Dans le Comté, Bouwmal. (2002) ont montré quie. delbrueckii
subsplactis originaire du lait cru se maintenait dans les fromages, alor.duaveticus

utilisé comme levain, avait disparu en quatre semaines. Dans le Cheddar, les especes de
lactobacilles les plus fréequemment identifiees domilantarum L. caseietL. brevis Les
lactobacilles sont importants pour la flaveur des fromages (Kanatvjal.,, 1996 ;
Beresfordet al., 2001 ; Wouterst al., 2002 ; Kieronczylet al., 2003). De facon plus
générale, bien que la diversité des especes dépende du type de fromage, les lactobacilles
meésophiles les plus frequemment rencontréeslsatdse]j L. paracaseil. plantarum L.
rhamnosus et. curvatugBeresford et al., 2001).

Les lactobacilles du groupe |, notammeéntdelbrueckiisubsp. bulgaricusL. delbrueckii

subsp. lactietL. helveticusentrent dans la composition de levains pour la fabrication de
fromages de type pates pressées cuiteparacaseisubsp.paracasei,L. rhamnosusL.
plantarumou L. curvatuspeuvent également étre utilisés comme compléments de ferments
(Bernardeawet al., 2008).

Les lactobacilles sont de bons producteurs d’acide lactique et parfois de substances anti-
bactériennes. lls contribuent grandement a I'équilibre des microflores. En effet, ils ont un
réle inhibiteur vis-a-vis du développement de microorganismes pathogenes (Klaenhammer,
1993 ; Batdorj et al., 2007).
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Certains lactobacilles du groupe 1l peuvent étre a l'origine d’altérations, telles que le
gonflement des fromages di a la production de lgahifermentansetant parfois mis en
cause. D’autres défauts peuvent étre attribués a la présence de Lactobacillus. La
racémisation du L-lactate en D-lactate par certains lactobacilles peut entrainer I'apparition
de cristaux blancs de lactate de calcium amers. L’apparition d’éraillures, voire de
laminures peut également étre liée a la production de gaz par les lactobacilles
hétérofermentaires (groupes Il et IlI).

D’autres lactobacilles sont considérés comme des pathogenes opportuhistes (
catenaformis L. crispatus L.gassef notamment impliqués dans les infections urinaires
(Dellaglio et al., 1994), alors gu’ils sont des commensaux reconnus au niveau vaginal par
exemple.L. buchneria été incriminé dans des intoxications alimentaires, du fait de la
production, dans des fromages, d’histamine pouvant étre hautement allergene chez certains

individus, (Dellaglio et al., 1994).

2.2.2. Les microflores d’affinage ou microflores de surface

Les principaux microorganismes jouant un réle connu dans l'affinage sont les bactéries
lactiques (déja décrites), les bactéries propioniques, les levures, les moisissures, les
staphylocoques et les bactéries corynéformes aérobies.

Les bactéries propioniques ne seront pas étudiées dans ce chapitre. En effet, ces bactéries

sont impliquées dans la formation de I'ardme et des trous des fromages a pates pressees

cuites, mais nous nous intéressons dans cette étude, uniguement aux microorganismes des
fromages a pates molles de type lactique, principaux produits en lait de chévre.

Parmi les bactéries dominantes a la surface des fromages, on retrouve les bactéries a Gram

positif , majoritairement, les groupes des staphylocoques et des corynébactéries. Leur

importance relative dépend du type de fromages. Les microflores de surface ont deux
fonctions principales dans l'affinage :

- elles produisent des enzymes. Les lipases et les protéinases hydrolysent les matieres
grasses et les protéines. Les peptidases hydrolysent les petits peptides et les acides
aminés,

- elles désacidifient la surface des fromages. Ce sont principalement les levures et les
moisissures qui ont cette fonction. En oxydant le lactate, dp €80émis, celui-ci

contribue a 'augmentation du pH qui passe de 4,8 a 5,8, voir plus.
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La taxonomie de ces groupes (en particulier les bactéries corynéformes) a été clarifiee par
le développement des techniques de biologie moléculaire qui remettent en question les
anciennes classifications basées uniqguement sur des criteres morphologiques et
biochimiques. Sur le plan phylogénétique, ces bactéries différent. Les bactéries
corynéformes sont reliées a la branche des Actinobacteria (teneur en G+C supérieure a
50%), alors que les staphylocoques appartiennent a la branche des firmicutes (% G+C
compris entre 30 et 39%). Les staphylocoques et les bactéries corynéformes possedent en
commun certains caracteres physiologiques qui expliquent leur aptitude a s’'implanter a la
surface des fromages : elles sont mésophiles, halotolérantes et acido-sensibles, ne pouvant

se développer que dans une zone de pH proche de la neutralité (6 a 8,5).

Les corynébactéries

Le groupe des bactéries corynéformes contient dagegdactériens hétérogenes. Les
bactéries considérées ici (hors propionibactéries) sont des bacilles, majoritairement
aérobies, Gram positif, pléomorphes, non sporulés. Pour les microbiologistes alimentaires,
ces bactéries sont de formes irrégulieres (bacilles ou coccobacilles) et sont isolées a la
surface des fromages a crodte lavée. Elles sont souvent psychrotrophes et ne peuvent pas

croitre a 37°C. Le détail de la classification est mentionné dans le tableau 5 ci-dessous.

Tableau 5 : Classification hiérarchique des familles et genres bactériens décrits comme
étant des bactéries corynéformes des fromages (Bockelmann et Hoppe-Seyler, 2001)

Classe Sous -ordre Famille Genres principaux

Micrococcaceae Arthrobacter, Micrococcus, Kocurid,
Renibacterium

Brevibacteriaceae | Brevibacterium
Micrococcinae

Actinobacteries Microbacteriaceae | Microbacterium/Aureobacterium,

Clavibacter, Curtobacterium,
Agrococcus, Leucobacter, Mycetocolal
Dermabacteriaceag Brachybacterium, Dermabacter
Corynebacteriaceag Corynebacterium, Turicella
Nocardiaceae Rhodococcus, Nocardia

Corynebacterinag
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Tableau 6 : Habitats des bactéries corynéformes majoritairement isolées des laits et des
fromages

Genres Habitats Genres et espéces isolées du lait efdes
fromages
Arthrobacter Bactéries  saprophytes  tresthrobacter sp. isolé du Lait de

répandues dans le sol |ethévre (Callon et al., 2007) et du
'environnement (Yi et al.,| Lait de vache (Verdier-Metzt al.,
2000 ; Loveland et Curtzg 2009).

1999 ; Paris and Blondeauet fréequemment retrouvé dans |es
1999) fromages (Valdes-Stauberet al.,
1997 ; Brennan et al., 2002)

Brevibacterium | Lieux a haute concentration emrevibacterium linenssolé du Lait dd
sels tels que produits laitiers, epuache (Verdier-Metz, 2009).

de mer, poissons marins | ét dans les fromages (Valdés-Stayper
Collins, 1981) et al., 1997 ; Bockelmaet al., 1997).
Isolées de prélevements cutanés

Corynebacterium| Sol, produits laitiers, mef,Corynebacterium variabileisolé du|
plantes et leurs déchets, isolédait de chévre (Callon et al., 2007)
frequemment chez I'homme, lg€orynebacterium casésolé du lait de
animaux et leurs déchetvache (Verdier-Metz et 312009)
(Irlinger, 2000) Genre isolé fréquemment des
fromages (Bockelmaret al., 1997
Valdes-Staubeet al., 1997 ; Brennap
et al., 2002)

Microbacterium/ | Eaux usées, produits laitiers, spM.lactium et A.liquefaciensont été
Aureobacterium | végétaux et insectes (Irlingerisolées du lait et des fromages (Jojes

2000) et Collins, 1986)
Micrococcus Environnement en général : spKocuria sp. a été isolée du lait [le
sable, plantes... vache (Verdier-Metet al., 2009). Le

Aliments, animaux, hommegmicrococci représentent moins fe
peau (Schleiferet al, 1982 ;] 20% des coques Gram positifs isg|és
Kloos et Musselwhite, 1975) | de la surface des fromages (Garet
al., 1988, Massa et Turtura, 1989 ).
L'espéce la plus fréquemmgnt
rencontrée dans les fromages [est
Kocuria varians

Brachybacterium| Aliments, fromages et produifBrachybacterium paraconglomeratym
laitiers, animaux de la ferme | a été isolé du lait de chévre (Callet]
al., 2007).

Rhodococcus Fortement ubiquistes, Isolé des fromages (Valdées-Staubé
abondantes dans le sol, I'eau, leal., 1997).

déjections animales (Irlinger,
2000)
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A notre connaissance, aucune espéce de bactéries corynéformes isolées du lait et des
produits laitiers n'est a l'origine de problemes sanitaires dans nos pays industrialisés.
D’autre part, la plupart des especes isolées dans ces méme milieux ne présentent pas de
mécanismes particuliers de résistance acquise aux antibiotiques (Odimget, 2008).

Ces bactéries dont les habitats different selon les espéces se retrouvent frequemment dans
le lait (tableau 6).

Les staphylocoques

Ce sont des coques Gram positif, caractérisés par agtivité catalase, anaérobies
facultatifs (meilleure croissance en aérobiose), non mobiles, souvent regroupés en amas ou
en grappe, parfois en paires ou en tétrades. La plupart des souches peuvent se développer
en présence de 10% de NaCl et a des températures comprises entre 10 et 40°C. lls peuvent
produire des acides a partir de différents sucres comme le glucose et le lactose. Les études
d’hybridation ADN-ADN ont permis de classer les especes en différents groupes
phylogénétiques (Kloos et Wolfshohl, 1991 ; Takahashi et al., 1999) :

Le groupeS. epidermidisomprenant les espec8s pasteuriS. epidermidisS. capitis S.

warneri, S. haemolyticysS. hominis S. caprae S. saccharolyticysS. aureuset S.
auricularis.

Le groupe S. saprophyticaempose de S. saprophytic@s cohnij S. xylosusS. arlettae

Le groupe S. simularmnstitué de S. simularS. carnosusS. piscifermentanst S. felis

Le groupe S. hyicusomprenant S. hyiciet S. chromogenes

Le groupe S. sciugonstitué de S. sciyrs. vitulinuset S. lentus

Le dernier groupe comprend S. intermeditiS. delphini

L’espéce S. lugdunensian’appartient a aucun des groupes précédents. La place des
nouvelles especeS,. muscuaeS. lutrag S. succinuet S. condimentin’a pas encore été
établie.

Actuellement, 42 especes sont répertoriées comme appartenant au genre des
staphylocoques. Certaines d’entres elles, productrices de coagulase et/ou d’entérotoxines
sont potentiellement pathogenes, expliquant une classification dans le groupe 2 (OMS). On
distingue 6 especes a activité coagulas$.:aureus S. intermedius S. schleiferi
subsp.coagulansS. delphiniet S. lutrag et certaines souches &e hyicus Les especes
restantes n'ont pas d’activité coagulase et celles qui sont résistantes a la novobiocine sont
considérées comme des espéces d'origine animale (animaux de ferme), plutdét que des

especes d’origine humaine (Devriese et al., 1985).
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Tableau 7 : Habitats des espéces de Staphylococcus

Especes les plus fréguentes

Habitat

S. epidermidisS. hominisS. haemolyticys
S. capitiset S. aureus

L’homme (Kloos et Musselwhite, 1975)
Niches préférentielles de différentes espd
aux différentes régions de la peau

Taux de portage nasal de S.aureus de

les personnes hospitalisées.

ces

80 a

50% chez les porteurs sains et de 60% ¢hez

S. lentus S. arlettag S .capitis S. pasteur
et S. simulanglrlinger, 2000)

Cheévre

S. kloosij S .lentuset S. aureus(Irlinger, | Brebis
2000)
S. hyicus S. saprophyticusubsp.bovisS| Vache

vitulinis

La plupart des staphylocoques ont été is
sporadiqguement de sources trés varié

bEEsvironnement
es:

terre, sable, eau, aliments, surfaces| de

travail, vétement, air, poussiere ( Irlinggr,

2008)

S .carnosus(produits carnés, Schleifer eAliments
Fischer, 1982)

S. caseolyticuglait, viandes, Scheilfeet

al., 1982)

S. aureus, S .epidermidis, S. fleurettait de vache

(Verdier-Metz, 2009)

S. pasteuri S. warnerj S. epidermidis
(Ercolini et al, 2009)S. aureus(Giannino
et al., 2009a,b)

S. epidermidis S. simulansS. caprae S.
equorum
(Callon et al., 2007)

S. caprae, S. epidermidis, S .xylosus
chromogenes et S. simula(Bergonnieret
al., 2003)

S. equorum S. caprae S. vitilinus S.
xylosus S. saprophyticys S. lentus S.
sciuri, S. succinussubsp.casei (Irlinger et
al., 1997 ; Bockelmannet al, 1997 ;
Hoppe-Seyleret al, 2000 ; Bockelmann
2002)

S. equorungBockelmann, 2002),

S. succinusubsp.casei (Place et,&003)

S .fleuretti(Vernozy-Rozand et §12000)

Laits de chévre

subclinique)
S.

Fromages

Fromages de chévre

Laits de chévre (chevre avec mamnjite
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Les espéces sans activité coagulase sont considérées comme non pathogénes ou
uniguement de facon opportuniste. Parmi ces espéces, on trouve majoritaif&2ment
epidermidis (responsable d’endocardites, d’ostéomyeliteS), saprophyticys agent
d’infections urinaires (Kloos et Bannerman, 1994)Swaprae responsable d’infections

de la mamelle de petits ruminants (Bedidi-Madanhial., 1998), mais également de
pathologies humaines de type endocardites ou cystites (Vandenesh et al., 1995).

Les staphylocoques sont des bactéries ubiquitaires. lls font partie notamment de la flore
cutanéo-muqueuse de I’'homme et de I'animal et peuvent subsister dans I'environnement de
leurs hétes (tableau 7). Il est fort probable que les staphylocoques ont été initialement
disséminés dans I'environnement par des hommes ou des animaux (libération de squames
chargés de bactéries). Les staphylocogues a coagulase négative sont fréquemment
impliqués dans les mammites subcliniques des petits ruminants. Ces bactéries sont
impliquées dans les % des infections subcliniques intramammaires (Bergenrkr

2003). Pour les chévreS, capraesst I'espece la plus fréquemment rencontrée, suivie de S.
epidermidis S. xylosus S. chromogenegt S. simulans(Bergonnieret al., 2003 ; El
Baradeiet al., 2007). Sporadiquement, les mammites cliniques chez la chevre et la brebis
peuvent étre dues a S. aurgpigis a des staphylocoques a coagulase négative.

Certaines especes sont isolées chez des hbétes variés, hommes, animaux, mais d'autres
semblent adaptées a une espece-hbte particuliere, comme c’est le @sl@otugui n'a

éte isolé qu’a partir des laits de chévre (Kloos, 1980 ; Deweiesle, 1985 ).

Méme si des especes sont souvent impliquées dans les mammites cliniques ou sub-
cliniques, plusieurs études ont mis en relief le rdle positif de certains staphylocoques
coagulase négative (SCN) dans la production d’arébmes des frongtgehylococcus
equorum est frequemment impliqué dans l'affinage des fromages, mais d’autres especes
commeS. caprae S. vitulinus S. xylosusS. saprophyticysS. lentus S. sciuri et S.
succinus subsp.caseipeuvent étre également impliquées  (Irlinger at, 1997 ;
Bockelmann eal., 1997 ; Hoppe-seylat al., 2000 ; Bockelmann et Hoppe-seyler, 2001 ;
Bockelmann, 2002). Des études récentes ont méme suggéré que les Sspepesum
(Bockelmann, 2002) €. succinusubspcasei(Place etl., 2003) pourraient étre utilisées
comme ferments d’affinage dans les fromages a pates pressées Suisse. Par ailleurs, Carnio
et al., (2000) ont montré le rble protecteur de certaines souches de SCN produisant des
antibiotiques, en faveur du développement des bactéries lactiques. De fait, la Souche

equorum WS 2733 produit une molécule a effet bactériostatique vis a vis des souches de
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Listeria et de nombreuses bactéries Gram positif. De m&nsmnulanprésente des effets
bactéricides anti-staphylocoques liés a la production de lysostaphine, une enzyme
dégradant la paroi cellulaire de pratiquement toutes les espéeces de staphylocoques connues.
Il permet, ainsi, le contrble des populations de staphylocoques, malgré son potentiel

pathogene pour I'animal (Recsei et al., 1987 ; Von Eiff et al., 2003).

Les levures et les moisissures

Les levures constituent une classe d’eucaryoteselluiaires. Elles appartiennent a
'embranchement des ascomyceéetes et des basidiomycétes. Les levures ascomycetes
peuvent, sous certaines conditions, former des ascospores a l'intérieur de la cellule, alors
que les levures basidiomycetes développent des spores externes. Les levures peuvent se
diviser soit par bourgeonnement comme p8accharomycessoit par division comme
Shizosaccharomycgmr exemple. Dans certaines conditions, des espéeces peuvent pousser
sous forme de filaments irrégulier€andida albicansYarrowia lipolytica ...). Nous ne
traiterons ici que des levures hemiascomycetes qui sont regroupées dans I'embranchement
des ascomycetes. En effet, ces levures sont particulierement rencontrées et utilisées dans
les industries alimentaires (agents de fermentation, mais aussi microflores d’altération).

La caractérisation des levures dans les laits a été réalisée plus particulierement sur des laits
de vache et de chéevre issus de régions d’ltalie (Nord de I'ltalie pour le lait de vache,
Sardaigne pour le lait de chévre). Une quinzaine d’espéces différentes ont été isolées. Les
genres Candida, Cryptococcus sont communs aux deux espéces laitieres. Certaines
especes sont détectées dans les deux types de Qaitglida parapsilosis Candida
zeylanoides Cryptococcus curvatys mais avec des prévalences différentes selon les
especes laitieres (Cocolet al., 2002 ; Faddat al., 2010).C. zeylanoidesst I'espéce
dominante en lait de chévre (Fadetaal., 2010), alors gu’en lait de vache, cette espéce est
sous-dominante (Cocoliet al., 2002) Kluyveromyces marxianwut Kluyveromyces lactis

sont les especes dominantes dans les laits de vache étudiés. Les niveaux de levures et
moisissures rencontrés dans les laits sont faibles, bien souvent inférieurs & 106, ufc.ml
mais avec une grande variabilité en fonction des élevages (Desmasures, 1997c ; Torkar et
Vengust, 2008).

Les principales espéces rencontrées dans les fromages sont les suihiyesromyces
marxianus var. marxianysKluyveromyces lactis/ar. lactis, Debaryomyces hansenii

Saccharomyces cerevisideandida zeylanoide€andida catelulataCandida intermedia
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Geotrichum candidumTorulaspora delbrueckii Yarrowia lipolytica (Frolich-Wyder,

2003).

Certaines espéces de levures con@eretrichum candidunKluyveromycespp.,Candida

spp., sont considérées comme des microflores d’intérét technologique en transformation
fromagere.Geotrichum candidunest largement employé comme levain d’affinage en
particulier pour les fromages a pate molle et a crolte fleurie (Pettédr, 2008).

Elles viennent désacidifier la surface des fromages, permettant le développement des
bactéries d’affinage (corynébactéries et staphylocoques). Par leurs activités enzymatiques
(protéases, lipases, peptidases), elles jouent un réle non négligeable dans la texture des
fromages et la production de nombreux composés aromatiques. Les niveaux de levures
trouvés dans les fromages affinés peuvent atteindrefe@’.

Cependant, le développement excessif de certaines levures peut engendrer des défauts dans
les fromages. Citons par exemple le casGdecandidum Lorsque celui-ci se développe

trop rapidement et/ou se retrouve a des niveaux élevés dans les fromages, il engendre un
défaut communément appelé « peau de crapaud ».

Concernant les risques pour la santé humaine, les espéces de levures rencontrées dans le:
fromages peuvent étre retouvées en pathologie humaine en tant qu’opportunistes, mais
cette origine de contamination n’a jamais été mise en cause (Pottier et al., 2008).

Les moisissures se développent a la surface des fromages. Elles ont un impact sur les
caractéristiques sensorielles des fromages. Les moisissures se retrouvent fréquemment
dans les laits, mais leur niveau moyen ne dépasse pas 10 uftiohel et al., 2001 ;

Torkar et Vengust, 2008). Peu d’études portent sur la diversité des especes de moisissures
contenues dans les laits, du fait notamment de la difficulté d’'identification des différentes
especes. Une étude menée en 2004, dans 4 fromageries en Norvege, fait état d’'une grande
diversité de moisissures dans les laits, le matériel de fromagerie et la saumuret @uyre

2004). De nombreuses espéeces des gdPeagillium et Mucor y sont retrouvées, ainsi

gue Fusarium (Kureet al., 2004, Torkar et Vengust, 2008). Les principales moisissures
rencontrées dans les fromages sont Resicillium P. camembertest a I'origine de la

crolte blanchatre des fromages a pates molles et a crodte fleurrequeforti est
responsable des veines bleues dans les pates persillées. La prédduocerdst souvent

en liaison avec un défaut de l'aspect des fromages communément appelé I'accident du

« poil de chat » (Beuvier et Feutry, 2005).
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Les especes rencontrées sont environnementales et peuvent étre retrouvées dans lair,

expliquant la contamination secondaire, en cours de fabrication.

2.2. La microflore indésirable et potentiellement pathogeéne

Les micro-organismes responsables d’altérations sont issus du milieu et des conditions de
production. Leur développement dans le lait peut étre a l'origine de I'altération de la
qualité du fromage du fait de la dégradation de certains éléments protéiques, lipidiques ou
glucidiques (lactose), ou encore du fait de la production de substances indésirables telles
les mycotoxines. Ces altérations se traduisent par des défauts de goat, d’odeur, d’aspect et
de texture (Beuvier et Feutry, 2005), il s’agit alors d'une altération de la qualité
marchande. D’autres altérations peuvent avoir un impact sur la santé humaine, il s’agit
alors d’'une altération de la qualité sur le plan sanitaire. Les microflores précitées, comme
par exemple les entérocoques, les levures et moisissures, peuvent étre a I'origine de défauts
technologiques, selon les souches en présence et leurs niveaux dans les laits et les
fromages. Nous n’aborderons dans ce chapitre que les groupes ou genres bactériens
reconnus comme spécifiquement néfastes et ne faisant pas partie des flores décrites

précédemment.
2.2.1. Les coliformes

Le terme de coliformes désigne traditionnellement un certain nombre d’espéeces
appartenant a la famille ddsnterobacteriaceaecapables de fermenter rapidement le
lactose. Ces bactéries possédent les caractéres phénotypiques suivants : ce sont des bacille:
Gram négatif, non sporulés, sans activité oxydase, aérobies ou anaérobies facultatifs,
capables de se multiplier en présence de sels biliaires et de fermenter le lactose avec
production d’acide et de gaz en 48 heures a une température de 35-37°C. Ce groupe
comprend classiquement les huit espéces suivantescherichia coli Klebsiella
pneumoniag Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacage Enterobacter aerogenes
Citrobacter freundij Citrobacter diversusCitrobacter amalonaticusLes apports de la
taxonomie génétique et numeérique ont modifié la classification des entérobactéries et
augmenté considérablement le nombre d’especes affiliées aux coliformes. Il s’agit de
nouvelles especes dans les gerEssherichia Klebsiella, Enterobacterou d’espéces

anciennement décrites, commfersinia enterocolitica, non rattachées précédemment aux
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Enterobacteriaceae, ou de nouveaux genres telsBgtteuxella, Cedecea, Leclercia,
Rahnella.

Parmi les coliformes, il faut distinguer les coliformes thermotolérants (croissance a 44°C)
ou fécaux provenant de l'intestin de 'homme et des animaux, des autres coliformes dont
les espéces sont considérées comme environnementales. Pour la majorité des espéces de
coliformes, le réservoir est aqua-tellurique d’'une part, animal et humain d’autre part. Plus
de la moitié de ces espéces, isolées de terres vierges et d’eaux d’alimentation potables
n’'ont jamais été impliquées dans des processus pathologiques.

La microflore Gram négatif représente une part importante de la population microbienne
des laits fortement contaminés (Richard, 1983). Cependant, les mesures d’hygiéne
croissante ces 20 dernieres années aboutissent a des niveaux des microflores nettement
plus bas, et en particulier pour les coliformes qui sont souvent des indicateurs d’hygiene
(en patrticulier les coliformes thermotolérants). Actuellement, en France, il est courant
d’avoir des niveaux de coliformes dans le lait inférieurs & 1000 uf¢Be@smasureet al.,

1997 ; Michelet al., 2001 ; Tormaet al., 2006). Les genres les plus fréquemment isolés
dans les laits sont les suivant&nterobacter Hafnia, Klebsiella, Serratia, Yersinia
(Saubusseet al., 2007 ; Ercoliniet al., 2009 ; Gianninet al., 2009b). Ces genres se
retrouvent également dans les fromages (Coiffier, 1992).

Lorsque les coliformes sont a des niveaux élevés dans les laits ou encore dominants, ils
sont responsables des gonflements précoces des fromages (Coiffier, 1992 ; Deetarigny

al., 1997), du fait de la production de gaz carbonique et d’hydrogene trés peu soluble dans
le lait. lls peuvent conférer un aspect spongieux au fromage (Beuvier et Feutry, 2005).
Cette production dépend des souches : seules en sont responsables celles qui synthétisent
une hydrogénelyase. Etant donnés les niveaux importants atteints dans certains fromages a
pate molle (10a 16 ufc.g?) et du fait de leur aptitude & dégrader des acides aminés, ils
présentent un intérét dans ['élaboration du godt, (Coiffier, 1992). Cependant, les
coliformes thermotolérants sont considérés comme des indicateurs de contamination
fécale, c'est-a-dire que leur présence souligne un risque potentiel de présence de
pathogenes entériques comme les salmonelles. Par ailleurs, certains sont des opportunistes
et peuvent induire des infections chez I'homme. Véhiculés dans le lait de facon
accidentelle lors de la traite, leur ingestion peut étre a lorigine d'intoxications
alimentaires. Ainsi, certaines souchefstherichia coli produisent des toxines qui
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provoquent des diarrhées. D’autres souches sont considérées comme hautement pathogenes

(E.coli O 157 : H7) et peuvent provoquer des complications rénales et hémorragiques.
2.2.2. Les Pseudomonas

Ce sont généralement des bactéries psychrotrophes, capables de se développer a 7°C ou
moins, indépendamment de leur optimum de croissance. En fait, la température minimum
d’activité métabolique des psychrotrophes est proche de -10°C. Le Bseudomonas
renferme des bacilles Gram négatif, droits ou légerement incurveés, de 0,5 a 1,0 um de
diamétre sur 1,5 a 5,0 um (ou plus) de longueur, non sporulés, tres généralement mobiles
grace a un ou plusieurs flagelles polaires, aérobies, a métabolisme strictement respiratoire,
utilisant I'oxygéne comme accepteur final d'électrons (les nitrates sont parfois utilisés
comme accepteur d'électrons ce qui permet une croissance en anaeérobiose), chimio-
organotrophes, présentant une activité catalase, et généralement une activité oxydase, non
producteurs d’indol et d'acétoine et ne se cultivant pas a un pH inférieur a 4,5.

Les analyses phylogénétiques, basées sur le séquencage des ARNr 16S, permettent de
répartir les Pseudomonassensu stricto en deux grands groupes: le "groupe de
Pseudomonas aeruginosa" et le "groupe de Pseudomonas pertucihogena

Le "groupe de Pseudomonas aeruginosa" est lui-méme subdivisé en six sous groupes :
"sous-groupe dé’>seudomonas syringge'sous-groupe dé’seudomonas chlororaphjs
"sous-groupe dseudomonas fluorescén$sous-groupe deseudomonas putida”, "sous-

groupe de Pseudomonas stutzériet "sous-groupe dePseudomonas aeruginosa.

(http://www.bacterio.cict.fr/bacdico/pp/pseudomonadditm| consulté le 2 mai 2010).

Les Pseudomonasont largement répandus dans le sol, I'eau et I'environnement. On les
retrouve souvent sur la peau des mamelles de vache (Chatelin et Richard, 1981 ;
Desmasuregt al., 1997b) et dans les installations de traite (Chatelin et Richard, 1981 ;
Laithier et al., 2004a). lls sont retrouvés tres freqguemment dans les laits crus réfrigérés
(Desmasures, 1995 ; Lericle¢ al., 2004 ; Gianninet al., 2009b ; Ercolinet al., 2009).
L’espéce la plus répandue dans les lait$efiuorescengRichard, 1981 ). Les niveaux de
Pseudomonadans les laits de vache sont variables selon les études. D’apres &liahel
(2001), le niveau moyen est de 148 ufcimans les laits prélevés dés la fin de la traite.
Pour Desmasurest al. (1997), il peut s’éléver a 1,8*16fc.mI* dans les laits réfrigérés

La production d’enzymes (protéases et lipases) thermostables peut étre responsable de

défauts de godt, notamment de I'amertume (Lemieux et Simard, 1991), ainsi que des
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~

défauts de croltage, ceci dans les technologies a pate molle, croltes lavées ou pates
lactiques. Par ailleurs certaines espéeces, notamiRsutdomonas fluorescepsoduisent

des pigments qui sont a l'origine de défauts de coloration de la surface des fromages.
Berdagueet al. (1990) rapportent, cependant, un intérét Besudomonagdans la
production d’enzymes participant a I'affinage. Demarignyle(1997) a décrit, dans ce

sens, l'action bénéfique de ces bactéries sur la présure, favorisant ainsi le métabolisme des

bactéries lactiques.
2.2.3. Les staphylocoques a coagulase positive

Ils sont principalement représentés aphylococcus aureppathogéne présent dans le

lait cru. L'origine principale de cette contamination est I'excrétiorBdaureuspar des
animaux laitiers atteints de mammites (De Buyser et Lapeyre, 1994). Cette bactérie est
responsable d’une proportion importante des mammites subcliniques et chroniques chez la
vache laitiere, comme chez les petits ruminants et d’environ un tiers des mammites
cliniques. Ces infections de longue durée sont parmi les plus difficiles a guérir par
I'antibiothérapie et sont donc fréquentes. D’autre part, la colonisation de la peau, des
muqueuses (notion de porteurs sains) et l'infection des lésions superficielles des trayons
parS. aureugonstituent également des sources de contamination du lait dont I'importance
est mal connue. L’homme ayant des plaies contaminées ou des abcés peut étre également
un vecteur, y compris en tant que porteur sain (portage nasal). Selon une étude menée par
Lamprell (2003), le biotype A humain est détecté dans moins de 3% des échantillons de
laits et de fromages analysés.

L’ingestion de toxine produite pab.aureusprovoque des troubles gastro-intestinaux
causant une déshydratation qui peut étre grave chez des sujets a risques. En France, une
étude menée en filiere caprine portant sur environ 200 producteurs fait état de niveaux tres
variables des.aureuddans les laits, selon les élevages et la saison. Les niveaux varient de
10 ufc.mi* & 1000 ufc.mt. Il est rarissisme (<0,5%) que les résultats se maintiennent au-
dda de 1000 ufc.mit (De Crémouxet al., 2008). Dans cette méme étude, la plupart des
souches isolées des chevres infectées posseéde le géne codant pour I'entérotoxine de type C.
En dépit de la fréquence élevée des souches potentiellement entérotoxinogénes, aucun des
fromages analysés n’a révélé de présence d’entérotoxines. En ce qui concerne le typage des
souches, les chevres excrétrices constituent la source majeure de contamination des

fromages. Néanmoins, d’'autres sources de contamination existent (portage cutané des
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mamelles, biofilms présents dans l'installation de traite et exeptionnellement le portage
humain). De plus, cette étude a permis de mettre en évidence la présence de laits
inhibiteurs desS.aureus(limitation de la croissance dé&aureusd’environ une a trois

unité logarithmiques). L'étude des écosystemes microbiens a permis de proposer
I'hypothese de lintervention de certains lactocoques dans I'expression du potentiel
inhibiteur des laits. La production de peroxyde d’hydrogéne par certaines souches de
lactocoques permettrait I'activation du systéme lactoperoxydase.

En lait de vache, les niveaux 8eaureussont similaires a ceux des laits de chévres.Ainsi,
Michel et al. (2001) font état d’un niveau moyen Sgureusde 112 ufc .mt, dans des

laits de vache des élevages de Savoie.

La norme Européenne pour les fromages au lait cru impose de rechercher la toxine
staphylococcique lorsque le niveau deaureus dépasse fOufc.g' de fromages
(Reglement Européen 2073 / 2005).

2.2.4. Les autres bactéries pathogenes

Il existe d’autres bactéries pathogenes tellesteria monocytogenesSalmonella, et
certaines soucheskkcherichia colique I'on peut rencontrer de maniere accidentelle dans

le lait (Sanaa, 1993 ; Heuchatlal, 2001 ; Raynaud et Heuchel, 2005). Ces deux dernieres
provoguent les mémes symptémes §t@phylococcus aureualors que la premiere peut
provoquer la listériose, a I'origine d’avortements et de troubles nerveux. Cette maladie
touche également les nouveau-nés ainsi que les adultes immunodéprimés chez qui elle peut
se manifester, a l'extréme, par des septicémies ou des méningites. Cependant, en
production fermiére de caillés lactiques, le risque de développemenhistgia et

Salmonella est tres faible deés lors que le pH du caillé est inférieur a 4,5.

48



Chapitre | — Eléments bibliographiques et problématique

Tableau 8 : Niveaux moyens de flores totales, de coliformes et de staphylocoques a
coagulase positive dans les laits pour différents pays méditerranéens (Mbajan
2003)

Flore totale Coliformes Staphylocoques a
(ufc.mr?) (ufc.mr®) Coagulase Positive
(ufc.mr?)
France 1,1.10 1,4.16 2,75.10
Portugal 4,0.10 2,5.10 7,6.10
Gréce 3,6.10 1,8.10 1,7.10

Tableau 9: Ordre de grandeur moyens (ufé)mde quelques groupes microbiens
couramment dénombrés dans les laits crus de vache, chevre et brebis d'aprés

Desmasures et Beuvier (2010)

Groupes microbiens dénombrés | Lait de vache Lait de chevrg Lait de brebig
(1) (2) 3)

Stapf'Y'Ocoq”es, et . 1100-1000 1000 100-1000
actéries corynéformes aérobies

Lactocoques 10-100 100-1000 10000

Lactobacilles 10-100 100 1000-10000

Leuconostocs 10-100 100-1000 10000-10000d

Entérocoques 10-100 100-1000 10

Bactéries propioniques 10 - -

Bactéries a Gram négatif 100-1000

-dont Entérobactéries 10

-dont Pseudomonas sp 100-1000 10-100

Levures 10-100 10-100

Moisissures <10 <10

Spores aérobies <10

Bactéries coliformes <10 100

" Desmasurest al 1997 ; Michel et al2001 ; Mallet et al, 2010
@ Barral et aJ 2008 ; Casalta et a2009 ; Tormo et al2006 ; Larruhat, 2009

) Casalta et al2009 ; Feutret

al, 2010

49



Chapitre | — EIéments bibliographiques et problématique

3 - IMPORTANCE ET DIVERSITE DES MICROFLORES DES LAITS CRUS

3.1. La microflore totale

Les niveaux de microflores totales ou FMAR (Flore Mésophile Aérobie Revivifiable)
apparaissent trés variables selon les difféerentes études, issus de pays différents. Cette
variabilité peut étre attribuée en partie aux conditions de production et aux conditions
climatiques qui different selon les régions. Si dans les années 1990, un lait était considéré
en France comme ultra-propre en deca de 5'@ftml™, une grande partie de ces laits
‘pauci-microbiens’ (trés peu chargés et ultra-propres), présentent de nos jours des niveaux
de flore totale inférieurs & 5.1@fc.ml-1 (Desmasurest al., 1997 ; Michelet al., 2001 ;

Bouton etal, 2005 ; Malletet al., 2010). En lait de vache, 49 espéces bacteriennes
environnementales ont été identifiees (Bowtbal., 2007 ; Normand el., 2007). Morgan

et al. (2003), dans une étude comparative des laits crus de chevres récoltés en France, en
Grece et au Portugal, ont mis en évidence de grandes différences entre les niveaux de
flores. Les laits des troupeaux francais sont nettement moins chargés en flore totale,

coliformes et staphylocoques a coagulase positive (tableau 8).

3.2. Les microflores d’intéréts technologiques et les microflores

d’altération

La nature des microflores du lait est un élément déterminant de la richesse aromatique des
fromages au lait cru (Bouton, 2005). Parmi les grands groupes microbiens dénombrés dans
les laits crus, les staphylocoques et les bactéries corynéformes ainsi que les bactéries
lactiqgues sont systématiquement mis en évidence (Casalta 2009 ; Desmasures al.,

1997a ; Michelet al., 2001 ; Ercolinet al., 2009 ; Gianniniet al., 2009 b; Malleét al,

2010). Le niveau de lactocoques dans les laits est tres variable selon les pays. Citons a titre
d’exemple, I'étude menée par Alonso-Callejaal. (2002) ou les niveaux de lactocoques,

trés élevés, étaient similaires a la flore totale (de I'ordre deufOml*). L'ordre de
grandeur moyen de quelques groupes microbiens couramment dénombrés dans les laits en

France est reporté dans le tableau 9.
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Tableau 10 : Inventaire de la diversité des genres de bactéries et levures dans des laits
crus de vache et de chévre

Groupes microbiens Lait de vache Lait de chévré
Bactéries lactiques Aerococcus Enterococcus| Enterococcus
Lactobacillus Lactococcus| Lactobacillus, Lactococcus
LeuconostocStreptococcus| Leuconostogc Streptococcug
Pediococcus
Staphylocoques et bactérigarthrobacter Arthrobacter
corynéformes Brachybacterium
Brevibacterium
Clavibacter
Corynébacterium CorynebacteriumDietza
Kocuria, JeotgalicoccusKocuria,
Macrocccus Macroccus
Microbacterium Microbacterium Microccus
LeucobacterLeifsonia, OrnithinococcusRothia,
Rothia, Renibacterium| Salinicoccus
Rodococcus Staphylococcus
Staphylococcus
Levures Candida, Cryptococcuys Candida, Cryptococcuys
Geotrichum Issatchenkia, | Debaromyces
Kazachstania, Kluyveromyces
Kluyveromyces
Pichia, Rhodotorula, Trichosporon
Trichoderma, Trichosporon
Bactéries sporulantes Bacillus Bacillus
(dont butyriques) Brevibacillus Clostridium | Clostridium
Entérobacteries Citrobacter, Enterobacter| Citrobacter, Enterobactey
(dont coliformes) Hafnia, Klebsiella, Serratia,| Klebsiella, Pantoea
Yersinia, Pantoea
Autres bactéries a GrajmAcinetobacter Acinetobacter
négatif Brevundimonas ChryseobacteriunDelfia,
(dont psychrotrophes) Chryseobacterium ExigobacteriumHahellg
Moraxella, Pseudomonas
ComamonasPseudomonas| Stenotrophomonas
Psychrobacter
Sphingobacterium
Stenotrophomonas
Xanthomonas

L Ercolini etal., 2009 : Giannino eal., 2009a,b ; Mallet eal., 2010 ; Saubusse at.,
2007
2: Callon et al, 2007 ; Cheriguenet al,, 2007
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Globalement, en France, les microflores d’intéréts technologiques sont a des niveaux plus
élevés que les microflores d’altérations. Les coliformes peuvent ainsi étre détectés a des
niveaux (en moyenne) 10 fois plus faibles que ceux des microflores d’intéréts
technologiques (Michelet al., 2001 ; Tormoet al, 2006). Cette tendance dépend
cependant des élevages, et Mickehl. (2001) soulignent I'importance des pratiques de

production du lait sur les niveaux des différentes microflores.

3.3. Diversité des microorganismes du lait

Il existe peu de travaux récents consacrés a un inventaire de la diversité microbienne des
laits crus. Le peu de données publiées portent sur le lait de vache et secondairement celui
de chévre (tableaux 10 et 11). Une quarantaine de genres microbiens et prés de 150 especes
différentes dans des laits prélevés dans douze exploitations bovines en Normandie ont été
identifies par Malletet al. (2010). Calloret al. (2007) ont mis en évidence pres de

40 especes microbiennes dans des laits de chevre prélevés dans une exploitation en Rhoéne
Alpes. En Italie, une quinzaine d’especes microbiennes ont été détectées dans des laits de
vache (Ercolini et al., 2009 ; Giannino et al., 2009a, 2009b).

Au sein du groupe des bactéries lactiques, 23 especes ont été détectées dans les laits
(tableau 11). Dalmasso (2008) s’est interessée a I'évolution des populations de bactéries
lactiques (lactocoques, lactobacillésuconostog et entérocoques) dans du lait cru de
vache d’une exploitation, prélevé pendant 12 jours successifs. L’étude de la diversité infra-
spécifigue delLactococcus lactisa révélé 11 groupes de souches distincts, dont 2

représentés de facon permanente (Dalmasso 2088).

3.4. Effet de la saison sur les niveaux de microflores des laits

Les niveaux de flores présentent souvent de fortes variabilités au sein d’'une exploitation,
expliquées en partie par l'effet de la saison. Ce concept superpose l'effet du cycle
temporel, avec des variations extrinseques des températures et des durées du jour, ainsi que
I'effet du stade de lactation. Cependant, les pratiques peuvent étre différentes selon les

saisons, rendant difficiles la distinction des impacts respectifs.
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Tableau 11 : Biodiversité spécifique des bactéries lactiques dans des laits crus de
vache, chevre, brebis d’'aprés (1): Bouwmnal.,, 2006 ; Dalmasset al., 2008 ;
Rasolofoet al., 2010 (2) : Badist al., 2003 ; Calloret al., 2007 (3) : Caridet al.,

2003 ; Feutry et al., 2010.

Espéces Laitde | Laitde | Laitde
vache | chevre | Brebis

(€h) 2 (3)

L.lactis ssp lactis, + + +

L.lactis ssp cremoris

Lactococcus garviae + +

Enterococcus faecalis + + +

E.durans + +

E.faecium + +

E.hirae +

E. saccharominimus +

Lb. plantarum + + +

Lb. paraplantarum + + +

Lb. rhamnosus +

Lb. helveticus + +

Lb. delbrueckiissp lactis +

Lb.  delbrueckii ssp +

bulgaricus

Lb. brevis + +

Lb.casel +

Lb.paracasei +

ssp.paracasei

Lb. animalis +

Lb. curvatus +

Ln mesenteroides + + +

Ln pseudomesenteroides  + +

Ln lactis +

Ln citreum +
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Ainsi, Kalogridou-Vassiliadoet al. (1991) ont observé des augmentations des niveaux de
staphylocoques, microcoques et streptocoques dans des laits de chevre durant les mois de
mai, juin et juillet. De méme, dans une étude portant sur le lait cru de brebis, Sadtneron

al. (2002) ont montré l'existence de variations saisonniéres dans dix groupes de
microorganismes, avec des niveaux globalement plus élevés au printemps. Delgado-
pertifezet al. (2003) ont étudié les niveaux de flore totale de lait de chévre sur une
lactation. Les niveaux les plus élevés de flore totale ont été enregistrés durant les mois de
janvier et avril, alors que les plus bas niveaux étaient enregistrés en juillet contrairement a
la majorité des études menées en lait

de vache. Cependant, Boutenh al. (2005), dans une étude sur les laits utilisés pour la
fabrication du Comté, ont mis en évidence des variations saisonnieres des niveaux de
bactéries d’intérét technologiques et de bactéries psychrotrophes.

lls apparaissent deux fois plus élevés en été qu’en hiver, hormis pour les microcoques

(tableau 12 ci dessous).

Tableau 12 : Variations saisonnieres de quelques groupes microbiens des laits de vache
(Bouton et al., 2005)

N=107 laits Moyennes estivales Moyennes hivernales
(ufc.mr? (ufc.mr®

Bactéries psychrotrophes 1,17.16 Environ 5,5.16

Entérocoques 25 Environ 12

Bactéries propioniques 35 Environ 17

Lactobacilles hétérofermentaire$ 55 Environ 27

facultatifs (Lbll)

Microcoques Environ 7,0.16 1,42.16

Ces niveaux plus hauts de bactéries psychrotrophiegdgalement été retrouvés dans une
étude portant sur I'analyse des laits issus de 1943 exploitations (Raghaugd 2005).

Dans cette méme étude, les coliformes, considérés comme une flore d’altération, sont
également plus élevés en été.

Vyleteloyaet al. (2000) ont également montré I'existence de variations saisonniéres des
niveaux de bactéries psychrotrophes et mésophiles présentes dans le lait réfrigéré. Les
bactéries psychrotrophes ont les niveaux les plus élevés en fin d'été, début d’automne,
alors gque les niveaux les plus bas sont enregistrés entre I'hiver et le printemps (février,
avril et juin). Les bactéries mésophiles atteignent des niveaux les plus hauts en mars, puis

en milieu d'été (juillet et aolt), alors qu’elles présentent leurs plus faibles niveaux en juin,
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puis en fin d’automne (tableau 13). Les variations existantes ont par ailleurs été corrélées a

la zone de production.

Tableau 13 : Variations saisonnieres des bactéries mésophiles et psychrotrophes des laits
crus de vache (Vyleteloya et al., 2000)

Bactéries mésophiles Bactéries psychrotrophes
Niveaux Mars Juillet - Aodt Juillet Septembre - Octobr¢
plus élevés )
(ufc.mr?) 41000 39000 6700 6200- 5700
Niveaux Juin Octobre-Novembre Février Auvril Juin
plus faibles 26700 26200 - 23300 4600 2740 450(

4 - LES RESERVOIRS DE MICROFLORES DES LAITS CRUS

Le lait intra mammaire étant stérile, I'origine des flores des laits crus a longtemps été
I'objet d’interrogations. Une réponse plausible étant [I'enrichissement naturel en
microorganismes entre la sortie de la mamelle et la réception du lait. Parallelement, il
existe d’autres réservoirs de bactéries : ce sont les litieres, les feces, les fourrages, le sol,
'eau, les matériaux de fabrication fromagere et les batiments. Micladl (2005) ont
expliqué que certains groupes microbiens du lait cru avait diverses origines, notamment les

trayons des animaux, le matériel de traite et I'environnement.

4..1 Les trayons

Les données les plus nombreuses sur les microorganismes présents a la surface des trayon:s
avant préparation concernent la vache laitiere. La peau des trayons a d'abord été étudiee
comme vecteur principal de contamination en microflores d’altération dans les années 80
(Chatelin et Richard, 1981 ; Piton et Richard, 1982). Le niveau de microflore des laits était
nettement plus élevé qu’actuellement (niveaux moyens de l'ordre de 500 000 germes
totaux.mi*) et il était nécessaire a I'époque de réduire la charge microbienne pour limiter
les problémes sanitaires et technologiques retrouvés dans les fromageries.

Ces quinze dernieres années, les études menées plus particulierement en France portent sul
une plus grande connaissance de I'ensemble des microorganismes de la peau des trayons,

microflores d’intérét, d’altérations ou pathogénes. Les travaux de Bettn (2005), de
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Michel et al. (2001 ; 2005) réalisés sur des élevages bovins montrent qu’il existe une
grande variété de groupes microbiens présents en surface des trayons (9 groupes
microbiens détectés sur 11 recherchés d’apres Mathal., 2005) et que les microflores
d’intéréts fromagers sont largement dominantes. Leurs niveaux peuvent étre 100 fois
supérieurs aux microflores d’altération (Micletlal., 2005). Dans cette méme étude, les
microflores acidifiantes mésophiles ainsi que les microflores de surface sont présentes sur
tous les trayons & des niveaux de I'ordre d®&Q0d ufc par unité de surface de trayon.

Les microflores d’altération sont également présentes, mais a des niveaux moindres. Les
Pseudomonasont détectés dans 92% des échantillons a des niveaux moyens de l'ordre de
10" ufc par unité de surface de trayon. Les coliformes sont détectés dans 95% des
échantillons & des niveaux compris entré @010 ufc par unité de surface de trayon. Les
microorganismes potentiellement pathogénes que sont les staphylocoques a coagulase
positive font partie des microflores minoritaires : leur présence n’est détectée que dans
deux tiers des prélévements et & des niveaux inférieur§ afd6urface de trayons. Ce

faible niveau est a considérer cependant avec prudence, les trayons analysés étant tous
sains et exempts de blessures ou de boutons.

Des travaux plus récents (Monsalligr al., 2009) vont dans le méme sens que ceux de
Michel et al. (2005) dans la hiérarchisation des groupes de microflores (intéréts,
altérations, pathogenes). Dans cette derniere étude, les microflores de surface et d’affinage
sont a des niveaux proches de celui de la flore totale. Les microflores lactiques ne seraient
que sous-dominantes et constituées principalement par les entérocoques. L'étude de
Desmasureset al. (1997b) corrobore la sous-dominance dRseudomonaset des
microflores acidifiantes comme Lactococcus lactis

Contrairement aux études antérieures, &ikhl (2006) ont montré une grande diversité de
microorganismes dans le canal du trayon des vaches laitieres, 45 especes ont été
répertoriées. Parmi 80 clones, 20 appartiennent sont des staphylocoques, dont les

staphylocoques a coagulase négative.
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niveau des entérocoques en surface des trayons

10 000

niveau des entérocoques dans la litiere (ufc/surface de 2 trayons)

Figure 2 : Corrélation entre les niveaux d’entérocoques en surface des trayons et dans les
litieres (Joandel, 2007)
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4.1.1. Facteurs de variabilité des microflores en surface des trayons

La nature de la litiére

Le contact entre la litiere et les trayons a, biererhd, un impact sur la microflore
présente a la surface des trayons (Remtlas., 1975 ; Zdanowicet al., 2004). Une étude

menée par le GIS Alpes du Nord (2009) fait état de corrélations entre les niveaux de
certains groupes microbiens présents dans les litieres et leurs niveaux a la surface des
trayons (flore mésophile aérobie revivifiable, flore acidifiante mésophile, entérocoques,
levures). D’autre part, Boutast al.(2007) ont isolé des especes de lactobacilles communes
aux trayons et a la paille utilisée comme litiere ou comme aliment.

La nature de la litiere peut influer sur la nature et le niveau des microflores a la surface des
trayons. Zdanowicet al. (2004) ont montré I'existence d’'une corrélation entre le niveau

de coliformes sur les trayons et dans une litiere constituée de sable ou de sciure. Les
niveaux élevés de toutes les microflores dénombrées dans le cadre de cette étude
(coliformes, streptocoqueK]ebsiella) sur les trayons sont corrélés avec une litiere faite de
sciure. Ainsi, les niveaux de coliformes sur les trayons étaient dix fois supérieurs chez les
vaches hébergées sur des litieres constituées de sciure que sur des litieres constituées de
sable. Les litieres a base de sciure semblent favoriser la contamination en microorganismes
des surfaces des trayons par comparaison avec les litieres a base de paille ou de copeaux.
Ces resultats vont dans le sens de ceux obtenus par Micle(2005). Ainsi, le lien entre

les niveaux d’entérocoques en surface des trayons et la nature des litieres est beaucoup plus
important avec des litieres a base de sciure gu’avec des litieres a base de paille (figure 2).
Ce résultat pourrait s’expliquer par le fait que I'adhésion de la sciure a la surface des
trayons est plus facile que pour la paille ou les copeaux.

Il n'existe pas, a notre connaissance, d'études publiées portant sur le degré de souillure des
litieres et les microflores de la surface des trayons.

Les pratiques autour de la traite

Dans I'espece bovine, les facteurs influencant lesroflores présentes a la surface des
trayons sont essentiellement liés aux pratiques autour de la traite (Piton et Richard, 1982 ;
Michel et al., 2001 ; Boutoret al., 2005 ; Michelet al., 2005). Les études les plus
anciennes portent sur la réduction de la quantité des microorganismes véhiculés par la peau

des mamelles. Une hygiéne soignée des mamelles (lavette propre additionnée de détergent,
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rincage a I'eau de javel et essuyage) permet de réduire de facteurs 100 a 1000 la microflore
des trayons (Piton et Richard, 1982).

Plus récemment, les travaux menés par Miaiehl. (2001 ; 2005) ont montré que la
majorité des laits ayant des niveaux de microflores é€levés et des niveaux de
staphylocoques a coagulase positive faibles sont issus de laits provenant d’élevages ou les
pratiques d’hygiene des trayons sont allégées: pas de nettoyage des mamelles, ou
nettoyage a sec, ou encore un nettoyage collectif. A l'inverse, I'emploi de produits
désinfectants dans la préparation des trayons réduit d’'un facteur 100 et plus, le nombre de

microorganismes a la surface des trayons.

4.2. L’'environnement des animaux

Les litiéres

Différents matériaux comme la paille, la sciure,depeaux de bois ou le papier, peuvent

étre utilisés comme litiere. Comme nous l'avons indiqué précédemment, des différences de
concentration microbienne ont été mises en évidence selon la nature de la litiere. Ainsi,
Rendoset al. (1975) ont montré que la paille présentait des niveaux en streptocoques et en
staphylocoques 10 a 100 fois plus élevés que ceux dénombrés sur la sciure ou les copeaux
de bois. Les niveaux de coliformes sont supérieurs pour la sciure a ceux des copeaux de
bois et de la paille (tableau 14). La source des microorganismes est mal définie. Ces
microorganismes peuvent provenir des matériaux utilisés comme litiere ou d’autres sources

de contamination comme les déjections ou la peau des animaux.
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Tableau 14 : Répartition des microorganismes dans les litieresuft.des trayons de

vaches (ufc/trayon) aprés 1 a 3 semaines d'utilisation des litieres (Rendos et al., 1975)

Sciure Copeaux de bois Paille
3
5 Litieres 5,2.10 6,6.10° 3,1.10°
()
(O]
£
S Trayons 127 12 8
Ie)
O
& | Litieres 5, 3.10 1,1.10 8,6.16
5 O
o 2
‘g @ Trayons 2064 717 383
= c
h S
s O Litieres 2,2.18 3,1.16 4,9.10
o
o
(&) (&)
(@] =
= ©
= E Trayons 9064 7218 1366
S O
h_ S
Litieres : n=9 ; Trayons : n=270 SCN : Staphylocoques a coagulase négative
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D'aprés Rebouxet al. (2001), la paille renferme entre*16t 10 logy ufc.g® de
moisissures et d’actinomycétes. Parmi les 27 espéces de moisissures recensées par ces
auteurs, Absidia corymbifera, Eurotium amstelodami Wallemia sebi Aspergillus
fumigatus et Aspergillus nidulansconstituent les 5 especes les plus représentées avec
quatre espéces de lactobacilles hétérofermentaires facultad®lpacillus coryniformis

L. curvatus L. paraplantarumetL. plantarun). Comme on peut le constater, certaines de

ces especes ne sont pas majoritairement retrouvées au niveau des laits et fromages
(notamment les moisissures), démontrant un tropisme particulier de certains
microorganismes de I'environnement.

Les résultats de Ménaset al. (2004) indiquent que la contamination de la litiere paillée,
aprés utilisation, est supérieure a celle des bouses. Ceci suppose le développement
microbien en surface des aires paillées, notamment pendant les douze premieres heures de
paillage. Il semble donc qu'un paillage biquotidien soit a privilégier pour limiter le
développement des microflores d’altération ou potentiellement pathogenes.

Ainsi, les niveaux des populations en coliformes, streptocoques (dont entérocoques) et
staphylocoques augmentent avec des taux pouvant aller de fOsaldi® les matériaux

utilisés et les microorganismes (Renaasal., 1975 ; Ménareét al., 2004 ; Zdanowicet

al., 2004).

Les substrats d’alimentation

Tout comme la paille, le foin contient des populagide moisissures et d’actinomycetes
comprises entre f@t 10 ufc.g-1 (Rebouxet al., 2001). Les espéces majoritaires sont
celles rencontrées dans la paille. Le niveau moyen des bactéries se situe autdur de 10
ufc.g'. On trouve essentiellement des bacilles Gram positif appartenant aux genres
Bacillus et Corynebacteriumainsi que des coques Gram positif. Parmi la microflore Gram
positive, des lactobacilles hétérofermentaires facultatifarfiylovorusL. coryniformis L.
curvatus L. johnsonii L. paracasei L. paraplantarum L. plantarun) et des bactéries
propioniques R. freudenreichli ont été détectés (Boutoet al., 2007 ; Bouton,
communication personnelle).

Dans les prairies de Normandie, des niveaux importarfeseiedomona6L®® & 16 ufc.g-

! de végétaux) et d’entérobactéries’(a0L0 ufc.g* végétaux) ont été retrouvés. Parmi les
microflores d'intéréts, les bactéries corynéformes’ 100 ufc.g?) ainsi que des levures

(10* & 1¢ ufc.g?) étaient bien représentées, alors que les bactéries lactiques I'étaient
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moins. Seul, le génotypeactococcus lactisubsp. lactisa été retrouvé sur les végeétaux.
Bouton et al. (2007) ont détecté plusieurs especes de lactobadillepafacasei L.
plantarum, L. paraplantarum dans des échantillons d’herbe et de betterave fourragere

apres stockage.

L’air et la poussiére

L’air peut étre un vecteur potentiel des flores disrés et ensemencer le lait pendant la
traite.

Dans les étables de vaches laitieres, c’est la flore fongique ainsi que les actinomycetes qui
dominent. Les niveaux des populations varient entfeetl@® ufc.m?® d'air (Rebouxet

al., 2001 ; Sudreet al., 2009). Les principaux genres recensés Bamtium, Wallemia,
Aspergillus Penicillium, Absidia etMucor. Des levures pigmentéeRHodotorula) et non
pigmentées (Candida sppCryptococcusspp., etDebaryomycespp.) ont également été
retrouvées dans l'air des étables.

Des bactéries se retrouvent également dans I'air, mais a des niveaux moindres (niveau de
la microflore aérobie revivifiable de 10ufc.m® en moyenne). Ces bactéries sont
majoritairement des bactéries Gram positif (75 a 90%). Les bacilles Gram négatif sont
sous-dominants (10 a 25%). Les espéces appartenant aux &§empbylococcusspp,
Corynebacteriumspp., Bacillus spp. représentent plus de 70% des especes recensées
(Normandet al., 2009, Sudret al., 2009). Parmi les diverses bactéries identifiees dans
I'air ou la poussiére sédimentée, nombreuses sont celles retrouvées a la surface des
fromages :Staphylococcus equoryr8. xylosusBrachybacteriunspp., Corynebacterium

spp., Curtobacteriumspp. (Denis et Desmasures, 2005 ; Normaindl., 2009 ; Sudret

al., 2009).

Pratiques influencant les populations microbiennes de l'environnement des
animaux

L’entretien de la litiere a une influence sur le aivedes microflores. Ainsi, Ménagl al.

(2004) ont montré qu’un paillage biquotidien comparé a un paillage quotidien diminuait le
niveau de contamination dé&scoli et des entérocoques a la surface des litieres. Pour des
densités animales moyennes, l'utilisation de produits asséchants des litieres comme la
bentonite (0,5kg.f), associée & un renouvellement des litiéres toutes les 4 semaines,
diviserait en moyenne par 3 la teneur en germes totaux et les flores dites d’altérations

(levures et moisissures, psychrotrophes) des laits crus €éal., 2002). Ceci est
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eégalement valable pour les fromages associés, les aptitudes technologiques des laits étant
également améliorées.

Albenzioet al. (2005) ont montré qu’une augmentation du taux de renouvellement d’air de
'aire de couchage des animaux diminuait significativement le niveau de flores
d'altérations des laits : le passage d'un taux de renouvellement dé.i8ban70 m.h*

pemet d’obtenir des niveaux de flores d'altérations (coliformes et psychrotrophes) 10 a
100 fois inférieurs.

La composition de I'air varie en fonction des différents substrats manipulés. Ainsi, il a été
observé une augmentation du nombre des moisissures et des actinomycetes dans l'air au
moment de la distribution de foin (Reboek al, 2006, Sudreet al., 2009). Par contre,

aucun lien entre la flore bactérienne aérobie mésophile de lair et les pratiques
d’affouragement n’a été constaté (Sudteal., 2009). Le foin ne semble donc pas étre la
source majeure de bactéries.

La bibliographie montre que la nature de la litiere, son entretien ainsi que le
renouvellement d’air de l'aire de couchage influencent les niveaux des microflores des
laits. D’autre part, des études ont pu mettre en évidence quelques souches identiques dans
I'environnement des animaux (substrats d’alimentation, poussiéres, bouses) et dans le lait
(Denis et Desmasures, 2005 ; Bouteinal., 2007 ; Kagkliet al., 2007). Ces données
renforcent I'hypothéese que I'environnement des animaux est une source d’ensemencement
en microorganismes des laits. Cependant, d’autres études nécessitent d’étre menées afin de
préciser les especes microbiennes concernées, leur mode éventuel de transfert vers le lait,
leur tropisme pour le lait (toutes ne s’y installent pas) et I'enchainement des pratiques

influengant ce transfert.

4.3. La machine a traire

4.3.1. Les microorganismes mobilisés au niveau de la machine a

traire

Des corrélations ont pu étre établies entre les niveaux de flore totale, et certains
microorganismes des laits de traite et des laits stériles ayant circulé dans la machine a traire
dans des exploitations caprines (Laitreeml., 2004a). D’autre part, une étude réalisée en
Franche-Comté sur 16 fermes bovines, a permis de mettre en évidence des souches

identiques dans le lait et dans les manchons de la machine a traire (BoatqQr2007).
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Cette transmission est liée a une contamination des certaines parties de la machine a traire,
avec notamment formation de biofilln€eux-ci constituent alors un réservoir permanent

de microorganismes qui peuvent se détacher et ensemencer le lait. Selon les techniques de
nettoyage, l'occurrence de ces biofilms est plus ou moins importante. La nature des
microflores qui le composent peut également varier en fonction des pratiques de nettoyage
(Laithier et al., 2005b).

Les études publiées sur I'impact du nettoyage de la machine a traire sur la composition
microbienne des laits sont peu nombreuses ou datent de plus de vingt années.

Plus récemment, deux études ont été menées I'une portant sur les laits de vachee{Michel
al., 2005), l'autre sur les laits de chévre (Laitlgerl., 2005a, Laithier et al., 2005b). Dans

les exploitations bovines de Savoie, les groupes microbiens mobilisés par rincage de la
machine a traire ne sont pas trés diversifiés. Sur les 12 groupes microbiens recherchés,
seuls 4 ont été isolés et avec des niveaux relativement faibles (< 100 udtea) dans
80%des cas. De plus, les coliformes et Pseudomongsété retrouves dans la majorité des

cas a des niveaux similaires a ceux des microflores d’'intérét technologique. Dans certains
cas, une mobilisation importante de germes (plus de 1000 fois supérieure aux niveaux
moyens) a été observée, démontrant un risque de relargage ponctuel plus important et non
maitrisé. Les deéfauts d’entretien et/ou de lavage du matériel ont été incriminés.
Parallelement, une étude réalisée sur 16 fermes de Franche-Comté (&oator2007)

fait état d’'un réservoir potentiel de lactobacilles hétérofermentaires facultatifs (microflore
d’affinage) dans la machine a traire.

En élevage caprin, les résultats sont plus nuancés. La diversité des groupes microbiens
mobilisés par passage de lait UHT dans la machine a traire est plus importante que pour
I'étude menée avec du lait de vache. Les microflores utiles (flore acidifiante, microcoques
et corynébactéries) sont majoritaires, avec néanmoins une dominance des entérocoques
(typage phénotypique). Cependant, les microflores d’altérations et les staphylocoques a
coagulase positive sont d’'autant plus présents que le niveau de la flore totale est élevé
(fig. 3). Il est probable que ces différences de résultats entre les études menées en bovin et
caprin soient liées en partie aux méthodes de prélévements des biofilms qui different :
passage d’eau stérile dans la machine a traire (bovin) et de lait UHT pour les études

menées en caprin.

1|l s'agit de communautés microbiennes immobilisées sur une surface et souvent enfouies dans une matrice
de polyméres extracellulaires (Carpentier et Cerf, 1993)
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Figure n° 3 : Dénombrements effectués sur les laits UHT a la sortie de la machine a traire

d’élevages caprins d’aprés Laithitral. (2005a)FMAR : Flore Mésophile Aérobie Revivifiable
FAM : Flore Acidifiante Mésophile

Laithier et al. (2005a) se sont également intéressés a la diversité des microorganismes
rencontrés a différents niveaux de la machine a traire. La composition microbienne des
biofilms varie selon que les prélevements sont effectués au niveau des manchons, du bocal
de réception du lait, du lactoduc ou de la vanne du tank et selon les matériaux (caoutchouc,
verre). Les zones peu accessibles au nettoyage, comme par exemple la vanne du tank de
stockage du lait, ont des biofilms dont les niveaux de microflores (d’intérét comme
d’altération) sont élevés. Le transfert du lactoduc peut également étre chargé en
microflores. En revanche, les bocaux de réception du lait en verre sont peu chargés en
microflores.

La nature des manchons influe sur le niveau de microflores. Ainsi, les manchons en
silicone présentent des niveaux tres bas avec une diversité moindre (microflore acidifiante

meésophile et Pseudomonagn détectes).

4.3.2. Facteurs influencant la formation de biofilms au niveau de la

machine a traire

La conception de la machine a traire peut avoir une influence sur les niveaux et la nature
des microorganismes formant un biofilm dans la machine a traire. Ainsi, Mathadl

(2001) ont montré qu’une installation de traite comprenant de grandes longueurs de
canalisations (supérieures a 12 m) risque d’apporter un plus grand nombre de germes dans
le lait. Le risque d’inefficacité des traitements de nettoyage et de désinfection augmente
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avec la surface de contact, et donc de contamination, les niches microbiennes (zones les
moins accessibles) étant plus nombreuses.

La nature des matériaux a également son importance. Ainsi, les surfaces non poreuses,
comme l'inox et le verre, ou plus hydrophobes (verre) sont moins favorables au
développement des biofilms (Laithier et al., 2005a).

Des imperfections dans le nettoyage et I'entretien des machines a traire sont encore
rencontrés actuellement. Dans plus de 25% de I'ensemble des suivis réalisés sur 30
exploitations bovines, le rincage de la machine a traire se traduit par une mobilisation
importante des microorganismes (1000 fois plus qu’en moyenne) de la machine a traire
(Michel et al., 2005 ).

D’'une maniére générale, lorsque le nettoyage de la machine a traire est strict (températures
de nettoyage élevées au dela des recommandations du Comité Francais Interprofessionnel
pour les techniques de production du lait), les laits sont peu chargés en microorganismes
(Michel et al., 2001). L’alternance systématique de produits de nettoyage acide et basique
réduit le pouvoir contaminant de la machine a traire, mais tend par ailleurs & donner des
laits plus riches en coliformes et ®seudomonagChatelin et Richard, 1983 ; Michet

al., 2001). Ces derniéres observations soulignent I'importance de maintenir un équilibre
dans les flores présentes et de ne pas provoquer, par une hygiene trop pousseée, la
prolifération de microorganismes a risques.

L’influence des techniques de nettoyage de la machine sur les microorganismes du lait a
conduit Laithier et al. (2005a) a rechercher des méthodes de nettoyage favorisant
I'installation dans la machine a traire de biofilms composés majoritairement de microflores
d’intéréts technologiques. Parmi les différentes méthodes testées, I'emploi d’un détergent
alcalin additionné de sulfate de sodium {8I@;) en petite quantité (0,05%) donne des
résultats plutbt intéressants en laboratoire. Cependant, lorsque cette formulation est
appliguée en élevage, les résultats sont plus mitigés. En effet, bien que l'aptitude a
I'acidification des laits de traite soit améliorée, le développemeRsdadomonadans les

biofiims a été mis en évidence dans certains cas. Il faut donc considérer que la
contamination d’'une machine a traire est spécifique de I'ensemble des pratiques de
I'élevage, et non pas d’'une seule comme le nettoyage de la machine a traire par exemple

conduisant a I'installation d’un biofilm spécifique.

66



Chapitre | — Eléments bibliographiques et problématique

5 - INFLUENCE DE COMBINAISONS DE PRATIQUES SUR LA COMPOSITION

MICROBIENNE DES LAITS

Comme développé précédemment, plusieurs facteurs d’exploitation sont susceptibles de
modifier quantitativement et qualitativement la flore naturelle du lait. Cependant,
considérer ces facteurs séparément présente peu d’intérét et il semble plus judicieux de se
replacer dans une logique d’élevage et de s’intéresser aux « combinaisons de pratiques »
pouvant avoir une influence sur la composition microbienne des laits.

Peu d’études ont été menées a ce sujet et le présent travail s’appuie principalement sur les
résultats obtenus par Michet al. (2005) et Verdier-Metzt al. (2009) dans une étude
portant sur des élevages bovins de Savoie et de Haute Savoie.

En production laitiere bovine, la structure de I'exploitation (type de batiment, matériels de
traite) ne semble pas avoir d'impact sur la qualité microbiologique des laits. Il est possible
de produire des laits riches en flore totale et a faible niveau de staphylocoques
potentiellement pathogenes, dans tous les types de structure, stabulation avec salle de traite
ou étable entravée avec lactoduc (Mickekl., 2001). Il y a également peu de relation
entre la taille du troupeau et la composition en microorganismes du lait (Jayaabp

2004). Mais ceci est moins vrai en production laitiere caprine ou la taille des troupeaux
peut varier considérablement, conditionnant ainsi les conduites d’élevage et les conditions

de production.

5.1. Combinaisons de pratiques et importance des groupes

microbiens

En Savoie et en Haute-Savoie, 90 exploitations bovines ont fait I'objet d'un suivi (relevé
des pratiques d’élevage et analyses microbiologiques des laits). Quatre combinaisons de
pratigues ont été mises en évidence et peuvent étre qualifiées de plus ou moins
« sécuritaires » (Michel et al. 2005).

Ces combinaisons se différencient par trois criteres principaux : hygiéne des trayons,
lavage de la machine a traire et hygiéne générale.

Le premier type de pratiques (Pratique A) se caractérise par un nettoyage des trayons avant
la traite a I'aide de produits désinfectants ou de douchettes. Apres la traite, les trayons sont
systématiqguement désinfectés. Le matériel de traite, correctement entretenu, est lavé apres

chaque traite par alternance systématique de produits de nettoyage détergents et détartrants.
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Ce type de pratiques se caractérise par de bonnes conditions d’hygiéne générale de
I'environnement et des animaux.

Le second type de pratiqgues (Pratigue B) se traduit par des mesures d’hygiéne moins
drastiques. Le nettoyage des trayons est individualisé, mais il est réalisé au moyen d'une
lavette, les trayons sont également désinfectés apres la traite. Par contre, le lavage de la
machine a traire n’est réalisé qu’une fois par jour, la traite du soir étant suivie d’un simple
rincage a I'eau. Les critéres permettant de juger I'hygiene générale sont satisfaisants, mais
a un degré moindre que pour le type A.

Les pratiques de type C (Pratique C) se caractérisent principalement par une hygiene
minimale des trayons: pas de préparation avant la traite ou réalisation d’'un simple
essuyage a sec, pas de désinfection aprés la traite. Le matériel de traite est le plus souvent
lavé une seule fois par jour ; lorsque le lavage est biguotidien, il se différencie alors de
celui du type A par une fréquence moindre d'utilisation de détartrants (produit de
nettoyage acide). L’hygiene générale dans ces exploitations est voisine de celle du type B.
Enfin, les pratiques de type D (Pratique D) sont caractérisées par la réalisation d’'un lavage
des trayons avant la traite, mais non individualisé, une méme lavette servant pour plusieurs
vaches laitieres. Les trayons sont désinfectés apres la traite. Comme dans le cas des
pratiques de type B, le matériel de traite n’est lavé qu’une fois par jour. Par contre, ce type
de pratiques se distingue des autres par des criteres d’hygiéne générale jugés non
satisfaisants.

Les pratiques de types A et B sont principalement associées a la production de laits avec de
faibles niveaux de flore mésophile aérobie totale (moins de 5000 tfceird bas niveau

de staphylocoques & coagulase positive (moins de 120 ific:raes derniers représentent

entre 50% et 60% des types de laits produits avec ces combinaisons de pratiques.

Les pratiques de types C et D sont, quant a elles, principalement associées aux laits a plus
hauts niveaux de flore mésophile aérobie totale (entre 15 et 30 000 )fced derniers
représentant 67% et 56% des laits produits, respectivement.

D’autre part, la caractérisation des pratiques produisant des laits a haut niveau de
Pseudomonafplus de 10% de la flore totale) fait apparaitre I'utilisation de quantités d’eau
importantes lors de la traite (lavage des trayons au moyen de douchettes), ainsi qu’un
entretien non satisfaisant du matériel de stockage (le tank pouvant étre lavé plusieurs
heures aprés son ramassage ou de maniére non satisfaisante). Ceci est en accord avec de
résultats récents montrant que I'eau est souvent une source majeure de contamination des
laits par les Pseudomonéseriche etal, 2004).
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Ces travaux ont donc permis de préciser certaines associations existant entre combinaisons
de pratiques de traite (hygiene des trayons, lavage du systéme de traite, environnement des
vaches laitieres) et composition microbienne des laits. Une étude sur lait de vache menée
par Elmoslemanyet al. (2009 b) corrobore ces résultats. Les laits des tanks de 235
exploitations ont été analysés. Des niveaux plus importants de flores mésophiles aérobies
revivifiables sont principalement associés a I'hygiene des trayons et au lavage du systéme
de traite (température de nettoyage faible, eau dure, pH élevé de produit de nettoyage de la
machine a traire). Dans cette méme étude, les niveaux de coliformes, également plus

élevés, sont corrélés avec les pratiques de nettoyage de la machine a traire.

5.2. Combinaisons de pratiques et diversité des espéces

microbiennes

Dans le cadre d'une étude menée dans des élevages de Savoie et Haute-Savoie par
Verdiez-Metzet al. (2009), trois groupes de laits issus de ces exploitations se distinguent

par leur diversité d’especes (tableau 15).

Tableau 15 : Espéces et niveaux de flore bactérienne totale des laits issus de trois groupes
(Verdier-Metz et al., 2009)

Groupes de lait E F G

Effectif 20 19 28

Indice moyen de diversité microbienne (1) 0.88e  1.09f 1.18p il
Flore Mésophile Aérobie Revivifiable (Ufc.il 6310e | 5012e| 15 849ff ***

Les nombres affectés des lettres e, f, g sont significativement différents (test de Newman-Keuls au
seuil de 0,1%).

Indice de diversité : indice de Shanon (Verdier-Metz et al., 2009)

Les indices de diversité sont croissants du groupe E au groupe G.

Pour les laits du groupe E, la proportion de bactéries d’affinage (bactéries corynéformes)
est la plus importante.

Le groupe F présente une plus forte proportion de bactéries Gram négatif (Acinetobacter)

et de bactéries lactiquesactococcus lactls Ce méme groupe se différencie par une plus
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grande diversité des populations microbiennes que le groupe E. Le niveau de flore totale
est similaire.

Le groupe G se distingue par un niveau de flore totale significativement plus élevé
(p<0,001) et par la présence de staphylocoques et de bactéries ladtiguesngstoc

spp.).

Les combinaisons de pratiques des exploitations du groupe E se caractérisent par des hauts
niveaux d’hygiene sur I'ensemble de I'exploitation. Les trayons sont plus frequemment
lavés puis essuyés avant la traite. Le post-trempage est plus fréquemment réalisé. Le
nettoyage de la machine a traire est plus intense (température et turbulence plus
importantes) et la propreté du tank, ainsi que celle de la laiterie, est satisfaisante. L’hygiéne
générale (propreté du sol de la salle de traite, du couloir d’alimentation, aération du
batiment) est plus satisfaisante que pour les autres groupes de lait.

Pour le groupe F, les pratiques d’hygiene des mamelles, le lavage de la machine a traire et
la propreté générale de la salle de traite sont moins strictes et sont jugées plutét non
satisfaisantes.

Les exploitations appartenant au groupe G sont caractérisées par les pratiques les moins
hygiénistes, tant au niveau de I'hygiene des mamelles que de la propreté en général (salle
de traite, lavage du matériel de traite).

La diversité des espéces semble donc dépendre des pratiques d’élevage, allant des soins
apportés aux mamelles au nettoyage de la machine a traire et de l'hygiéne de
'environnement autour des animaux. La raréfaction des microflores d'intérét
technologique dans certains laits, et en particulier les bactéries lactiques, peut donc étre en
partie rattachée a des pratiques jugées sécuritaires. Par contre, il est plus difficile de
conclure pour le niveau de flores totales. En effet, les niveaux sont similaires pour des
pratiques jugées sécuritaires (groupe E) et des pratiques moins hygiénistes (groupe F). Ce
résultat va a l'encontre des travaux précédemment cités (Miehehl., 2005 ;

Elmoslemany et al., 2009Db).
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Synthese de la bibliographie

Parmi les grands groupes microbiens dénombrés dans les laits crus, les staphylocoques et
les bactéries corynéformes ainsi que les bactéries lactiques sont systématiquement mis en
evidence. Globalement, en France, les microflores d’intéréts technologiques sont a des
niveaux plus élevés que les microflores d’altérations. Cette tendance dépend cependant des
élevages et des pratiques de production du lait. La saison est parfois citée, les niveaux de
microflores les plus élevés étant souvent retrouvés aux périodes les plus chaudes
(printemps, été). Cependant, les pratiques peuvent étre différentes selon les saisons,
rendant difficile la distinction des impacts respectifs. La nature de la litiére, son entretien
ainsi que le renouvellement d’air dans l'aire de couchage influencent les niveaux des
microflores des laits. L'existence de souches identiques (comme par exemple des souches
appartenant aux especes des lactobacilles du groupe Il) dans I'environnement des animaux
et dans le lait tend a confirmer que l'environnement des animaux est une source
d’ensemencement en microorganismes des laits. Les conditions d’hygiéne a la surface des
trayons modifient les niveaux des microflores des laits crus. Des pratiques d’hygiene des
trayons allégées augmentent les niveaux sans pour autant élever celui des staphylocoques a
coagulase positive. Quant a la machine a traire, la longueur des canalisations, les
conditions de nettoyage (températures, nature et formulation du détergent) sont des
éléments influengant les niveaux des différentes microflores frequemment rencontrées dans
les laits.

Mais ce sont avant tout, les combinaisons de pratiques (hygiene des trayons et de la
machine a traire, notamment) qui influencent les niveaux des microflores et la diversité des

especes bactériennes.
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6 - OBJECTIF DE LA THESE

Aujourd’hui, face a la diminution du nombre d’exploitations en production laitiere et en
fabrication fromageére fermiere (Agreste Graphagri, 2007), la profession et les scientifiques
se mobilisent pour identifier les leviers d’actions qui assureront la pérennité de ce secteur.
La spécificité sensorielle des fromages fermiers est un élément fort de différenciation de
ces produits par rapport aux fromages élaborés a partir de lait pasteurisé. Un constat est
récurrent depuis une vingtaine d’années, celui de I'appauvrissement des microflores des
laits crus (Monteket al., 2003 ; Michekt al., 2005). L'impact de la microflore des laits

crus sur la qualité sensorielle des fromages a été démontré dans de nombreuses études
(Demarignyet al., 1997, Buchin and Beuvier, 2000,Verdier-Metzal., 2005). Certains
travaux menés sur du lait de vache par Boetoal. (2005), Michekt al. (2005), Verdier-

Metz et al. (2009) établissent des relations entre conditions d’élevage et de production du
lait et équilibres microbiens des laits (niveaux de flores, équilibre entre microflores
d’intérét technologique et indésirables, nombre et nature des espéces bactériennes). Ces
pratiques sont les soins apportés aux mamelles et au nettoyage de la machine a traire,
I’hygieéne de I'environnement autour des animaux.

La raréfaction des microflores d’intérét technologique dans certains laits, et en particulier
les bactéries lactiques, a pu étre, en partie, reliée a des pratiques jugées sécuritaires
(Verdier-Metzet al., 2009). Les quelques études sur lait de chevre menées dans un nombre
restreint d’exploitations portent sur la caractérisation des microflores des laits crus
(Alonso-Callejaet al., 2002, Foschinet al., 2002, Calloret al., 2007). L'origine de la
variabilité des caractéristiqgues microbiologiques des laits est trés peu abordée.

Ainsi, a la demande de deux filieres professionnelle locales, TAOP Rocamadour et TAOP
Pélardon, ainsi que quelgues exploitations fromageres fermieres de Franche-Comté,
I'objectif de ce travail est d’identifier des leviers permettant d’obtenir, dans les élevages,
des laits dont les équilibres microbiens sont en faveur des microflores d'intérét
technologique et des bactéries lactiques en particulier.

La démarche entreprise est exploratoire. Elle consiste a apprécier la diversité microbienne
des laits de chevre issus d’'un grand nombre d’exploitations. Cette diversité microbienne
sera étudiée selon différents niveaux de spécificité : grands groupes microbiens, espéces
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dominantes, sous-espéces de bactéries lactiques en se basant sur différentes techniques
d’isolement et de caractérisation microbiennes.

Dans une deuxieme étape, il s'agit d’étudier les liens possibles entre cette diversité
microbienne, les conditions d’élevage (sur la base d’un questionnaire et d’'observations), la
saison (printemps, hiver) et la zone géographique.

Ce travail aboutit a des recommandations concernant les pratiques délevage et de

production de lait.
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BRIVE-LA-GAILLARDE

TOULOUSE

Figure 4 : Zone géographique de 'AOP Pélardon Figure 5 : Zone géographique de ’AOP Rocamadour
(source : Syndicat des producteurs de Pélardon) (source : Syndicat des producteurs de fromages Rocamadour)

Figure 6 : Délimitation du territoire de Franche Comté
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1 - CHOIX DES EXPLOITATIONS ET DE LA SAISON

Les exploitations sélectionnées sont localisées dans trois zones géographiques :

» celle de 'AOP fromagere Rocamadour (figure 5) : semoir couvre les Causses du
Quercy, soit une zone qui s'étend sur la majeure partie du département du Lot et quelques
communes de I'Aveyron, de Correze, de Dordogne et du Tarn-et-Garonne.

» celle de I'AOP fromagére Pélardon (figure 4) quiétend sur les départements de
I'Hérault (Montagne Noire, garrigues), du Gard (Cévennes et garrigues), de la Lozere
(Cévennes) et de I'’Aude (corbiéres audoises).

» Franche-Comté : exploitations fromageres fermiéres aipartements de la Haute-
Sabne, du Doubs et du Jura (figure 6).

La taille moyenne des élevages varie d’'une zone a une autre (50 chévres pour les élevages
de Franche-Comté, 80 chevres pour les élevages de 'AOP Pélardon, 180 chevres pour les
élevages de I'AOP Rocamadour). Ceci laisse supposer quelques différences dans la
conduite de I'élevage et la production de lait, et donc une exhaustivité plus large de I'étude
dans la perspective des recommandations envisagées.

Les exploitations ont été sélectionnées par les techniciens fromagers de chacune des zones
concernées sur la base de leur représentativité des caractéristiques d’élevage. Le nombre
d’exploitations suivis représente au minimum 25% des exploitations fermieres fromageres
caprines de chacune des zones concernées (20 exploitations pour 'AOP Rocamadour,
18 exploitations pour 'AOP Pélardon, 4 exploitations pour la zone Franche-Comté).

Les périodes de suivi se répartissent comme suit :

» Le printemps (Mai-Juin 2006) : La température maoyese situe entre 18 et 25°C. La
plupart des troupeaux sont a I'extérieur (34 exploitations sur les 42 exploitations). Le stade
de lactation est de 3 & 5 mois pour 80% des troupeaux suivis.

» L’hiver (Février-Mars 2007) : La température moyerseesitue entre 10 et 18°C pour

les régions Languedoc Roussillon et Rocamadour et de 10°C pour la région Franche
Comté. Tous les troupeaux sont dans les chévreries. Le stade de lactation est en moyenne

de 1 mois pour la majorité des élevages (80% des élevages).

2 - ENQUETES, OBSERVATIONS EN ELEVAGE
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Dans chacune des fermes et pour chacune des saisons, une enquéte, des observations et de
prélevements d’échantillons ont été réalisés. Ces relevés ont été effectués pour chacune des
zones par un méme enquéteur formé par les techniciens des zones AOP Rocamadour et
Pélardon et par un ingénieur de I'Institut de I'Elevage ayant déja mené des études avec les
éleveurs de Franche-Comté. Les enquétes réalisées en Franche-Comté n’ont été réalisées
gu'au printemps 2006. Les laits de ces exploitations ont été analysées uniquement au
niveau de la diversité spécifiqgue des bactéries lactigues mésophiles (partie V). Il s’agissait
principalement de valider les résultats obtenus sur une autre région ou les conditions
climatiques et les conditions de production de laits sont différentes (traites en pot trayeur
pour les élevages de Franche-Comté, traite en lactoduc pour les élevages des zones AOP
Rocamadour et Pélardon).

Un comité technique constitué des techniciens d’élevage, de chercheurs du laboratoire de
microbiologie de Purpan a été chargé d’élaborer le questionnaire. Au total, trois cents
guestions de divers types ont été formulées et la saisie des données effectuée sur le logiciel
SPHINX V.5.

Différents aspects ont éte investigués, débouchant sur des indicateurs renseignant sur :

» la structure des batiments d’élevage et la comipositu cheptel,

» la nature des pratiques d’élevage et de producfi@etaées en relation avec chaque
source potentielle de microflores, depuis I'animal jusqu’au matériel de réception du lait,

» I'évaluation de ces pratiques (hygiéne des liticresditions de nettoyage de la machine

a traire, état sanitaire des trayons).

Les variables d’élevage retenues pour I'analyse, sont décrites dans le chapitre Il

3 - PRELEVEMENT DES LAITS ET CONDITIONS DE STOCKAGE

Pour chaque saison, des prélevements de laits issus d’une traite ont été réalisés. Ces
prélevements sont effectués en fin de traite, aprés brassage du mélange de lait de traite soit
mécaniquement dans le tank de stockage du lait (AOP Rocamadour et Pélardon) soit par
prélevement, a l'aide de flacons stériles muni d’'une anse, d’un volume de lait identique

dans chacun des bidons de lait de Franche-Comté.
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Questionnement Méthode d’analyse Nombre d’exploitations Nombre d’échantillons
Quels sont legs Méthode culture dépendante : Printemps 2006 : 38 dont 20 (AOP Rocamadqut}L4 laits
groupes microbiensDénombrement sur boite de Pétri (12 | 18 (AOP Pélardon),
majoritaires el grands groupes microbiens)
minoritaires deg Confirmation au rang du genre Hiver 2007 : 38 dont 20 (AOP Rocamadour), | 184 laits
laits crus dg Staphylococcus , Leuconostocs par te$sOP Pélardon).
chévre ? phénotypiques
Entérococcus, lactococcus par tegsts
phénotypiques et méthodes PCR
Méthodologie décrite dans a
publication du chapitre 11|
Quelles sont lesMéthode par culture indépendante : | Printemps 2006 : 30 dont 19 (AOP Rocamad®f) laits
especes dominant¢gemperature/Denaturing Gradient Gelt 11 (AOP Pélardon)
des laits crus dgElectrophoresis (TTGE/DGGE)
chevre ?
Méthodologie décrite  dans a
publication du chapitre 1V
Quelles sont lesMéthode culture dépendante : Printemps 2006 : 21 exploitations dont 11 (A6 isolats issus de 2
especes dominant¢$rélevement de colonies sur milieRocamadour), 6 (AOP Pélardon), 4 (Franghats. Les laits analysé
de bactéries Elliker modifié selon Chambeet al | Comté) sont ceux prélevés a J+4
lactiques (1981)
mésophiles ? Typage par tests phénotypiques, prdfils

des protéines et méthodes PCR

Méthodologie décrite dans

publication du chapitre V

a

S
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Afin de ne prendre en compte que les facteurs liés aux caractéristiques et pratiques
d’élevage, nous avons choisi de prendre le lait d'une seule traite et non de plusieurs afin de
s'affranchir des effets du stockage a basse température sur la flore microbienne des laits.
Trois échantillonnages de laits sont effectués pour chacune des saisons et chaque élevage,
excepté pour ceux de Franche-Comté pour lesquels les prélevements n’ont été réalisés
gu’au printemps 2006.

Ces échantillons correspondent a des traites espacées de 4 jours pour chacune des saisons
Pour chacun des échantillons, trois prélevements de 90 ml de laits sont effectués,
immédiatement refroidis a 10°C, puis congelés a -25°C et conservés pour une durée
maximale de 1 mois.

Chacun des prélevements est codifié de la maniére suivante : n° d’exploitations et lettre (A,
B, C), année.

A : premier prélevement : jour J ;

B : deuxieme prélevement : J+4j ;

C : Troisieme prélevement : J+8;.

4 - ANALYSES MICROBIOLOGIQUES DES ECHANTILLONS

Le protocole de préparation et d’analyse des échantillons est décrit en détail dans les
publications des chapitres Ill, IV et V.

Ne serons présentées ici et de maniere synthétique, que la démarche et les méthodes
d’analyses utilisées (Tableau 16). Les exploitations suivies pour I'évaluation des espéces
majoritaires des laits et I'analyse plus spécifique des bactéries lactiques sont les mémes
gue pour la détermination et la quantification des grands groupes microbiens.

Les grands groupes microbiens et certains genres ou espéces speécifiques ont été éetudiées
par méthodes culturales classiques : dénombrement et isolement sur milieux spécifiques ou
d’enrichissement, caractérisation phénotypique.

La détection des especes microbiennes a été réalisée par la méthode TTGE (Temporal
Temperature Gel Electrophoresis) et DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis).
Ces techniques sont basées sur I'analyse directe de 'ADN (ou de ’ARN) et ne demandent
donc pas d’enrichissement préalable des cellules microbiennes. De fait, elles permettent
d’avoir une description plus précise des écosystemes complexes comme le lait cru. Le

principe de ces méthodes est le suivant :
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L’ADN est extrait a partir d’échantillons issus du lait et une zone correspondant a une
fraction du gene ARNr 16s est amplifie. La variation des nucléotides dans ces séquences
conservées est la base de la séparation des espéces bactériennes réalisée pendan
I'électrophorése. Pour les espéces bactériennes a bas GC% (Tm de la séquence V3<75°C),
la résolution optimale est obtenue par TTGE. Pour les bactéries avec un contenu en G+C
(%) moyen ou fort (Tm de la séquence V3>75°C), la meilleure séparation est obtenue par

DGGE. Le détail du protocole est reporté en annexe.
5 - TRAITEMENT DES DONNEES

5.1. Effet de la saison sur I'importance des différents groupes

microbiens dénombrés

Le traitement des données est décrit dans la publication du chapitre 11l du document.

L’effet de la saison sur 'importance relative des groupes microbiens dénombrés est évalué
en utilisant un modéle mixte d’analyse de variance (SAS 9.1, USA).

Les variables dépendantes sont les niveaux des différents groupes microbiens dénombrés
(exprimés en log ufc.ml"), les variables indépendantes sont la saison (effet fixe dans le
modele) et les exploitations (effet aléatoire dans le modele). Les mesures repétées
(3 analyses par saison) nous permettent d’estimer I'effet aléatoire en utilisant I'option
« répétition » de la procédure « mixed » de SAS.

La part de la variance entre exploitations par rapport a la variance totale de I'effet aléatoire
« exploitation » (somme des variances entre exploitation et au sein d'une méme
exploitation) est estimée par le coefficient p

Cette analyse de variance a été réalisée pour chacune des saisons étudiées.

5.2. Effet des conditions d’élevage sur les profils microbiens des laits

Le traitement détaillé est décrit dans la publication de la partie Ill du document de thése.

Un des objectifs de la thése est d’évaluer si les équilibres des grands groupes microbiens
des laits dépendent en partie des conditions d’élevage. Par équilibre, on entend les
différences de niveaux entre les grands groupes microbiens, en particulier ceux des
microflores dites d’intérét technologique et celles dites d’altération ou potentiellement

pathogenes. L'objectif est d’identifier des pratiques favorisant les microflores intéressantes
81



Chapitre Il — Matériel et Méthodes

dans les process fromagers comme les bactéries lactiques ou les microflores d’affinage
telles les bacteries corynéformes.

Pour cela, des classes de lait sont constituées selon leurs profils microbiens pour chacune
des saisons étudiées. Une Analyse en Composante Principale (ACP), et une classification
ascendante hiérarchique des différentes valeurs des axes de 'ACP en utilisant la méthode
d’agrégations de Ward, ont alors été réalisées.

Les groupes microbiens utilisés pour ce traitement sont détectés dans au moins 40% des
échantillons de lait. Les autres groupes microbiens sont introduits comme variables
supplémentaires.

Afin d’associer les conditions d’élevage aux classes de profils microbiens ainsi constituées,

il est nécessaire d’'associer une seule classe a I'élevage. Pour chacune des saisons étudiées
trois échantillons de laits sont analysés. Les laits peuvent donc appartenir a trois classes de
profils microbiens différents. A chaque élevage, est donc associé la classe du profil
microbien dominant (la méme classe pour au moins 2 laits sur 3).

L’analyse des relations entre conditions d’élevage et classe de profils microbiens a été
effectuée en utilisant la segmentation par arbre de décision binaire (XLStat 2008, France)
en utilisant la méthode CHAID (Kass, 1980). L'intérét de cette méthode est de hiérarchiser
les conditions d’élevage qui discriminent les classes de profils microbiens et de décrire un

ensemble de pratiques associées a une classe de profils microbiens.

5.3. Effet des conditions d’élevage sur les espéces bactériennes

majoritaires des laits

Cet effet a été mesuré pour une seule saison, le printemps 2006.
Le traitement détaillé est décrit dans la publication du chapitre IV du document.
Les profils TTGE et DGGE des laits ont été analysés de la maniére suivante : 'ensemble
des bandes apparaissant sur les gels d’électrophorese a été répertorié et noté « 1 »
(présence d’espece) si présence d’'une bande ou « 0 » si absence d'une bande (pas de
détection d’espéece).
Afin d’étudier les relations entre conditions d’élevage et especes bactériennes majoritaires
des laits, deux approches ont été utilisées.

La premiere consiste a prendre les espéces détectées individuellement et analyser

les relations entre conditions d’élevage et les especes prises une par une.
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Cette approche permet d’estimer la probabilité de présence des especes bactériennes en
fonction des conditions d’élevage. Pour cela, I'on utilise un modéle logistique mixte
(GLIMMIX procédure, SAS 9.1) ajusté de I'effet élevage.

La régression logistique est une technique statistigue qui a pour objectif, a partir d’'un
fichier d'observations, de construire un modeéle permettant de prédire les valeurs prises par
une variable catégorielle a partir d'une série de variables explicatives continues et/ou
binaires. Dans notre cas, la variable catégorielle est I'espéce microbienne selon deux
modalités : absence de détection ou détection. La variable explicative (les conditions
d’élevage) est binaire.

L’effet des conditions d’élevage sur la présence des especes bactériennes est estimé par
leur Odd-ratio. L’Odd ratio est le rapport de la probabilité d’occurrence d’'un événement
(ici la détection d’'une espece) sur la probabilité de non occurrence. La variance entre
élevage par rapport a la variance totale des effets aléatoires (somme des variances entre
élevages et variance au sein d’'un méme élevage) est estimée par le coeffi@enCe
descripteur permet d’apprécier la part de variabilité entre les élevages de la détection d’'une
espéece microbienne et, par différence, la part de variabilité de la détection d’'une espéce
microbienne au sein d’un méme élevage. Lorsque la variabilité au sein d'un élevage est
importante, I'effet du facteur étudié est minoré.

La deuxiéme approche consiste a réaliser des classes de lait en prenant 'ensemble
des especes. Cette mise en classe a été realisée a partir d'une Analyse en Composante
Principale (ACP), et une classification ascendante hiérarchique des différentes valeurs des
axes de I’ACP en utilisant la méthode d’agrégations de Ward.

L’intérét de cette deuxiéme approche est de prendre en compte I'ensemble des espéces
détectées pour chacun des laits et d’avoir ainsi un profil global des especes majoritaires
afin de prendre en compte les équilibres microbiens. Les conditions d'élevage

discriminantes des classes d’espéces bactériennes sont évaluées par le tést du Khi

Le principal inconvénient est la nécessité de réaliser des classes de profils d’especes
bactériennes par €levage afin de les associer aux conditions d’élevage. La méthode de mise
en classe des laits selon leur profil d’'espéces bactériennes (réalisation d’'une Analyse en
Composante Principale puis Classification Ascendante Hiérarchique sur les valeurs des
axes de 'ACP) réduit en partie I'information, car les classes ne fixent qu'une partie de la

variabilité totale des espéces bactériennes des laits. D’autre part, afin de mettre en relation
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classes d’espéces et conditions d’élevage, il est nécessaire d’affecter les élevages a la
classe majoritaire des laits (2 a 3 laits doivent étre dans la méme classe).

De ce fait, une partie des observations n’est pas prise en compte. Il est donc nécessaire de
combiner les deux approches.

5.4. Effet des conditions d’élevage sur les especes majoritaires de

bactéries lactiques mésophiles

Suite aux caractérisations phénotypiques et génotypiques des isolats décrites dans la
publication de la partie V de ce document, le pourcentage de souches assignées aux genres
et especes de bactéries lactiques détectées est calculé pour chaque élevage. Ceci permet d
réaliser des classes de profils d’espéces ou genres bactériens pour chacun des élevages. Le:
relations entre conditions d’élevage et classes d’espéces ont été évaluées par des tests de
khi? (SPAD version 5.5, Pantin, France).
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1 - INTRODUCTION

Depuis une vingtaine d’année, les niveaux de flores bactériennes dans le lait diminuent.
Cet appauvrissement peut conduire a une perte de spécificité sensorielle des fromages au
lait cru et de fait a une moindre différenciation par rapport aux fromages aux laits
pasteurisés. Le réle de ces microflores dans les caractéristiques sensorielles des fromages a
été démontré dans de nombreuses études (Bextvadr 1997 ; Bouton et Grappin, 1995 ;
Buchinet al., 1998 ; Verdieet al., 2002). L'effet inhibiteur vis-a-vis des microorganismes
pathogenes (El-Gazzar et Marth, 1992 ; Gay et Amgar, 2005) renforce l'intérét du maintien
de ces microflores dans les laits. Quelques études menées sur des laits de vachet(Michel
al., 2005, Verdier-Metet al., 2009) ont montré que les équilibres microbiens des laits crus

de vache different selon les exploitations, les conditions d’élevage et de production. Ces
auteurs soulignent gu’il est possible d’obtenir des laits non dépourvus de microflores et
cependant de bonne qualité sanitaire. Les quelques études menées sur des laits de chevre
portent essentiellement sur la description de microflores dans un nombre restreint
d’exploitations, le lien entre conditions de production et flore microbienne des laits est
rarement évoqué (Alonso-Calleja et al., 2002., Foschino et al., 2002., Callon et al., 2007).
Les expérimentations entreprises dans le cadre de ce travail visent donc a caractériser les
grands groupes microbiens des laits (nature et quantité de microorganismes) et ceci dans
deux régions fromagéeres (AOP Rocamadour et AOP Pélardon). Des profils microbiens de
flores sont établis. Ces profils permettent d’apprécier les équilibres microbiens et en
particulier les équilibres entre les microflores d’intérét technologique, les microflores
d’altérations ou potentiellement pathogénes. Afin d’analyser les liens entre les conditions
d’élevages et les profils microbiens, des enquétes et observations dont l'objet était
d’identifier les conditions d’élevage pouvant avoir un impact sur les flores microbiennes
des laits ont été réalisées dans 38 exploitations. Une premiere publication scientifique fait

état de ce travail :

H.Tormo, C.Agabriel, C.Lopez, D. Ali Haimoud Lekhal, C.Roques
“Relationship Between The Production Conditions of Goat’s Milk And The Microbial
Profiles Of Milk”

International Journal of Dairy Science (Acceptée pour publication)
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ABSTRACT

The balance between microorganisms of technological interest and others in raw goat’s
milk have to be controlled to obtain good quality raw milk cheese. The aim of this study
was: (i) to determine the microbial characteristics of goat’s milk and (ii) to evaluate factors
that may have a potential influence (season, management practices). Thirty eight resulting
farms were selected. A survey was carried out to qualify the management practices. A total
of 228 milk samples were analyzed in spring 2006 and winter 2007. Microorganisms were
counted in specific culture media. Statistical analysis was done to study the links between
microbial composition of milks and management practices. The average Total Bacterial
Count was 3.6 log cfu/ml. The major species were coagulase-negative staphylococci,
and, to a lesser extent, mesophilic acidifying bacteria, micrococci and corynebacteriaceae.
Less than 60% of the milk samples were found to contain coagulase-positive staphylococci
at very low levels. The levels of the main groups of microorganisms were significantly
lower in winter 2007. Microbial clusters of milk were established for the two seasons.
These clusters differed in the levels of microorganisms, especially in the levels of
mesophilic acidifying bacteria and micrococci and corynebacteriaceae. The relationship
between management practices and microbial clusters of milk have underlined the
importance of mixed practices depending on the season. The nature of the bedding and the
temperature of the milking machine cleaning are the two mains factors closely linked to the
microbial profile of milks. Our results underlined that it may be possible with a judicious
choice of practices to increase the levels of mesophilic acidifying bacteria and micrococci
and corynebacteriaceae, bacteria of technological relevance for the cheese making process,
without altering the levels of undesirable bacteRagudomonaspp., coagulase-positive

staphylococci).
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INTRODUCTION

The microbial characteristics of milk are particularly important for controlling the hygienic
and sensorial properties of raw milk cheese, as demonstrated by several studies
(Demarigny et al., 1997, Buchin and Beuvier, 2000,Verdier-Metz et al., 2005). For
traditional raw milk cheeses, especially lactic acid goat’s cheese, raw milk is a source of
Lactic Acid Bacteria (LAB) in the whey. This whey, removed once the milk has
coagulated, is used as a lactic starter (Tormo and Talliez, 2000). Other microorganisms of
milk, such as yeasts or micrococci, also play a role in the ripening of soft cheese
(Bhowmik and Marth, 1990, Bockelmann and Hoppe-Seyler, 2001). Nowadays, the
sanitary quality of milk has been improved in France. But cheese farmers and scientists are
beginning to wonder about the effect of the decrease in micro organisms of technological
interest (Montel et al., 2003, Michel et al., 2005). Some studies on cow’s milk have
highlighted the relationships between the practices of cow’s milk production and the levels
of microorganisms or the balance between undesirable microorganisms and those of
technological interest (Bouton et al., 2005, Michel et al., 2005). These practices concern
the use of hay for food and bedding, the proximity between the forage and the cow shed,
and the cleaning practices used for the teats, the milking machine and the milking parlour.
The few studies on goat's milk or goat's milk cheese have described groups of
microorganisms for a small number of farms (Alonso-Calleja et al., 2002, Foschino et al.,
2002, Callon et al., 2007). In addition, the management practices from the bedding to the
milk production were not taken into account to explain the variability in the levels of
microorganisms and especially, for different regions. The aim of our study is: (i) to
investigate the variability in the microbial characteristics of goats’ milk used for cheese
manufacturing, sampled from 38 farms in two different regions: Protected Designation of
Origin (PDO) Rocamadour and PDO Pelardon cheeses ; (ii) and then, to evaluate factors
that have a potential influence: season, management practices such as bedding, milking

conditions, cleaning and the maintenance of the milking machine and herd management.
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MATERIAL AND METHODS

Study description

The present work was conducted in spring 2006 andewi®®@07, in the Languedoc
Roussillon and Midi - Pyrenees regions among producers of PDO farmhouse Pelardon (18
farms) and Rocamadour cheeses (20 farms), respectively. This study was carried out under
real herd management conditions. For the study of breeding and milking production
practices, the farms were selected by the Rocamadour and Pelardon cheese producers’
trade unions. In order to have a wide variety of abiotic factors, two monitoring seasons
were chosen:

Spring: May - June 2006, labelled “spring”, as most flocks were outside in pasture (26
farms out of 38). The daily temperature was between 18 and 25°C, the lactation stage
between 3 and 5 months for 70 % or more of the goats in each flock. These factors could
have an impact on the development and the nature of the microorganisms in the different
environments (bedding, teats, milking machine, air around the bedding and milking
parlour).

End of winter: February - March 2007 labelled “winter”. All the flocks were housed, the
daily temperature was between 10°C and 18°C and the lactation stage inferior to one

month for 70 % or more of the goats in each flock.

Data collection
For each farm, a survey was carried out for eaclpbagiseason.
Some observations and measurements were included to qualify the management practices
or the different environments. The observations and measurements were carried out by the
investigators. Variables were categorized in seven families: (1) general characteristics of
the farm (2) bedding management practices (3) environmental conditions during and after
milking (4) cleaning practices and cleanness of the milking machine (5) milking machine
maintenance and characteristics (6) quality and cleaning of the teat (7) cleaning practices
of the dairy and milk tank. The different variables are described in table 1. Some
explanatory variables concerning (i) the cleanness of the milking machine (ii) the bedding
change (iii) the air entering the milking machine during milking, were reduced or
transformed. The cleanness of 12 parts of the milking machine was recorded. When 2 or
more parts were dirty, the cleanness of the milking machine was then noted as ‘not clean’.
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In other cases, the milking machine was ‘clean’. The designation of the bedding change is
the combination of the density and frequency of the bedding change (table 1). The
designation of the air entering the milking machine during milking is the combination
between the number of units and the duration of the milking (table 1).

Management practices were similar for each season. The results for the two seasons are

presented in table 1.

Sample collection
For each season, three milk samples were colleotedays 1, 4 and 8. The samples were
collected in the tank from each farm from the evening milking. They were milking

immediately cooled to 10°C and stored at -25°C for 15 days.

Counts on media and collection of isolates

The main groups of microorganisms which play a molthe sensorial and hygienic quality

of milk were counted on culture media. Eleven media were selected (table 2). A total of
114 samples (3 samples x 38 farms) per season were inoculated onto each medium.

Each media was inoculated with 1 ml of pure or diluted sample (1/10 t9).1Ri6fered
peptone water (Biomérieux, France) was used for the dilutions. For the numeration of
Pseudomonag/easts and moulds, the samples were inoculated on the surface of the media.
For the other microorganisms, the inoculation was carried out in the mass. The detection
limit was set at 1cfu/ml for inoculation of samples carried out in the mass. For micro-

organism inoculated on the surface of the media, the detection limit was set at 10 cfu/ml.

Strain identification

We identified groups of bacteria or species usihgtireely unselective media (Blood sheep
agar, Elliker modified by Chamba et al (1981), De Man Rogosa Sharpe +0.1% of
vancomycin). A maximum of ten colonies with different morphotypes for each medium
were selected.

- Coagulase-Negative Staphylococci (CNS, cultivated on blood sheep agar): after

purification on Man Rogosa Sharpe agar, 100 strains were characterized using API
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staph (Biomerieux, France) after controlling morphology, Gram staining and catalase
activity.

- Mesophilic Acidifying Bacteria (MAB, cultivated on Elliker agar): after development
over night , 177 strains were characterized. Phenotypic tests (Gram, catalase, salt
resistance, sugar fermentation) were performed and the strainsagttitoccus lactis
or enterococci phenotypic profiles were selected. Strains were incubated at 30°C for
24h in MRS broth and total DNA was extracted by using the Nucleospin tissue kit
(Macherey Nagel, 67 722 Hoerdt, France) The strains were confirmed to belong to
Lactococcus lactis lactid.actococcus lactis cremotig€nterococci by means of PCR-
based methodL.actoccus actissubsplactis or subspcremoris were identified using
primers His 1 and His 2 (Corroler et al., 1998). Enterococcal DNA were amplified
using primers Conrev 23 and Genter according to Frahm et al. (1998). In all cases,
amplification reactions were performed in a final volume of 12 ul contained 1X
reaction PCR buffer (Qiagen, France), 0,3uM of each opposing primers, 2,5 mM of
MgCl,, 0,2 mM of each deoxynucleoside triphosphate, 0,5 U Taq polymerase and 5uL
of DNA. The primer sequences and the PCR amplification conditions applied are
recapitulated on table 3. Amplifications were performed with a Thermal cycler (Biorad,
92430 Marne-la-coquette, France). PCR products were electrophoresed in a 8g L-1
agarose gel (Sigma) in TBE at 100V for 3h. The 123-pb DNA ladder (Invitrogen,
95613 Cergy Pontoise, France) was used as a size standard. The DNA fragments were
stained with ethidium bromide (sigma), viewed under UV light (302nm) and
photographed on a digital camera (G.Box, Syngene, UK).

- Leuconostospp. These species have been cultivated in MRS (De Man Rogosa Sharpe)
agar with 0.1% of vancomycin). After purification overnight, 100 strains were
identified using phenotypic tests. A lactate test was carried out on Gram positive,
catalase negative rod strains using an enzymatic activity kit (Biosentec, France).

Data analysis

The number of microorganisms was expressed in logulthl of milk.

Microbial characteristics of milk samples and variability for the two seasons

The description of the microbial characteristics of the milk samples was accomplished
using descriptors for each group of microorganisms: mean, standard deviation, percentage

of milk samples in which none of the different groups of microorganisms were detected
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(SAS 9.1, USA). Those variables were calculated for the 114 milk samples from each
season.

The relationships between the microbial characteristics of the milk samples from 38 farms
and the two seasons, were analyzed using an ANOVA mixed model (SAS 9.1, USA). The
dependent variables were the levels of different microorganisms in the milk samples, the
independent variables were the seasons (fixed effect in the model) and the farms (random
effect in the model). The repeated measurements during the two seasons allowed us to
estimate the random farm effect by means of a repeated option in a mixed SAS procedure.
The variance between farms with regard to the total variance of the random effects
(variances between farm and variance within the same farm) was estimated by the
coefficient of correlatiorp. If the variance within a farm is high, the effeftthe studied

factor (season) is minimized.

Microbial clusters of milk

Principle Components Analysis was carried out onMi@obial Clusters of Milk for each
season. The milk samples represented in the principal components were then classified by
ascending hierarchical clustering using Ward’'s method (minimization of intra-class
variance). SPAD software version 5.5 (France) was used for this data analysis. The Total
Bacteria Counts (TBC) was not included in the treatment. The groups of microorganisms
taken into account in the treatment were detected in more than 40% of the milk samples.
For spring, it concerned : MABENterococcusspp., Leuconostocspp., facultatively
heterofermentative lactobacilli (Lb Il), micrococci and corynebacteriaceae (MCY), yeasts,
moulds, coliforms, Coagulase Negative Staphylococci (CNS), Coagulase Positive
Staphylococci (CPSRseudomonaspp. and for winter it concerned : MABnterococcus

spp., Leuconostoc spp., Lbll, MCY, CNS.

The others (including TBC) were considered as supplementary variables. This treatment

allows us to study the relationships between microbial clusters and management practices.

Relationship between management practices and microbial clusters of milk for
each season
To associate management practices with microbiatesisl of milk, each farm had to be

associated with one microbial cluster. There were three milk analyses per farm per season.
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These milks could belong to different microbial clusters of milk. So, the dominant cluster

of the three (the same cluster for 2 or 3 analyses) was considered as representative of the
farm. If for some farms, there were three different microbial clusters, these farms were not
taken into account in the analysis.

For each season, the relationships between the microbial cluster and the management
practices were derived by means of a Classification Tree (XLStat 2008, France) using the
CHAID method (Kass, 1980). The interest of this method was to organize the management
practices into a hierarchy and then, to make combination of practices associated to
microbial cluster. The farms described in the microbial clusters are successively split into
sub groups discriminated on the variables of management practices. The segmentation is
made by means of the Khi 2 tests. The method takes a progressive approach as far as the
cut in 2 sub groups is made on the most discriminating explanatory variable. Subdivision
stops when the degrees of meaning in the Khi 2 tests are superior to a threshold fixed at
5 %. This classification tree was performed for each season.

For farms with the same tendency of microbial profile for both seasons, the relationships
between management practices and the microbial composition of the milk was assessed

using discriminatory factor analysis (XLStat 2008, France).

RESULTS

Microbial characteristics of milk samples

We confirmed that grey convex colonies growing on blagdr medium were Coagulase-
Negative Staphylococci (CNS): 89 isolates out of 100 tested were CNS.

The dominant group of microorganisms growing on Elliker modified medium was Lactic
Acid Bacteria (173 colonies out of 177), with maimlyactis lactis and enterococci (161

out of 173 colonies). The.lactis cremorissubspecies seems to be specific to two farms
only.

The main colonies growing on MRS agar (80%) possessed.g¢heonostocspecies
phenotype (cocci, Gram +, catalase -, production of D lactate).

The microbial characteristics of the milk samples for the two seasons are illustrated in table
4. Despite strong differences between the two seasons, the dominant and subdominant

groups of micro-organism were the same. First, CNS (3,4 log (cfu)/ml in spring, 3,16 log
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(cfu) /ml in winter) were detected in the majority of samples (99% of samples for spring
and 87% of samples for winter). Second, MAB and MCY were detected with high
difference of level and percentage of detection according to the season. The levels of these
two groups were about five to one hundred times lower than that of the CNS (spring vs.
winter). The hierarchy of levels for lactic acid bacteria (subdominant group), was the same
for the two seasons. In decreasing ordeguconostos spp. Enteroccoccuspp. and Lb Il.
Lactococcus lactisvas not able to be counted because there was no specific medium.
Nevertheless, this species was dominant in some farms. For the other microorganisms
(CPS, yeasts and moulds) the level was very low, especially in winter (less than 10 cfu
/ml). The level of coliforms was depended strongly on the season. In spring, the level was
almost equal to lactic acid bacteria. In winter, coliforms were not detected in 87% of milks.
The ANOVA analysis (table 4) showed that the levels of each group of microorganisms
were significantly lower (three to ten times lower for the main groups and one hundred
times lower for coliforms, in cfu/ml) for winter than for spring (p-value less than or equal

to 0.01) except for CNS,. This result was mainly due to the high percentage of groups of
microorganisms in the milk samples that were not detected during the winter (table 4).
Despite a season effect, the variability into farms was very high (coefficients of correlation

were very low).

Relationship between management practices and microbial clusters of milk for

the seasons

Microbial clusters of milk

For spring, the typology analysis highlighted 4 Micadbiclusters of milk. This
classification explained 64 % of the total variability in the microorganisms. The results of
the typology are illustrated in table 5. The levels of the two microbial clusters A and D
were completely opposed as far as the main groups of microorganisms and in particular
MAB, Enterococcusspp, Leuconostocspp, Lbll, MCY, yeasts and coliforms were
concerned. The cluster D was an interesting cluster for cheese making because the balance
and the level of microorganisms were in favour of microbial group of technology relevance
(LAB, MCY, CNS). However, coliforms were detected with a level appreciably equal to
MAB.
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The levels of the main groups of microorganisms in the microbial cluster of milk labelled

C were slightly lower than the mean level of all the samples (MARerococcusspp.

CNS, CPS and coliforms) except for Lbll which was higher.

The microbial cluster B was not different than all the samples, except for CPS which were
ten times higher.

For winter, the typology analysis highlighted 4 microbial clusters of milks. This
classification explained 50 % of the total inertia. The result of the microbial clusters of
milks is illustrated in table 6. Yeasts and moulds, colifofasgudomonas spp., CPS have

not been mentioned in the table 6 because the percentage of detection was very low (6% to
34%) and there was no significant of level for this .The microbial clusters of milks E and F
had the lowest levels as far as the main groups of microorganisms were concerned (ten-
fold lower than the mean level of all the samples) excepted for CNS (no difference with the
total sample for E and significantly lower for F). The microbial clusters of milks G and H
had the highest levels of the majority of the microorganisms taken into account in the
construction of the classification. The level of enterococci was 60 fold higher for H than
for G. Those two microbial clusters could be considered rather as microbial profile of
technological relevance for cheese making because the level of lactic acid bacteria

(Leuconostog spp, Lb Il) and MCY was higher than the microbial clusters E and F.

Relationship between management practices and the microbial clusters of milk

For spring, the three milk samples of three farmsewsassified in 3 different microbial
clusters. These farms could not be analyzed, so 35 of the 38 farms were used for the
analysis.

The Classification Tree has underlined some significant links between microbial clusters of
milks and management practices. The microbial clusters of milks A, the least charged in
microorganisms, was associated with 2 types of management practices (table 7). The first
type concerned farms using straw and hay for bedding with regular changes of bedding and
a dry method of cleaning the milking platform. The second management practice included
farms using only straw for bedding with no additives, a final milking machine cleaning
temperature higher than 40°C and a clean milking parlour. Therefore, this microbial cluster
was associated with management practices which reduce the levels of microorganisms. In

contrast, the cluster D, the most charged in microorganisms concerned farms using straw
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and hay for bedding and changing the bedding less frequently than the cluster “A”. For the
other clusters, no major profile of practices was registered.

For the winter, 31 of the 38 farms were used for the analysis. Five farms were not analyzed
because the three milks were classified in 3 different microbial clusters and 2 farms were
not analyzed as they were the only two that belonged to the microbial clusters of milks
“F". Consequently, this microbial cluster was removed from the analysis.

For eight farms on the fifteen in the “E” cluster (the least charged in microorganisms) the
final milking machine cleaning temperature was higher than 40°C and they stopped the
milk production in December and January (table 8). For those farms, the final temperature
higher was significantly associated with an initial milking machine cleaning temperature
higher than 55°C and a daily change of the acid and alkaline milking machine cleaning
product (Pearson’s chi-square test, p-value<0.05).

In contrast, for the microbial cluster “H” (the most charged in microorganism), all the
farms had a final temperature equal to or less than 40°C (table 8). Those farms were
significantly associated with an initial milking machine cleaning temperature below or
equal to 55°C and changing the acid and alkaline milking machine cleaning product less
than daily (Pearson’s chi-square, p-value<0.05).

For the cluster “G”, no major profile of practices was registered.

Relationship between the management practices and the microbial clusters of

milks including the two seasons

Eleven of the 38 farms had similar microbial clustefsnilk for the two seasons. Five
farms had the lowest levels of the main groups of microorganisms and the three samples
from each season were in the microbial cluster the least charged in microorganisms. Six
farms had the highest levels of the main groups of microorganisms (labelled “F+” for the
two seasons) and were in clusters the most charged in microorganisms in spring (cluster D)
and in winter (cluster H) .

The discriminatory factor analysis showed the significant effect of the management
practices for the two groups of farms (table 9), which concerned: the nature of the bedding
and the initial and final temperatures of milking machine cleaning. The practices linked to
the microbial clusters of milks “F-" tended to limit the microorganisms in the environment.

In contrast, the practices linked to the microbial clusters of milks “F+” tended to increase

the microorganisms in the environment.
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DISCUSSION

The low TBC levels found in this study are similar to those found in studies on cow’s milk
(Michel et al., 2001, Bouton et al., 2005., Ercolini et al., 2009). The dominance of CNS in
goat’s milk confirms previous findings (Valle et al., 1991, Kyozaire et al., 2005). The other
major groups include bacteria of technological cheese relevance: MAB (mainly
represented by the lactic acid bacteria) and MCY (cheese ripening badtdaais,
Leuconostocspp. andEnterococcusspp., are the major lactic acid bacteria found, as
underlined in a study on cow’s milk by Zamfir et al. (2006) and on goat’s milk by Badis et
al. (2004b). Concerning MCY, some studies reported their sub-dominance in goat milk
(Tornadijo et al., 1996, Garciat al., 2009, Callonet al., 2007). The other groups of
microorganisms (yeasts, mould®seudomonaspp., CPS) were found in milk in very low
levels (75% of milk samples < 100 cfu/ml) as were the levels in in cow’s milk (Bouton et
al., 2005, Raynaud et al., 2005, Michel et al., 2005). The number of coliforms strongly
depended on the season. In spring, the levels were approximately equal to those of MAB
and MCY:; in winter the counts were one hundred times lower and they were only detected
in 13% of the milk samples. Except for CNS, the numbers decreased in winter, which is
similar to the trends in cow’s milk (Bouton et al., 2005., Raynaud et al., 2005, Michel et
al., 2005) and in milk from small ruminants in the Mediterranean area (Kalogridou-
Vassiliadou et al., 1991, Salmeron et al., 2002). Yeasts and moulds were commonly found
during the spring in low levels in comparison with the other microflora. These levels are
similar to those found in cow’s milk (Michel et al., 2001, Bouton et al., 2005). During the
winter, only 20 to 30% of the milk samples contained yeasts and moulds. As far as we
know, this variability of the presence of yeasts and moulds due to the season has never
been reported in goat milk. The detectionPseudomonaspp. in milk was also strongly
affected by the season. The main factor which could explain this microbial variability is
probably the fact that it is colder in winter. The temperature may reduce the capacity of
environmental microorganisms to multiply. In addition, the lactation stage may affect the
microbial composition of milk. Some studies show the incidence of lactation on
microorganisms involved in ruminant mastitis (Bergonnier et al., 2003), but no data have
been published for other microorganisms.

The analysis of the relationships between management practices and microbial clusters of

milk has highlighted the effect of mixed practices on microorganisms. These practices

99



Chapitre 1lI- Variabilité des groupes microbiens des laits dans les élevages et impact de la
saison et des conditions d’élevage

depended on the season, but the trend was the same: there is a total contrast between the
practices associated with milk samples containing low levels of microorganisms and milk
samples containing high levels. Generally, practices that limit the level of microorganisms
in the environment (bedding, milking machine) were associated with low levels of
microorganisms in the milk samples, especially Lactic Acid Bacteria. In addition, the
analysis of the relationships between management practices and microbial clusters of milk
for farms with the same microbial profile for the seasons has highlighted the major effect
of the nature of the bedding and the initial temperature of the milking machine cleaning.
The level of the main groups of microorganisms in the milk sample was higher when the
bedding was made from straw and hay rather than only straw. Our results show that for the
same nature of bedding, the level of microorganisms for spring is linked to the change of
bedding or the final cleaning temperature. Concerning the bedding, our results support
those of Sevet al. (2003a) and Albenzio et al (2005), who showed that the maintenance of
the bedding was important for the level of the microorganisms of cow’s milk. Furthermore,
our study underlined that the nature of the bedding could have an impact on the microbial
composition of milk.The milking machine cleaning temperature is highlighted for the two
seasonsEnterococcusseems to be selected when the final milking machine cleaning
temperature is lower than 40°C for winter. The effect of the cleaning conditions of the
milking machine, often associated with global hygienic condition on the level of
microorganisms was underlined for some studies in cow’s milk (Chatelin and Richard,
1981, Michel et al., 2001). In addition, Kakeli al. (2007) found that the major clones of
lactobacilli and enterococci isolated in a farm dairy environment come from the milking
machine and the bulk-tank. So we may suppose that, when the temperature of the milking
machine cleaning is lower, these bacteria could be improved, as it was shown in our study,
especially for enterococci. In addition, farmers which stop goat lactation in winter and
apply practices which decrease levels of microorganisms (final milking machine cleaning
temperature higher than 40°C) have milk samples with very low levels of microorganisms.
This result is probably due to the combination of the effects of the season (low
temperature), the cleaning practices and the probable reduction of microorganisms in the
milking machine during the drying off period for the goats. This report could explain the
difficulty underlined by the farmer in making cheese in the beginning of the lactation. No

studies have reported this result to our knowledge.
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CONCLUSION

The results indicate that there is a great variability in microbial composition of raw goat’'s
milk except for CNS, which dominate. However, the microflora of technological interest in
the cheese making process (Lactic acid bacteria and MCY) was detected as dominant in
some milk samples. The low levels of CPS &sg¢udomonaspp. (less than 200 cfu/ ml)

was proof of the good hygienic quality of the analysed milk samples. The variability in
microbial composition was associated with (i) the season (i) management practices and
(i) the interaction between season and management practices. These very low levels
during the winter, especially for the farms that stop lactation, may explain the difficulties
observed in making cheese at the beginning of the lactation season.The relationships
between management practices and microbial clusters of milks have underlined the
importance of mixed practices, including the nature of bedding, the cleanness and cleaning
of the milking parlour and the milking machine. In addition, for farms which stop milk
production, the absence of contact of the milk in the milking machine might reduce the
level of microorganisms during the beginning of the lactation, especially lactic acid
bacteria. For the first time in France, this study has highlighted the microbial composition
in goat’s milk from a high number of farms in two different regions and the relationships
between the microbial profile and management practice itineraries using classification
trees. The levels of LAB and in a lesser measure, MCY, may be increased by practices
which transfer microorganisms from bedding to the milking machine. The above-
mentioned practices seem to increase the levels of ‘ambiguous’ enterococci in milk and
coliforms for the spring season. So, it is necessary to more specify the environment and
practices that favour microorganisms of interest in cheese technology suclaetss for
example. Then, the relationship between these practices, the microbial profile of milk, and

the hygienic and sensorial quality of cheese could be investigated.
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Table 1 : Groups of variables describing the management practices stable over the year

and number of farms per practices

Variable Level Level Number of

farms

General management

Size of the flock <132 goats 24
> 132 goats 14
Pasture in spring and summer yes 26
no 12
Level of production (kg/goat/year) < 650kg 16
>650kg 22
Region DOP Rocamadour 20
DOP Pélardon 18
Lactation all the year 16
stop in winter 22

Management practices of bedding

Bedding straw 19
Straw + hay 19

Bedding change 2 unsufficient 5
sufficient 17
very sufficient 16

2 Bedding change insufficient : high density (<2,5m?/goat) and low frequency of change (less than 3 times in
ayear). Bedding change sufficient : low density2(5m?/goat) and low frequency of change or high density
and high frequency of change (more than 3 times in a year). Bedding change very sufficient : low density and
high frequency of change.
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Table 1 (continued) : Groups of variables describing the management practices stable

over the year and number of farms per pract

Variable Level Level Number of
farms

Additives in the bedding yes 10
no 28

Environmental conditions during and

after the milking

Air entering during the milking3 low : <770 16
medium [770, 1200[ 10
high>1200 12
Cleanliness of the milking parlour not clean : straw, hay and 21
faeces
Clean : no straw, hay and 17
faeces
Frequency of the milking parlourfrequently : after each 27
cleaning milking
not frequently : less 11

frequently than after each

milking

®Air entering during the milking : number of unit* 8l/min* duration of the milking.
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Table 1 (continued): Groups of variables describing the management practices stable over
the year and number of farms per practices

Variable level Level Number of
farms

Feed during the milking no feed 11
whole grains 19

powder 8

Location of the milking parlour no separation with 14

the bedding area
Physical separation 24

Cleaning and cleanliness of the milking

machine
Cleanliness of the milking machine clean 24
not very clean 14
some elements in the
machine are not
clean
Initial temperature of the milking machindow : Ti *<55°C 13
cleaning
high : Ti>55°C 25
Final temperature of the milking machin®w : Tf °< 40°C 20
cleaning
high : Tf> 40°C 18

4 Initial temperature of the milking machine cleaning.
® Final temperature of the milking machine cleaning.
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Table 1 (continued): Groups of variables describing the management practices stable

over the year and number of farms per pract

Variable level Level Number of
farms
Air pipeline cleaning very frequently : 12

every month

frequently : one to 4 17
times in a year

unfrequently : less 9

than one time in a

year
Drying the pipeline of the milkingyes 24
machine

no 14
Water residue in the milking machine yes 12

no 26

Maintenance and characteristic of the

milking machine

Age of the milking machine

<10 years 19
>10 years 19
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Table 1 (continued) : Groups of variables describing the management practices stable over

the year and number of farms per practices

Variable level Level Number of
farms
Number of clusters <10 19
>10 19
Length of the pipeline <12m 18
>12m 20
Number of elbow and fittings <5 27
>5 11
Changing of the liner frequently : every 18
year
not frequently : less 20
frequently than
every year
Changing of the rubber pipes Frequently : every 8
two years
not frequently than 30

every two years

Status and cleaning of teats

Status of teats healthy teats 29
teats with some 9
indurations,

ganglions, abcess...

Disinfecting teats after milking yes 8
no 30
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Table 1 (continued) : Groups of variables describing the management practices

stable over the year and number of farms per practices

Variable level Level Number of

farms

Cleanliness of the dairy house

and cleaning of the milk tank

Cleanliness of the dairy house clean 26

not clean 12
Intercleaning with alkaline frequently : change 23
and acid products of product once or

more in a week

not frequently 15
change less than

once in a week
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Table 2 : Characteristics of the different culture media

Technological
definition of microorganisms

microorganisms

Name of groups of

Culture Medium

of incubation

Conditions

Colony count

Bibliographic references

and suppliers

Total mesophilic Total Bacteria Count Plate Count Agar 30°C; 72 h All the colonies IDF (1991a)
bacteria (TBC) + 0,1% of skim milk powder DIFCO, France

Presumptive  Mesophilic Elliker modified 20°C; 72 h Yellow colonies  Chamba et al (1981)

Lactic Acid Acidifying Bacteria by Chamba (1981) BIORAD, France
Bacteria group (MAB)

Enterococci Bile Esculine Azide Agar 37°C; 48 h Colonies with AES, France
(BEA) black halo

Genus or species Leuconostos spp. Man Rogosa and Sharpe 20°C; 96h All the colonies AES, France

of Lactic Acid
Bacteria Facultatively
heterofermentative

lactobacilli (Lbll)

+ 0,1% vancomycin
Isolini et al. (1990)

+ 0,1% vancomycin

37°C; 48 h

All the colonies

Isolini et al. (1990)
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Technological Name of groups of Culture Medium Conditions

definition of microorganisms of incubation

microorganisms

Colony count

Bibliographic references

and suppliers

Micrococci and Cheese Ripening Bacteria 20°C; 120h
corynebacteriaceae medium + 0,1%
(MCY) furazolidone
Groups of
microorganisms Coagulase Negative Blood agar 37°C; 48 h

that are involved Staphylococci

in cheese ripening (CNS)

All the colonies

Grey and convex

colonies

Denis et al. (2001)

BIORAD, France

20°C; 120 h Colonies without IDF (1991)
Yeasts Yeast Glucose convolution AES, France
Chloramphenicol agar (YGC) circles
20°C; 120 h Colonies with IDF (1991)
Moulds Yeast Glucose convolution AES, France
Chloramphenicol agar (YGC) circles
Potentially Coagulase - Positive  Baid Parker 37°C; 48 h Dark colonies Beckers et al, 1984

pathogenic Staphylococci (CPS)  + Rabbit Plasma Fibrinogen

microorganisms

with halos

Biomérieux, France
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Technological Name of groups of Culture Medium Conditions  Colony count Bibliographic references
definition of microorganisms of incubation and suppliers

microorganisms

Microorganisms Coliforms Violet Red Bile Lactose A 30°C; 48 h Red colonies witlDF (1985)
that could cause diameter> 0.5 mm AES, France
defects
Pseudomonaspp. Cetrimid agar 20°C; 120 h All the colonies AES, France
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Table 3 : Primer sequences, amplification and application of PCR reactions

Primer sequences Amplification conditions Application

Hisl : 5-CTTCGTTATGATTTTACA -3’ 5 min at 94°C, 30 cycles of : 1 mirConfirmation of the

His2 : 5’- AATATCAACAATTCCATG-3 94°C, 2 min at 45°C, 2 min at 72°C, subspecies Lactococcus
final step 5 min at 72°C lactis lactisand cremoris

Conrev 23: 5- GGTGGATGCCTTGGCACT 3'5 min at 94°C, 30 cycles of : 30 se€onfirmation of the genus
Genter : 5-CTCTACCTCCATCATTCT-3 94°C, 30 sec at 52°C, 30 sec at 72°Enterococcus
final step at 4°C
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Table 4 : Microbial characteristics of milk samples (mean value and standard deviation were expressgcin/ioky for spring (n=114)
and winter (n=114)

118

Spring 2006 Winter 2007

Label Means 5 No detectiof Means+t % ofmilk  p (%) Ratio*
TBC 3.79+ 0.58 0 3.41+1.00 2 18 2
Presumptive LAB group

MAB 2.60+0.88 0 1.17+0.88 30 14 27
Enterococcuspp 1.71+0.80 4 0.77+£0.93 54 21 9
Leuconostospp 2.19+0.76 1.13+ 0.96 47 31 11
Lb 1l 1.44+0.83 15 0.91+0.96 56 46 0
Ripening Flora

MCY 2.64+0.50 1 1.20+1.43 56 12 27
Yeasts 1.41+0.88 14 0.43+0.71 66 8

Moulds 0.81+0.69 27 0.26+ 0.56 81 23 4
CNS 3.30+ 0.62 1 3.16+1.41 13

Undesirable’ flora

CPS 1.00£0.97 43 0.46+ 0.77 72 0 3
Coliforms 2.27+0.84 4 0.23+ 0.63 87 20 111
Pseudomonaspp 1.29+0.99 30 0.17£0.67 94 18 13

's : standard deviatiorf;: percentage of milks with no detection of the different groups of microorganisms,
3 (%) = coefficient of correlation of the random factor effect (farms)
“Ratio : ratio of mean for each groups of microorganism (spErgnter).
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Table 5 : Characteristics of microbial clusters of milk samples for spring(mean value and

standard deviation were expressed in log 10 cfu/ml)

Microbial clusters of milk samples

A B C D Total sample
Number of milks 22 31 34 27 114
TBC 3.38+0.29 3.67 £0.25 3.58 +0.32 4.52 +0.633.79 £ 0.58
MAB 1.76+£0.37 2.61+0.47 2.24+0.44 3.72 +£0.832.60 + 0.58

Enterococcuspp 0.98 + 0.54 1.88 +0.48 1.38 +0.52 2.52 £0.761.71+ 0.80

Leuconostospp 1.42+0.50 2.01 £+0.43 2.11 £0.423.11 +0.64 2.19+0.76

Lbll 0.48+0.62 1.32+£0.59 1.75+0.57 1.97 £+0.781.44 + 0.83
MCY 2.22+0.67 263+0.34 2.72+0.332.87 +£0.46 2.63 £ 0.50
CNS 3.09+0.54 3.42+0.332.88 £0.66 3.85+0.413.30 +0.50
Yeasts 091+090 1.27+0.81 1.29+0.213 +0.65 1.41 +0.88
Moulds 06+054 093+0.69 0.74+0.63 0.93+0.79 0.81+0.69
CPS 1.33+£0.92 1.93+0.58 0.19+0.39 0.67 +£0.82.00 +0.97
Coliforms 1.57+0.72 243 £0.52 1.94 +0.61 3.09 £0.752.27 £ 0.84

Pseudomonaspp 1.05+0.89 1.37 +1.01 1.15+0.97 1.58 £ 0.97 1.29 + 0.99

The numbers in bold are the values significantly different to the total sample (p value<
0.01)
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Table 6 : Characteristics of microbial clusters of milk samples for winter (mean value and
standard deviation were expressed in log 10 cfu/ml)

E F G H Total
sample
number of milks 34 15 32 33 114
TBC 3.25+0.8326+0.66 3.39+1.16 3.97 +0.75 3.41+0.99
MAB 0.89+0.81 0.26+0.531.30+0.63 1.72+0.84 1.17+0.88

Enterococcuspp. 0.53+0.730.31+£0.53 0.09+0.28 1.88+0.60.77 +£0.92

Leuconostospp. 0.33x0.65 0.27£0.57 1.68+0.63 1.82 +0.9613+0.96

Lbll 0.17+0.47 0.19+0.49 1.34+0.83 1.58+0.9/M91 +0.97
MCY 0.15+0.61 0.72+1.52 201 +£1.32 1.72+1.331.20+1.43
CNS 3.42+0.67 0.00+£0.00 3.77+0.63 3.75+0.83.16 +1.41

The numbers in bold are the values significantly different to the total sample (p value<
0.01)
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Table 7 : Number of farm for each microbial cluster associated with specific combination

of management practices for spring

Combination of management practices Microbial clusters of farms
A (7Y B (11) C (10) D (7)
Bedding with straw with no additive in the bedding 3 0 0 0
and final temperature of the milking machine cleaning
>40°C and

miliking parlour clean

Bedding with straw and hay and important change of 4 0 0 0
bedding
and milking parlour cleaning with dry method

Bedding with straw and hay 0 0 0 7

and a low or medium frequency of change of bedding

The numbers in parenthesis are the total numbers of farms for each microbial cluster of

farms)
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Table 8: Number of farm for each microbial cluster associated with specific combination

of management practices for winter

Combination of management practices Microbial cluster of farm
E(15Y G(8) H(8)
Stop of milking in winter and final temperature of 8 1 0

the milking machine cleaning >40°C

Final temperature of the milking machine cleaning2C 4 1 8

! The numbers in parenthesis are the total numbers of farms for each microbial cluster of

farms.
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Table 9 : Percentage of farms in the two microbial cluster "F-" and "F+" associated with

management practices (spring and winter seasons)

Management practices Farms affected to Microbial clusters (%)
"F-" (n=5) "F+"(n=6)
Bedding with straw 80,00% 0,00%
Bedding with straw and hay 20,00% 100,00%
Initial temperature of the MM cleaning > 55°C 100,00% 33,33%
Initial temperature of the MM cleaning55°C 0,00% 66,67%

The numbers in bold underline the dominant practice significantly associated with

microbial clusters (p value < 0,05).
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Chapitre IV — Diversité des especes bactériennes majoritaires des laits crus et influence
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1 - INTRODUCTION

Comme nous l'avons montré dans la premiére partie de nos travaux, les équilibres
microbiens des laits different selon les élevages. Cette différence peut étre attribuée a la
saison mais également a certaines conditions d’élevage, elles mémes dépendantes de la
saison. Les conditions de couchage des animaux ainsi que les conditions de nettoyage de la
machine a traire sont des éléments qui influent sur les équilibres microbiens. Les niveaux
de microflores (en particulier les bactéries lactiques) sont les plus élevés lorsque des refus
de foin dans les litiéres sont ajoutés et lorsque les températures de nettoyage de la machine
sont basses. Ces premiers résultats nécessitent d’étre complétés par une analyse plus fine
des microflores des laits. En effet, la technique de dénombrement microbien sur milieu de
culture permet de quantifier des groupes microbiens mais il est difficile d’identifier des
genres ou des especes microbiennes. Or, dans un méme groupe microbien, certains genres
ou especes n'ont pas le méme réle en technologie fromageére. La finalité de ce travail étant
d’identifier des pratiques favorisant I'ensemencement en microflores d'intérét
technologique, il est donc nécessaire d’identifier les genres et espéces de microflores
dominantes. Nous avons donc caractérisé, dans les mémes élevages, les espéces
majoritaires des laits et ceci pour des laits de printemps (2006), en utilisant des techniques
de typage moléculaire « culture indépendante ». Les liens entre conditions d’élevage et
especes majoritaires ont été recherchés. Les résultats obtenus ont fait I'objet de la

deuxieme publication scientifique insérée dans ce document de these :

H. Tormo, A. Delacroix-Buchet, C. Lopez, D. Ali Haimoud Lekhal, C. Roques
Farm management practices and diversity of the dominant bacterial species in raw
goat's milk
International Journal of Dairy Science (acceptée pour publication).
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ABSTRACT

The balance between microorganisms of technological interest and others in raw goat’s
milk has to be controlled to obtain good quality raw milk cheese. Studies on cow’s milk
have already underlined some relationships between management practices and the
microbial quality of milk, but only a few have been carried out on goat’s milk. The aim of
this study was: (i) to determine the main bacterial species present in goat’s milk and (ii) to
identify management practices that may have a potential influence on the bacterial species
in the milk. In order to have a wide variety of management practices, we have selected two
different regions: PDO Rocamadour and PDO Pelardon cheeses.

The bacterial species present in samples of raw goat’s milk from 30 farms in the regions of
interest were characterized by PCR-Temporal Temperature Gradient gel Electrophoresis
(PCR-TTGE) and PCR-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (PCR-DGGE).

The predominant bacterial species in the samples of raw goat’s milk studied belonged to
the generaStaphylococcysArthrobacter and Serratia. Lactic acid bactetiac{ococcus

lactis and Enterococcus faecaliswere only detected in 25% of the milk samples.
Brevibacterium linensvas detected systematically in milk from zero-grazing herds. High
standards of hygiene with regard to milking machine cleaning considerably reduced the
number of dominant species in the milk; lactic acid bacteria, in particular were no longer
detected. On the other hand, inferior hygiene increased the number of species present and
E. faecaliswas more commonly found. Herd health management was a determining factor
in the microbial contamination of the milk samples studied. Inferior health conditions
increased contamination of the milk witerratia and StaphylococcusDirect contact
between the milking room and the goats’ housing appeared to enrich the rmil&ditns.

Our results underlined that it may be possible to influence the balance between the bacteria

present in milk using certain practices.
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INTRODUCTION

The paramount role of the microflora on the sensory characteristics of cheese has been
demonstrated in many studies on various cheese technologies. Suppression of the
microflora in raw milk (by microfiltration or pasteurization) causes a reduction in the
flavour and aromatic differences of the resulting cheese (Beuvier et al., 1997; Bouton and
Grappin, 1995; Buchin et al., 1998; Verdier-Metz et al., 2002). In addition to the value that
certain bacterial populations present in raw milk can provide in terms of the sensory
gualities of the cheese, they have also been shown to have an inhibitory effect on
pathogenic microorganisms (El-Gazzar et al., 1992; Gay and Amgar, 2005). In France,
payment according to milk quality stipulates low microbial counts as a measure of milk
quality, the priority being to reduce the numbers of microorganisms that cause spoilage or
are potentially pathogenic. This necessary reduction in the levels of unwanted
microorganisms has undoubtedly modified the composition of the bacterial flora that is
useful to cheese-making technology. A few studies, most of which were on cow’s milk,
have shown that the balance between the spoilage or pathogenic bacterial flora and the
bacterial flora of technological interest is influenced by farm management practices,
particularly those concerning udder cleaning and disinfection and milking hygiene (Michel
et al., 2001; Michel et al., 2005). Verdier-Metz et al. (2009) also showed that the diversity
of bacterial species in raw milk declined significantly when standards of hygiene (from teat
preparation to milk production) were high. Only coryneform bacteria were detected in
these milk samples. This imbalance, and in particular the absence of lactic acid bacteria,
can decrease the sensory diversity of the resulting cheese. Very few studies have been
conducted on this subject in goats and they investigated only a small number of farms
(Alonso-Calleja et al., 2002; Foschino et al., 2002; Callon et al., 2007). In addition, farm
management practices, from the goats’ housing to milk production, have not been evoked
to explain the variability of the bacterial characteristics of milk. The recent development of
DNA fingerprinting techniques has enabled the use of another approach to analyse the
bacterial communities present in a medium (Coppola and Ercolini, 2008). These methods
are based on DNA extraction without prior microbial culture. This gives a comprehensive
shapshot of the dominant bacterial communities present, without previously selecting
certain microbial groups at the expense of others, as occurs in culture-dependent

technigues. These culture-independent molecular techniques have been applied to the
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assessment of microbial diversity in milk. This is the case in Single Strand Conformation
Polymorphism (SSCP) (Callon et al.,, 2007; Verdier-Metz et al., 2009), Temporal
Temperature Gradient gel Electrophoresis (TTGE) and Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis (DGGE) techniques (Ogier et al., 2002; Ogier et al., 2004; Lafarge et al.,
2004 ; Ercolini et al., 2009 ; Giannino et al., 2009). The objectives of this study were to
elucidate the profiles of the dominant bacterial communities in raw goat’s milk samples
and the relationships between these bacterial communities and farm management practices
(from goat housing to milk production). This study was carried out under real herd
management conditions among 30 farmers of PDO (Protected Designation of Origin)
farmhouse Pelardon and Rocamadour cheeses respectively. TTGE and DGGE techniques
were used to obtain a rapid, comprehensive view of the predominant bacterial species
present in the samples of raw goat’s milk. The relationship between the bacterial species
profile and the farm management practices was investigated by statistical analysis.

MATERIAL AND METHODS

Study description

The present work was conducted in the Languedoc Rlonsand Midi-Pyrénées regions
among producers of PDO (Protected Designation of Origin) farmhouse Pelardon (11
farms) and Rocamadour cheeses (19 farms), respectively. This study was carried out under
real herd management conditions. For the best representation of breeding and milking
production practices, the farms were selected by the Rocamadour and Pelardon cheese
producers’ trade unions. The monitoring period was May and June 2006, because there are
great differences between farms in terms of management practices, for example the daily
temperature ranged from 18°C and 25°C, and the lactation stage from 3 to 5 months for

70% or more of the goats in each flock.

Data collection

For each farm, a survey, observations and measutsmeere carried out by the
investigators. Variables were categorized in seven families: (1) general characteristics of
the farm including the region (2) bedding management practices (3) environmental

conditions during and after milking (4) cleaning practices and cleanness of the Milking
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Machine (MM) (5) MM handling and characteristics (6) quality and cleaning of the teat (7)
cleaning practices of the dairy and milk tank.

Raw milk samples
For each period, three milk samples from the eveniilging were collected from each
farm. The 3 samples were collected on days 1, 4 and 8 from the tank, cooled to 10°C and

stored at -25°C for 15 days. A total of 90 samples were analysed

Temporal Temperature Gradient gel Electrophoresis (TTGE) and Denaturing

Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)

DNA extraction

60 ml of raw milk samples were digested by addition56fmg of pronase (Roche
Diagnostics, Meylan, France) and 100 pl [@mercaptoethanol (Serva, Heidelberg,
Geamany) and were incubated for 3 hours in a 52°C water bath. Bacterial pellets were
obtained by centrifugation at 12 000 g for 20 min at 4 °C and were washed once with
sterile water and once with 10 ml of TES buffer (25 mM Tris-HCI, 0.1M EDTA, 25%
[wt/vol] saccharose; pH 8). Supernatants were discarded and bacterial pellets were stored
at -20°C. Before experimentation, bacterial pellets were resuspended in 500 ul of TES and
the bacteria were mechanically lysed with zirconium beads (diameter, 150 to 200 pm;
Sigma, St.Louis, Mo.) by three cycles of 30s of vortexing with 1 min of storage in ice
between each cycle. DNA purification was performed as described previously (De los
Reyes-Gavilan, 1992).

PCR amplification
The V3 region of the 16S RNA gene is the substi@®CR amplification.
PCR amplification was performed as described by Lafarge et al. (2004).

TTGE and DGGE analysis for identification of bacteria with AT-rich genomes
(TTGE) and GC-rich genomes (DGGE)
TTGE and DGGE analysis were performed as describmdqusly (Lafarge et al., 2004).

Analysis of TTGE and DGGE gels
GelCompar software (Applied-Maths, Sint-Martens-bat®elgium) was used to analyse
TTGE and DGGE gels. Standardization markers were included in all gels with a standard
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gel to adjust for migration difference between gels. Bacterial species isolated from dairy
products were then identified by comparison with a reported reference dairy bacteria
database (Ogieat al., 2002; Ogier et al., 2004).

Statistical analysis of the data
The TTGE and DGGE profiles were encoded for analyalisthe bands (species) were

recorded and scored as 1 if present or O if absent for each milk profile.

Descriptive analysis of the bacterial species present in the milk samples

A descriptive analysis of the milk samples was cdraet: mean frequency of detection of
the various species in the milk samples and number of farms where the species was
detected in at least two of the three milk samples collected. Correlations between species

were investigated.

Cluster analysis of the bacterial species present in the milk samples

Classes of milk bacterial species were defined. Was achieved through principal
component analysis (PCA), then agglomerative hierarchical clustering (AHC) on the PCA
factors, followed by classification on the basis of an optimal cut-off level. Bacterial species
exhibiting little variability across milk samples from the various farms (i.e. where 90% of
milk samples were positive or negative for the species in question) were introduced into
the analyses as illustrative PCA variables. This analysis was carried out using SPAD
software (version 5.5). In order to study the relationships between the bacterial species
classes and farm management practices, it was necessary to assign farms to the class that
corresponded to the majority of their milk samples (where two or three of the three milk
samples from the farm belonged to the same class). Where the farm’s three milk samples
belonged to three different classes, the data on this farm were not included in the following

analysis.

Identification of farm management practices predictive of milk bacterial profiles

Two approaches were used to investigate the rel&ijpsisbetween the presence of
bacterial species and farm management practices.

- ldentification of farm management practices predictive of bacterial species class
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Farm management practices were classified according to their ability to discriminate, in

a chi? test, between the farms’ classes of representative bacterial species.
- ldentification of farm management practices predictive of the presence of bacterial

species.
The probability of the presence of bacterial species when certain farm management
practices were used was described using a mixed logistic model (GLIMMIX procedure,
SAS 9.1) adjusted for the farm effect. Logistic regression is a statistical technique that aims
to produce a model from a set of observations that is capable of predicting the values of a
categorical variable from a series of continuous and/or binary explanatory variables. In our
case, the categorical variable is the microbial species, and it has two possible values: no
detection or detection. The explanatory variable, the farm management practices, is binary.
The effect of farm management practices on the presence of the bacterial species was
estimated using their odds ratio. The odds ratio is the ratio of the probability of occurrence
of an event (in this case, detection of a species) to the probability of nhon-occurrence. The
between-farm variance relative to the total variance of random effects (sum of the
between-farm variances and within-farm variance) is estimated by the coeffici&s)t
This descriptor is used to assess how much of the variability in the detection of a microbial
species is due to between-farm variability and by subtraction, how much is due to within-
farm variability. When within-farm variability is high, the effect of the factor in question is

reduced.

RESULTS

Some samples could not be processed due to problems with extracting microbial DNA,
despite repeated attempts. The results therefore pertain to 81 of the 90 milk samples taken
at the 30 farms.

Descriptive analysis of each species and correlation between bacterial species

Three milk samples were analysed for 21 of the faans 2 milk samples were analysed

for 9 of the farms. Analysis of the TTGE and DGGE profiles revealed a high frequency of
staphylococci in the milk samples analysed (table 1). Staphylococci were detected in 54%
of the samples and were found in samples from 19 farms, including 14 where they were
detected in at least 2 of the 3 milk samples from the f&erratia fonticola an®erratia
marcescensvere also dominant species. They were found in 52% of the milk samples and
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in milk from 14 of the farms, including 10 where they were detected in at least 2 of the 3
milk samples analysed. The next most predominant typeAstasobacter followed by
Lactococcus lactisand Enterococcus faecalisDetection of the latter two species was
rather sporadic for farms where they were detected in the milk, so althdaghs was
detected in milk from 15 farms, it was only present in at least 2 of the 3 milk samples from
6 of them. SimilarlyE. faecaliswas detected in milk from 14 farms, but was only present

in at least 2 of the 3 milk samples from 4 of them. Other species were detected at low
frequency (less than 20%).

The correlations between species (R values) were low. Significant positive correlations
were found between: S .fonticola, marcescenand C. flavescens (R = 0.319, p = 0.004),

S. fonticola, S. marcescensand Arthrobacter (R=0.273, p=0.014f,. faecalis and
Enterobacteror Raoultella planticola (R= 0.364, p=0.001). A negative correlation was
found between L.lactis and Brevibacterium lin¢Rs=-0.275, p= 0.013).

Description of the bacterial species classes

The variability of the distribution of the bactersgecies in milk samples was assessed by

performing a cluster analysis of the samples on the basis of the bacterial species detected.

The milk samples from the 30 farms studied fell into five bacterial species classes. These

classes accounted for 56% of the total variability of the milk bacterial species. The species

that contributed to the construction of the classes v&ephylococcuspp.,S. fonticola,

and S. marcescensL.lactis and E. faecalis The other species were introduced as

supplementary variables.

The data on these classes are shown in figures 1 to 5.

- Class A (figure 1): 15 milk samples from 11 farms that contained only 1 to 3 of the
9 species detected. These milk samples therefore exhibited very low species diversity.

- Class B (figure 2): 19 milk samples from 13 farms that predominantly cont&ned
fonticola and/or S. marcescen§95% of milk samples on average) and Arthrobacter
(68%). No enterococcie, faecalisandE. faecium or L.lactis were detected in these
samples.

- Class C (figure 3): 18 milk samples from 11 farms, which all containkedtis. The
other species were detected at a frequency identical to the total sample, ex&ept for
faecalis and B.linensvhich were not detected in this class.
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- Class D (figure 4): 13 milk samples from 7 farms. It was the most stable class in terms
of the bacterial species profiles found on each farm, with 4 of the 7 farms where this
class was found having 2-3 class D samples (i.e. 57% of farms where at least 2 samples
were in the same class, compared to 23—-36% for the other classes). These samples all
containedB.linens while the other classes did not. The frequency of detection of the
other species was the same for all the milk samples analysed, exdejadbs andE.
faecium which were not detected.

- Class E (figure 5): 16 milk samples from 13 farms. This class was characterized by
systematic detection dE. faecalisand higher than average detectionEoffaecium
Enterobacterspp. and/orR. planticola. It is the class with the highest number of

microbial species (8 of the 9 species detected).

Identification of farm management practices predictive of bacterial species class

Twenty of the 30 farms were assigned to the bactepaties profile classes. It was not
possible to assign the ten remaining farms to a predominant class because their three milk
samples belonged to three different bacterial species classes.

Some specific associations were demonstrated between the farms in the various bacterial
species classes and their farming practices (table 2). Bacterial species class A contained
4 farms. This class, which was characterized by low bacterial species diversity, showed a
significant association with farms where the milking machine was clean (12 inspected
areas found to be clean).

Bacterial species class B, which was characterized by a higher rate of detection of
S. fonticola, S. marcescensind Arthrobacter and no detection of lactic acid bacteria
(L.lactis, Enterococcusspp.), was significantly associated with farms where udder trauma
(eversion, nodules, enlarged lymph nodes) was found (3 of the 5 class B farms). The
farmers in this class (4 of the 5 class B farms) did not monitor somatic cell counts in their
herds.

Class C, characterized by the systematic presentdaatis, contained 4 farms. On 3 of

the 4 farms, the milking rooms were in direct contact with the goat housing and had no
washable sanitary trap. Three of the 4 class C farms had a clean milking machine.

Class D, in which milk systematically contain@&ilinens contained 4 farms. These farms

all used zero-grazing and did not halt production in winter.

Class E, which exhibited the greatest species diversity and in ithidaecaliswas

systematically detected, was significantly associated with milkers not washing their hands
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before milking. Furthermore, as for class D, it was predominantly composed of farms
where it was considered that milking machine cleaning was inadequate. Indeed, only 2 of
the 7 farms in class D and E had milking machines that were considered clean.

The farms’ class assignment was independent of the geographical region in which they
were located.

Identification of farm management practices predictive of the presence of
bacterial species

The results of the statistical analysis using theewhilogistic model are summarized in
table 3. A significant association was found between detectitradtis and the location

of the milking room. Indeed, the probability of detectlngactis (value of the odds ratio)

was 4.2-fold higher when the milking room was in direct contact with the goats’ housing.
This association was also found with the practices of the representative class C farms,
where L.lactis was detected in all the milk samples.

The greatest association with the detection of enterococci was lack of hand-washing by
milkers: the relative risk compared to milkers who washed their hands was 5.2. This
association was also found with class D farms, the class in which enterococci were
dominant.

The mean relative risk for the detection of staphylococci in milk on farms that did not use
the milk testing system was 5.6, and 4.3 when milking machine tubes were not dried. The
absence of homeopathic therapy at “drying-off’ seemed to be associated with a high
probability of detectingSerratia fonticola andSerratia marcescens milk. Indeed, the
probability was 6.8-fold higher when no homeopathic therapy was given. The probability
of detectingSerratiaspecies was also higher when teat cup liners were not changed every
year (odds ratio: 5.5).

A higher frequency of detection of B.linewss related to the practice of zero-grazing (6.7-
fold probability of havingB.lineng. Arthrobacterwas more commonly detected in milk
from farms where the storage facility was not considered clean and those that did not rinse
the milking machine with water before it was cleaned (mean odds ratios of 4.4 and 18.7,
respectively).

It is important to point out that between-farm variability for the lactic acid bacteria group
was low and virtually nonexistent for enterocogck(.001%). The within-farm variability
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was therefore high, which minimizes the influence of farm management practices that
affect the detection of the bacterial species in question.

For the other bacterial species, no farming practices were associated with a higher
probability of detection.

The distribution of the microbial species in the milk samples was independent of the

geographical region in which the farm was located.

DISCUSSION

The most commonly detected microflora in the samples of goat’s milk analysed were
staphylococci (54% of the milk samples and 19 of the farms). These results corroborate
those of Valleet al. (1991) and Kyozairet al. (2005). The twdSerratia species,S.
fonticolaandS. marcescensvere also predominant microflora (52% of the milk samples,
and 14 of the farms). To our knowledge, no studies have yet reported the dominance of the
genusSerratiain goat’s milk. S. marcescenkhas been detected in cow’s milk however
(Ercolini et al., 2009).

Coryneform bacteriaArthrobacterandB.lineng were also detected fairly frequently in the
goat’'s milk samples, especially the geurshrobacter (nearly 40% of the milk samples

and 16 of the farms)Arthrobacterspp. have already been detected frequently in goat’s
milk from one farm (Callon et al., 2007) and in cow’s milk from 26 farms (Verdier-Metz et
al., 2009).B.linensis also frequently detected in cow’s milk, as shown in studies by
Verdier-Metzet al. (2009): 90% of milk samples from 67 farms contained this species. To
our knowledge, no studies have reported the presence of this bacterium in goat's milk.
L.lactisandE. faecaliswere the two species of lactic acid bacteria most commonly present
in the milk samples analysed (28% of the milk samples and 15 of the farm&fdis and

22% of the samples and 14 of the farmsHoffaecali3. Among the Lactic acid bacteria,
L.lactis and E. faecalisare the two species most frequently isolated from cow’s milk
(Corroleret al., 1998; Dalmasset al., 2008; Rasolof@t al., 2010), from goat’s milk
(Badiset al., 2004a; Calloet al., 2007) and sheep’s milk (Carieli al., 2003). The low
detection frequency of Enterobacteita,faecium andC. flavescensorroborate previous
studies by other authors on goat’s milk (Callon et al., 2007) and cow’s milk (Ercolini et al.,
2009; Giannincet al., 2009; Verdier-Metet al., 2009). Thus, the species most frequently

detected in milk tend to be microflora of technological importance in cheese-making.
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Staphylococci and corynebacteria are ripening microflora that contribute to the flavour and
appearance of the cheese (Hernmaeral., 1992).L.lactis is the species most frequently
cited for its acidifying capacity (Casaltet al., 1995; Lafargeet al., 2004) and its
involvement in the production of flavour and aromas (Corretel., 1999).

However, in cheese-making technologrratia tends to be classified among the spoilage
microflora (Coiffier, 1992).

The association between farm management practices and both milk bacterial classes and
the presence of individual bacterial species reveals farm management practices that differ
according to bacterial class or the bacterial species detected, independently of the region.
The cleanness of the milking machine is a determining factor in the diversity of the species
present in the milk. Thus, the class A microbial species profile, characterized by low
bacterial species diversity in the milk (at most 3 out of the 9 species detected) and the
absence of lactic acid bacteria, was significantly associated with milking machines for
which all the areas inspected were clean. This result is consistent with those of Verdier-
Metz et al. (2009) in cows, in which the diversity index declined when milking hygiene
was improved.

The presence dberratiain milk was significantly associated with the health of the herd
(udder health and monitoring of the herd’s health). It is highly probable that the presence
of Serratiain milk is partially due to contamination of the teat surface or subclinical
mastitis. Indeed, previous studies have shown &amarcescenss an opportunistic
pathogen of environmental origin that is sometimes involved in subclinical mastitis in
ruminants (Todhunteet al., 1991; Bergonnieet al., 2003). The probability of detecting
Serratiawas also higher when teat cup liners are not changed annually. Worn liners are
often cracked, which could favour their colonization by microflora derived from the
udders.

The frequency of detection of staphylococci in milk was also significantly associated with
absence of herd monitoring by the milk testing system. Staphylococci and in particular
coagulase-negative staphylococci are the bacteria most commonly responsible for
subclinical mastitis in goats (Bergonngral., 2003). Subclinical mastitis is more likely to
develop in herds that are not subjected to health monitoring. However, this hypothesis
remains to be verified because staphylococci belong to the normal skin flora of animals

and humans.
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The probability of detecting.linensmore frequently was higher in zero-grazing herds, a
practice that is highly correlated with continuous milk production. To our knowledge, no
studies have reported this resutlinensis widespread in nature. However, its presence
has been shown in very diverse environments: soil (Crombach, 1974), bedding (Schefferle,
1966; Mohan, 1981), plants (Keddieal., 1966; Owens and Keddie, 1969), dairy products
(Abd-El-Malek and Gibson, 1952; Jayne-Williams and Skerman, 1966; Crombach, 1974)
and human skin (Pitcher and Noble, 1978). The higher frequency of detecBoimehs

in herds that are kept indoors may be due to a higher microbial concentration of this
ubiquitous species (permanent contact with bedding, potentially greater air contamination
on account of the constant presence of the animals inside the buildings, etc.). Furthermore,
the milking machine is in continual contact with milk (continuous milk production for
zero-grazing herds). There may therefore be greater contamination of the milking machine
with B.linensfrom milk.

The frequency of detection of enterococci and in partidaldaecaliswas associated with
milkers’ standards of hygiene and to a lesser extent with animal density. Warm-blooded
animals, plants and insects are the normal hosts of enterococci (Fatkdan2002), so it
stands to reason that they should be found frequently when standards of hygiene are poor.
As for L.lactis, it was most often present when the milking room was in direct contact with
the goats’ housing. Klijnet al. (1995) isolated strains df.lactis from dairy farm
environments (from the cattle’s udders, skin and saliva, soil near the livestock housing,
feed, silage and fresh grass, so these environments could be partially responsible for
introducing L.lactis to the milk. Fodder in the bedding could also be a source of
contamination with lactic acid bacteria, as has been demonstrated for certain lactobacilli
(Boutonet al., 2005). Thus, during milking, permanent contact with the goats’ housing

would tend to favour contamination of the milk with L.lactis

CONCLUSION

The predominant bacterial flora in the milk from the farms studied belonged to species of
the generaStaphylococcuysArthrobacter and Serratia. The lactic acid bacteria species
L.lactis and E. faecaliswere detected in about 25% of the milk sampEénenswas

detected systematically in milk from farms using zero-grazing.
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The association between bacterial species and farm management practices shows that it is
eventually possible to identify factors in farm management that can be used to improve
control over the microbiological quality of milk intended for cheese production,
independently of the region studied. The milking machine and especially its cleanness
were determining factors for bacterial species diversity in the milk samples. Herd health
management was also a key factor for the balance of the bacterial flora. Inferior herd health
conditions and infrequent monitoring favoured contamination v@th fonticola or
Staphylococcuspp.

When hygiene standards are observed, particularly those applying to milkers, the fact that
direct contact between milking rooms and the goats’ housing enriches the ilaatis

(a lactic acid bacteria of technological interest in cheese production) is an interesting result
that merits further investigation. The latter conclusion needs to be examined in more detail
through molecular analysis of thelactis strains present in the environments close to the
herd (fodder, bedding, udders, air) to evaluate their similarity with the strains present in the
raw goat’s milk, for greater understanding of the sourcek.lattis. This future work

would make it possible to identify the main origin of the straink.lafctis found in the

milk.
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Table 1: Frequency of detection of bacterial species (in ascending order) in the milk samples and the number of farms where the various speci

detected.
Bacterial Species Frequency of  Number of farms in which species Number of farms in which species were detected at least
detection in milks were detected in 2 among the 3 milks
(%)

Enterobacter spp, R.planticola 3,14 4 2

E. faecium 6,05 5 0
C.flavescens 8,39 4 2

B linens 15,67 7 4

E. faecalis 22,22 14 4

L.lactis 28,06 15 6
Arthrobacterspp. 39,86 16 12
S.fonticola, S.marcescens 52,00 14 10
Staphylococcus spp. 53,60 19 14
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Figure 1: Mean frequency of detection of the bacterial species in class A milk salllbles () and in all the "imples ( ). The signs betwe:

brackets indicate a significant difference (lower or higher frequency) between class A and the total sample (p<0.05).
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Figure 2: Mean frequency of detection of the bacterial species in class B milk salllbles () and in all the "imples (). The signs betwe

brackets indicate a significant difference (lower or higher frequency) between class B and the total sample (p<0.05).
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Figure 3: Mean frequency of detection of the bacterial species in class C milk salllbles () and in all the "amples (). The signs betwe

brackets indicate a significant difference (lower or higher frequency) between class C and the total sample (p<0.05).
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Figure 4: Mean frequency of detection of the bacterial species in class D milk salllbles () and in all the "imples (). The signs betwe:
brackets indicate a significant difference (lower or higher frequency) between class D and the total sample (p<0.05).
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Figure 5: Mean frequency of detection of the bacterial species in class E milk salliples () and in all the @amples (). The signs betwe
brackets indicate a significant difference (lower or higher frequency) between class E and the total sample (p<0.05).
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Table 2: Breakdown of the farms according to management practices and bacterial species class (the numbers in bold type are far

associated with an over- or under-represented microbial species class (p<0.05)).

Management practices Number of farms Bacterial species class
A B C D E
Number of farms according to the bacterial species class
4 5 4 4 3

Milking machines for which all the areakl 4 2 3 1 1

inspected were clean

Udders with nodularity or nodes 4 1 3 0 0 0
No monitoring of the somatic cells 8 0

Sanitary trap not washable 5 2 0 3 0 0
Milking parlour in direct contact with the

goats’ housing 6 0 1 3 0 2
Milkers who didn't washed their handsg 1 1 1 1 3

before milking

Zero-grazing 7 0 2 1
Continuous milk production 8 0 3 1
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Table 3: Farm management practices significantly associated with bacterial species

Bacterial species Farm management practices Probability of the detection of th©dd- P(%) p (%)
species (%) Ratio

L.lactis Milking parlour in direct contact with the goats’ housid§, 78 vs 17,43 4,16 4,04 33,03
vs no direct contact

E. faecalis E. lack of hand-washing by milkers vs hand-washing

faecium 47,67 vs 14, 98 5,17 0,80 0,00
Animal density <2,5m?/goat vs >2,5m?/chevre 47,05 vs 20,29 3,44 3,79 0,00
No milk control vs milk control 69, 22 vs 28,64 5,6 1,53 43,84

Staphylococcuspp. No drying of the internal fields of the milking machine ¥2,40 vs 37, 92 4,29 3,90 45,71
drying
teat cup liners were not changed every year vs remo®al3 vs 30, 41 5,55 2,07 54,70

Serratia fonticola every year
Absence of homeopathic treatment vs homeopa®di®7 vs 21,46 6,79 2,20 54,19
treatment

B.linens Zero-grazing Vs grazing 31,23 vs 6,50 6,67 4,10 34,15
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1 - INTRODUCTION

L’analyse des profils TTGE (chapitre 1V) montre dukactis et Enterococcuspp. sont les
bactéries lactiques détectées les plus fréquemment dans les laits et que les conditions
d’élevage influent sur les profils d’espéeces bactériennes.

La méthode PCR-TTGE présente I'avantage d’étre rapide et permet de détecter les
especes bactériennes. Cependant, ne sont détectées que les espéces majoritaires. D’autre
part, l'identification des espéces n'est en fait qu'une assignation a une espéce
(comparaison par rapport a un référentiel d’espéces existant). Cette partie se focalise sur la
caractérisation des bactéries lactiques mésophiles (genres, especes sous-especes). La
dominance de ces microorganismes dans les laits est recherchée car ils jouent un role
déterminant en transformation fromagére (acidification, implication dans I'élaboration de
levains lactiques naturels). Une premiere étude a été réalisée dans 17 élevages issus des
38 élevages choisis aléatoirement provenant des zones géographiques des AOP
Rocamadour et Pélardon. Les isolats issus des laits de ces exploitations, prélevés sur une
gélose élective par rapport aux bactéries lactiques ont été caractérisés par méthodes
phénotypiques, chimiotypiques et génotypiques. Quel que soit la zone considérée, le
génotype Lactococcus lactis lacést dominant au sein de I'espece L.lactis

Afin de valider ce résultat car la détectionldiactis cremorisest peu fréquente dans
les laits des élevages (un seul élevage dont la majorité des souches appartiennent a cette
sous-espece), une zone géographique supplémentaire, la Franche-Comté a été investiguée.
Cette région a été choisie en raison de conditions différente (climat, installations de traite)
ayant un impact potentiel sur la répartition des especes de bactéries lactiques dans le lait.
Les élevages de Franche-Comté ont en effet la particularité d’utiliser des de pots trayeurs
contrairement aux exploitations des deux autres zones qui sont toutes équipées de
lactoducs. Cette spécificité est importante car les conditions de nettoyage (automatique a
semi-automatique pour les installations de traite équipées d’un lactoduc, nettoyage manuel
des bidons pour les installations équipées de pots trayeurs) sont difféerentes. Ces conditions
peuvent avoir une influence sur la répartition des espéces microbiennes des laits comme
cela a été montré par Verdier-Metz e{2009).

Quatre élevages issus de cette troisieme région ont été suivis et les laits analysés. Les
liens entre conditions d’élevage et especes ou sous-espéces de bactéries lactiques ont été

recherchés.
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L’analyse globale des laits des trois régions ainsi que I'étude des effets de la région et des
conditions d’élevage sur la répartition des especes et sous-especes de bactéries lactiques

ont fait I'objet de la publication insérée ci-apres.

H. Tormo , D. Ali Haimoud Lekhal, C.Roques
« Phenotypic and Genotypic characterization of lactic bacteria of raw goat milk and
effect of farming practices on the dominant species of lactic acid bacteria »

International Journal of Food Microbiology (soumise pour publication)
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ABSTRACT

Lactic acid bacteria, in particuldr. lactis play a decisive role in the cheese making
process and more particularly in lactic cheeses which are primarily produced on goat dairy
farms. The objective of this study was therefore to identify the main lactic acid bacteria
found in raw goats’ milk from three different regions in France and evaluate if certain
farming practices have an effect on the distribution of species of lactic acid bacteria in the
various milk samples. ldentification at genus or species level was carried out using
phenotypic tests, SDS-PAGE whole-cell protein profile analysis, genotypic methods
including repetitive element REP-PCR, species-specific PCR and 16S rDNA gene
sequencing. The distribution of the main bacterial species in the milk samples depends on
the farms and their characteristics. Out of the 146 strains identified, L. lactis was the
dominant species (60% of strains), followedHyterococcug38%) of whichE. faecalis

and E. faecium The lactis genotype was detected more frequently lthlactis cremoris

(74% vs. 26%). The predominanceloflactis cremorisdepends on the geographical area
studied. It appears that the animals’ environment (bedding, direct contact of the goat shed
with the milking parlour) plays a role in the balance between the dominaricelautis

and Enterococci in raw goats’ milk.

Keywords:Lactococcus lactisEnterococcuspp; goat milk; SDS-PAGE; REP-PCR; 16S

rRNA gene sequencing; farming practices.
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INTRODUCTION

The sensorial particularity of farmhouse goats’ cheese is partly linked to the use of raw
milk of which the properties vary according to farming practices that are specific to each
farm. The physico-chemical characteristics of milk depend on the breed of goat and the
feed, which in turn influence the technological and sensorial characteristics of the cheeses.
The microbial flora in raw milk is also a key characteristic in cheese quality as it increases
the diversity of flavours (Steele et Unlet992 ; Foyet al., 1996 ; Lynclet al., 1997). Due

to their acidifying capacity, lactic acid bacteria play a key role in the acidification of the
curd essential to cheese making, but they also contribute to cheese aroma and texture as
they possess endo and exopeptidases which are involved in the production of sapid
molecules; they generate precursors of aromatic compounds (Maietiehh, 2001 ;
Herreroset al., 2003). Lactic acid bacteria are also very important in the manufacturing of
farmhouse raw goats’ milk cheese as the coagulation at low temperature (20°C) lasts
approximately 24 hours. The whey, richLiactococcus lacti§Tormo et Talliez 2000), is

used as a natural lactic starter. Raw milk is often described as a major source of lactic acid
bacteria in the whey (Bachmamt al., 1996 ; Centenet al., 1996 ; Manopouloet al.,

2003 ; Duthoitet al., 2005) and so it is important, particularly for these cheeses, to control
the microbiological quality of the milk as the success of the whey and the cheese depends
on it. The dominance df .lactisin the whey is a factor of success (Demarigyal.,

2006). Raw milk, rich irL .lactis may therefore be very interesting, particularly for this
type of cheese making. Certain studies have shown that the microbiological characteristics
of milk depend on the farm and the farming practices (Miehall., 2001 ; Verdier-Metz

et al.,, 2009 ; Tormeet al., 2010 ). However, to date, no studies have been undertaken
which look at the relationships between the species of lactic acid bacteria found in raw
milk and the farming practices.

The objective of this study was to (i) identify the major lactic acid bacteria in raw goats’
milk that potentially have the capacity to acidify raw milk. The bacteria were identified
using phenotypic tests, SDS-PAGE whole-cell protein profile analyses and genotypic
methods including repetitive element REP-PCR, species-specific PCR techniques, 16S
rDNA gene sequencing; (ii) to evaluate the relationship between farm practices and the
distribution of dominant species of lactic acid bacteria in raw goats’ milk.
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MATERIAL AND METHODS

Choice and monitoring of farms

The 21 farms selected were all farms producing farmdh@asts’ cheese from the three
geographical areas: PDO Rocamadour (11 farms), Pélardon (6 farms) and Franche-Comté
(4 farms). They were chosen on the basis of their diverse farming practices and methods of
milk production and were representative of their region. The size of the farms also varied.
The practices were monitored in May and June 2006 and the information is summarised in
table 1. For each farm, milk samples were collected after milking; the samples were cooled

to 10°C and frozen at -25°C for a maximum of one month.

Isolation and purification of lactic acid bacteria

Elliker medium modified according to Chamba et @81) was chosen for the isolation
and culture of lactic acid bacteria. This selective medium is used to count acidifying
bacteria of which the majority are lactic acid bacteria.

After inoculation in the mass of 1 ml of 1/10 and 1/100 dilutions of milk in sterile buffered
peptone water (Biomérieux, France) and incubation 72h at 20°C, approximately ten
acidifying bacterial colonies (colonies with yellow halo) were isolated from the suitable
dilution (between 30 and 100 colonies in the Petri dish) and incubated in Elliker broth
overnight at 30°C. The isolates were purified by subculture on Elliker agar (48h, 30°C),
then incubated overnight at 30°C in Elliker broth. The bacterial pellets obtained were
frozen and stored at -80°C in reconstituted sterile semi-skimmed milk (150g/l) with 20%
glycerol (500 | of pellet in 500 . of broth).

General procedure for identification of lactic acid bacteria

Firstly the bacterial isolates were characterizeshgigihenotypic tests in order to verify

that the isolates were lactic acid bacteria. Strains belonging to groups of lactic acid bacteria
with different phenotypic profiles and from milk samples from different farms were
selected for the continuation of the characterisation (whole-cell protein profiles, species-
specific PCR, REP-PCR).
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Phenotypic characterisation of the isolates

The Gram positive, catalase negative isolates waslgseed at genus level. The growth of

the isolates on Elliker broth (AES laboratories, Combourg, France) at 10°C for a week, at
45°C, pH 9.6 and 6.5% (P/V) salt for 96 hours as well as growth in "litmus milk" was
tested. The isolates identified as belonging to the geac®coccusvere characterised at
species and subspecies level using the following tests: growth in Elliker broth (DIFCO,
France) with 4% salt and at 40°C, ability to ferment maltose, ribose, sorbitol and raffinose
in MRS broth (DIFCO, France). The presence of an arginine dihydrolase was investigated
in BHI broth with 0.3% arginine. After incubation 24 hours at 30°C, 2 to 3 drops of

Nessler reagent were added. An orange precipitate indicates the presence af the NH

Whole-cell Protein Patterns

The procedure described by Demarigetyal. (2006) was used. Digitized gel pictures of
whole-cell proteins were normalized by comparison with reference bands (G-Box,
SYNGENE). A visual comparison of the profiles of the proteins from the strains for which

the DNA fragments had been sequenced was made with the other profiles.

PCR-Based method

DNA extraction
Strains were incubated at 30°C for 24h in MRS bt genomic DNA was extracted
using the Nucleospin tissue kit (Macherey Nagel, 67 722 Hoerdt, France).

Partial 16S rRNA sequencing

The strains with different profiles (phenotypic, SPBGE, Rep-PCR) were sequenced

and subsequently assigned at species or subspecies level. The protein profiles and the REP-
PCR profiles of the non sequenced strains was compared to the profiles of the strains for
which the DNA fragments have been sequenced in order to assign these strains at species
or subspecies level.

The 16S rDNA gene (V1-V4) was amplified by PCR using primers E8F and E807R (Baker

et al, 2003). DNA was amplified in 5L volumes containing 50 ng of template, 500

dNTPs, 5M of the respective primers, 2.5U of Tag DNA polynserginvitrogen, Cergy

Pontoise, France) and Thermopol buffer 10X. PCR products were cleaned using
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QUIAquick columns (Qiagen, France) according to the manufacturer’s instructions and
subsequently commercially sequenced (Eurofins MWG biotech, 91967 Les Ulis, France)
using primer E8F. The analysis of the chromatoGrams and the multiple alignments were
carried out using MEGA 4.1 software (Tamura et al, 2007). Subspecies identification was
carried out by construction of a phylogenetic tree (using MEGA 4.1, Neighbor Joining
method, bootstrap 1000) using the sequences obtained from the sequencing and the
sequences of  Firmicutes species acquired on the NCBI  website
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

The primer sequences and the PCR amplification conditions are recapitulated in table 2.

PCR amplification

The strains were confirmed to belong-tactococcus lactisubsplactis, Lactococcus lactis
subsp cremori®r Enterococci by means of a PCR-based metbactoccus lactisubsp

lactis or subspcremoriswere identified using primers His 1 and His 2 (Corraeml.,

1998). Enterococcal DNA was amplified using primers Conrev 23 and Genter according to
Frahmet al. (1998). In all cases, amplification reactions were performed in a final volume
of 25 pl containing 1X reaction PCR buffer (Qiagen, France), 0.3uM of each opposing
primer, 2.5 mM of MgCI2, 0.2 mM of each deoxynucleoside triphosphate, 0.5 U Taq
polymerase and 5uL of DNA.

Inter-Repetitive Extragenic sequences were amplified by means of two 18-mer primers in
combination (REP 1R-Dt, REP 2-D) (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) as described in
other publications (Versaloviet al., 1991; Berthieet al., 2001). The final PCR reaction
mixture was 25]: 2uM of each of the PCR primers REP-1 and REP-2, BD0Ofieach of

the desoxyribonucleotides (dNTP) (Invitrogen, Cergy Pontoise, France), 0.4 units of Taq
DNA Polymerase (Invitrogen, Cergy Pontoise, France), PCR Buffer 1X with MgCI2
(1/10th of total volume) (SIGMA, France) and b af extracted DNA.

The primer sequences and the PCR amplification conditions are recapitulated in table 2.
The amplification cycles were performed with a thermal cycler (Gene Amp PCR System
9700, Perkin Elmer), then 28. of PCR product were electrophoresed in a T0§gakem

GTG agarose gel (Sigma) in TBE (Tris-Borate-EDTA pH8) at 100 V for 3h. The 123-pb
DNA ladder (Invitrogen, 95613 Cergy Pontoise, France) was used as a size standard. The
DNA fragments were stained with ethidium bromide (Sigma), examined under UV light
(312nm) and photographed (G-Box, SYNGENE). Digitized gel pictures of Rep-PCR were

normalized by comparison with reference bands (G-Box, SYNGENE). A visual
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comparison of the REP-PCR profiles from the strains for which the DNA fragments had

been sequenced was made with the other profiles.

Statistical analysis

For each farm, a dominant species or genus wasnass{@0% of the isolates for each
farm) with a dominant species or genus). The relationships between the dominant species
or genus on the farm and the management practices were studied using Pearson’s chi-

square test (SPAD version 5.5, Pantin, France).

RESULTS

Phenotypic characterization of isolates

A total of 204 out of the 206 isolates hatlactococcusor Enterococcugphenotype. For

these 204 isolates, 6 phenotypic profiles were distinguished (table 3). Profiles A and B
correspond to the phenotyf@terococcug47.5% of the strains). These two profiles differ

in their capacity to coagulate milk: the isolates in group A do not coagulate milk, whereas
those in group B do. Profiles C, D, E and F correspond to the phen@gfmeoccus lactis
(52.5% of the strains). The strains belonging to profiles D, E and F have the phdnotype
lactis subsp.lactisas they can grow in the presence of 4% NaCl, at 40°C, hydrolyze
arginine and produce acid in the presence of maltose. The strains in groups E and F can
grow at pH 9.2. The strains in group E can grow in the presence of 6.5% NaCl. The strains
in group C have an unusual phenotypic profile as they do not grow at 40°C and do not
hydrolyze arginine. They have a phenotype similar to thatlatis cremoriseven though

they grow in the presence of 4% salt and most grow at pH 9.2. A total 146 strains out of
the 206 were selected according to their different phenotypic profiles (belonging to the
different groups A, B, C, D, E and F) and characterized (protein profiles, genotypic

characterization).

Whole-cell Protein characterization of isolates

Figure 1 presents the protein profiles of the segetibacterial isolates. The profiles of the
other isolates were compared with the profiles of the sequenced isolates. The species
identified wereE. faecalis E. faeciumL.lactis. It was difficult to differentiate betweds.
faecalisandE. faeciumusing the SDS-PAGE profiles whilst the profiles of the subspecies

lactis andL.lactis cremoriswere distinctly different (figure 1). Eighty-two strains had
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protein profiles assigned to the spedidactis and 58 strains had profiles assigned to the
genusEnterococcusSix strains had protein profiles that could not be assigned to the genus
Enterococcusor the species.lactis. The DNA of three of the latter was sequenced and
identified ad_.lactis lactis The correlation between the identification of the strains and the
SDS-PAGE profiles is good, particularly farlactis. Indeed, 95% of the strains with a
L.lactis phenotypic profile hadl.lactis SDS-PAGE protein profiles (profiles LI, II, 1, IV

and C1). FoEnterococcusspp., the correlation was not as good: 70% of the strains with
an Enterococcusspp. phenotypic profile were associated withterococcusspp SDS-
PAGE protein profiles (profiles EI, II, lll, IV, V and VI).

Genus, species and subspecies amplification of DNA

Genus and species specific PCR confirmed thiaictis and Enterococcusspp. were the
dominant lactic acid bacteria isolated from Elliker agar modified according Cheinaba
(1981). So, 73 strains were identifiedlakctis lactis (50% of strains tested), 17 strains
as L.lactis cremori§12%) and 56 strains as enterococci (38%).

REP-PCR

Figure 2 shows the profiles obtained from the l1l4€lates. Four main groups can be
distinguished: A, B, C and D. Profiles A and B were assigned to the spedaecalisand

E. faecium profile C toL.lactis lactis and D toL.lactis cremoris Contrary to the whole-

cell protein profiles, it was possible to differentiate the REP-PCR profiles assigned to
Enterococcus faecaliprofiles A2, B1) from those correspondingEnterococcus faecium
(profiles Al, B2) despite certain similarities between the 2 species (profiles B1, B2 and
Al, A2).

Partial 16s rRna sequencing

51 strains representative of the diversity of thenplygpic, genotypic and protein profiles
were classified genetically into 5 species by partial 16s rRNA sequencing (fig 3). The two
main groups contain the genunterococcus(group II) divided into 2 sub-groups
containing the specids. faecalis(ll.1) andE. faecium(ll.2) and the specidsactococcus

lactis (group 1) divided into two subspecikdactis lactis(l.1) andL.lactis cremoris(l.2).
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Two strains did not belong to these groups and were identifié@r@soccus viridanand
Streptococcus parauberi§he correlation between the results of the phenotypic tests, the
PCR tests and the sequencing is reported in table 4.

From the phenotypic tests it is possible to predict the spedesdis as 26 strains out of

the 33 were identified ad.lactis The 7 remaining strains had the phenotypic
characteristics of enterococci (grow at 45°C, 6.5% salt, pH=9.6).

Similar results were also observed for the gelBoterococcus13 strains out of the 15
identified had an Enterococcpfenotype.

A good correlation between the results of the PCR and the DNA sequencing was observed
for Enterococcusspp. andL.lactis lactis (Table 4). So, 13 strains out of 15 (87%)
identified as enterococci by DNA sequencing were characterised as enterococci by PCR
and 22 strains out of 25 (82%) identifiedlakactis lactiswere also identified as such by
PCR. However, the correlation is not as good concerning L.lactis creasooisly 6 strains

out of 9 (67%) identified as L.lactis cremoris were also identified as such by PCR.

Dominant species in milk and relationship with farming practices

Out of the 146 strains identified isolated from thedmmm modified according to Chamba

et al. (1981)L.lactis was the dominant species (88 strains). The subspedtaesis lactis

was the most common (65 strains) in comparison \ithctis cremoris(23 strains).
Enterococcus faecali§28 strains) andEnterococcus faeciun28 strains) were the two
species oEnterococcussolated. Table 5 presents the distribution of the species according
to the farms. A farm was removed from the analysis as only one isolate out of the five
isolates could be cultured. When more than 2/3 of the strains identified from each of the
farms belonged to the same species or genus, this species or genus was considered as
dominant. E corresponds B faecalisandE. faecium L to L. lactis The distribution of

the species varied according to the farms. Thirteen farms were characterized by the
dominance ot .lactisand eight by a dominance BhterococcusFor one farm (no. 37),

the distribution betweeh. lactis and Enterococcusvas similar; no dominant group was
allocated. The groups of dominant species were significantly discriminated (p<&&it)e

by certain farming practices (Table 6). Most of the farms putting hay in the bedding were
associated with group E (6 farms among 8) and most farms with only straw on the bedding
were associated with group L (10 farms among 12). The presericelasitis cremoris

seems to be linked to the geographic area. Indeed, 3 farms out of the 4 in Franche-Comté
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were characterised by a dominancelLdéctis cremoris whilst in the other two regions,
L.lactis lactiswas largely dominant. Only one farm out of the 6 farms in the Pélardon PDO
had milk in which the specidslactis cremorisvas dominant. Na&.. lactis cremorisvere

detected in the Rocamadour PDO area.

DISCUSSION

Lactococcus lactisEnterococcus faecaliand Enterococcus faeciurare the three species
most commonly isolated on Elliker medium modified according to Chanhbh (1981), a
medium specifically adapted to the growth of lactic acid bacteria. These species were
identified using a combination of phenotypic and genotypic methods. Contrary to the
results obtained by Delgado et Mayo. (2004) who were unable to distinguish the SDS-
PAGE profiles of the subspecieslaflactis, the speciek. lactisas well as the subspecies

L. lactis subsp lactisand L. lactis subsp cremorisvere discriminated by the whole-cell
protein profiles (SDS-PAGE). However, it was not possible to distinguish the profiles of
species oEnterococcusising SDS-PAGE, whereas in a study on lactic acid bacteria in the
dog intestine Kim and Adachi (2007) were able to discriminate the different species of
Enterococcus REP-PCR profiles enabled tHenterococcusspecies and thé. lactis
subspecies studied to be discriminated correctly, as previously reported by Jetkalvic
(2006) and Jamet al. (2007). Subspecies specific PCR using primers targeting the Histidine
operon biosynthesis region carried out according to the protocol developed by Gatrroler
al. (1998) correctly discriminateld lactis lactisbut seems to be less effective forlactis
cremoris (3 false positives out of 9 strains in total).

For the speciek.lactis, the phenotypes all corresponded to the spéciésctis lactis no
specific phenotype was associated withHactis cremoris This result is not surprising as

the strains of phenotyde.lactis cremorisare isolated in a dairy environment where lactic
starters are regularly used in the manufacture of fermented products Kajn 1995).

The majority ofL. lactis strains had & .lactis lactisgenotype (65 strains out of the 88
belonging to the specids.lactis). The 23 remaining strains corresponded to the genotype
L. lactis cremoris The dominance df .lactis and Enterococcusn milk has already been
underlined by numerous authors including Zarefial. (2006) in cows’ milk and Badet

al. (2004a) in goats’ milk. Certain strains from different farms belonging td.ihetis
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phenotype and genotype can grow in the presence of 6.5% salt and at pH 9.6. This result is
not surprising as these environmental microorganisms undergo significant stress. These
phenotypic particularities have already been underlined by Coatédr (1998) for strains
isolated from cows’ milk. More than 60% of the straind_dé&ctis were also capable of
growing at pH 9.2.

The distribution of the species in the milk depends on the farms. This farm-specific
characteristic has already been underlined by Corroler et al (1998) in cows’ milk from
Normandy. Certain farms are characterised by a dominariceladtis lactis(8 farms out

of the 21 farms studied), others By faecalis(4 farms out of the 21) dE. faecium(4

farms out of the 21). The presence of a majority dhctis subsp cremorign the milk (4

farms out of the 21) seems to depend on the geographic area as it is found preferentially on
farms located in Franche-Comté. It is important to underline that the farms in Franche-
Comté are equipped with bucket milking systems contrary to the other regions where milk
is recovered via a milk line. The methods of cleaning and the materials being different, it
can be assumed that the bacteria are transported in different ways (Laithier et al., 2004).
The dominance oEnterococcuqE. faecalis E. faecium or L.lactis seems to be due in

part to certain farm-specific characteristics. The direct contact between the milking parlour
and the goat shed or the presence of hay in the bedding seems to promote inoculation of
milk with Enterococcus faecalisor Enterococcus faeciumThe natural habitat of
Enterococcuss the intestines of humans and animals (Falcldaad., 2002). Kagklet al.

(2007) showed that a major source Hiterococcusn milk was the milking machine.
However, these authors also brought to light the fact that certain strairdesbcoccus

from dairy cow faeces were found on the teats. Cross-contamination from the faeces to the
teat is therefore possible. So, bedding containing droppings can be a potential vector of
Enterococcus Concerning the relationship between the dominanc&mé&rococcusin

milk and the presence of hay in the straw-based bedding, no scientific studies have been
undertaken on this subject as far as we know. However, we can assume that the hay from
fodder is less absorbent than straw, therefore favouring the development of bacteria on the
surface of the bedding. This waste food may also be more contaminated as it is put in the
troughs before being used for bedding.

These first results concerning the possible association between certain farming practices
and the main bacteria isolated on Elliker medium modified according to Chamba et al
(1981) is worth confirming by analysing the sources of contaminati&@migrococcuand

LactococcuslL.lactis in particular. Continuing this study in this direction would permit to
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identify the farming operations that would enable a decrease in the contamination of
Enterococcusand promote the development loflactis in milk. The technological and

sensorial quality of lactic cheeses could therefore be improved.
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Table 1: Groups of variables describing the management practices) and number of farms per practice

Variable label Level Number of farms
1.General management
Size of flock 11683 21
Pasture in spring and summer yes 18
no 3
Level of production ( Kg/goat/year) 639+196 21
Area PDO Rocamadour 11
PDO Pélardon
Franche-Comté 4
2. Monitoring of flock
Milk testing No milk testing 9
Milk testing 12
Monitoring of somatic cells No monitoring of somatic cells 15
Monitoring of somatic cells 6
Antiparasitic treatment No antiparasitic treatment 4
Antiparasitic treatment 17
Antibiotic treatment during
drying off No antibiotic treatment 10
Antibiotic treatment 11
Homeopathic  treatment  during
drying off No homeopathic treatment 10
Homeopathic treatment 11

3. Bedding management practices
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Variable label Level Number of farms
Bedding straw 15
straw + hay 6
Additive in the bedding yes 10
no 28
4. Environmental conditions during
and after milking
Mulching during milking yes 4
no 17
Frequency of cleaning frequently: after each milking 11
o not frequently: less frequently
milking platform o
than after each milking 10
N o no separation with the bedding
Position of milking parlour
area 3
physical separation with the
bedding area 18
Method of cleaning milking platform dry method 17
with water 4
5. Practices concerning the teats
Disposal of premilking yes 16
no 5
Desinfecting of teats after milking yes 3
no 18
5. Cleaning of milking machine
Maximal temperature (°C)of cleaning
of milking machine 60,5£12 21
Intercleaning with alkaline and aciffequently: change of product
products every day 13
not frequently: change less 8
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Variable label Level Number of farms

frequently than every day

Residue of water in the MM yes 13
no 8
Washable sanitary trap yes 5
no 16

6.Handling and characteristics of the

MM

Lengh of pipeline <120 m 15
>120m 6

Number of elbows and fittings <4 9
> 4 12
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Groups

E.l 26 E E.faecium
E.NI 1A E.faecium

6 E E.faecium
22 B E.faecalis
43 A E.faecium
E. I 14 D E.faecalis
19 A E.faecalis
20 D E.faecalis

E.IV 29 G E.faecalis

E.V
E.VI

43 D E.faecalis
37 C E.faecium

26B
\

25C
20F
L.l
1F

6F
7A > L.lactis lactis

13A

208B
L 195
29F
43B

22 C}

22D <

LIV

31E
Cl

31G >  Llactis cremoris

36F

52A 7

Fig 1: SDS- PAGE patterns of cell wall proteins from sequenced isolates. The numbers followed by
letters to the right of the figure are the codes of the strains analysed. The number corresponds to the

farm, the letter to the clone isolated.
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REP-PCR Profiles

E.faecium 13, 1b, 1d, 1e6¢, 22¢
14h, 14a, 14b, 144,4d, 14e, 14j, 20h, 2020d, , 29a,
29b, 29c, 29d, 29e, 29g, 29h, 29i, 29j, 379, 37j, 43e
E.faecalis
_ 19¢, 19h, 19k,191, 19n, 19b22h, 22¢, 22h, 43c43d,
E.faecalis  43f, 43g, 43h, 43i43j, 53d

A1l
A2
B1
B
<
B2 Efaccium LG 60, 6h26¢, 26¢, 26d 26¢, 26f, 269, 26h, 26137¢,
s 37c, 43a
J
( N 1f, 1i, 3a, 3b, 3d, 3e6f, 8g, 8h, 8j,13¢, 13b, 13d, 13j,
cl ] 203 20b, 20e, 25a, 26b, 2983h, 37f, 43b53e
C : L.lactis ) . .
( > lactis 3¢, 3i, 73, 7b, 7e, 79, 7j,8¢, 13c, 13i, 19e, 19f19s,
c2 20f, 20g, 25b,25¢, 25d, 25e, 25f, 25g, 25h, 25i, 25j,
26j, 31i,33a, 33b, 33c, 37d, 37h, 52b, 52e, 52f, 52g,
JEE DT 55a, 55h 55¢, 55d, 55559, 55h 58b

} ) 22d, 31b, 31d31e¢ 31¢, 31h,36f, 52¢, 53f, 53a, 539,
L.lactis

: 53h, 53j 53], 58a, 58c, 58e, 5858h, 58i
cremoris

Fig 2: Rep-PCR patterns showing the representative fingerprints of the different clusters. The
numbers followed by letters to the right of the figure are the codes of the strains analysed. The
number corresponds to the farm, the letter to the clone isolated. The numbers in bold represent the

sequenced isolates
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Fig 3: Phylogenic tree of the strains isolated from goat milk and the reference strains obtained by the
Neighbour-Joining (boostrap 1000). Goat milk strains’ codification : Number, letter (ex : 3A).
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Table 2: Primer sequences, amplification and application of PCR reactions

Primer sequences

Amplification conditions

Application

Hisl: 5-CTTCGTTATGATTTTACA -3’
His2: 5- AATATCAACAATTCCATG-
31

Conrev 23:
5- GGTGGATGCCTTGGCACT -3’
Genter: 5-CTCTACCTCCATCATTCT

31

REP1R-Dt:

S-IIINCGNCGNCATCNGGC-3’
REP2-D: 5-NCGNTTATCNGGCCTAC;
31

E8F:

5" —AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
E8BO7R:
S'TGGACTACCAGGGTATCTAATC-3

5 min at 94°C, 30 cycles of:
min 94°C,

2 min at 45°C, 2 min at 72°C,
final step 5 min at 72°C

5 min at 94°C, 30 cycles of: 3
sec 94°C, 30 sec at 52°C, 30 ¢
at 72°C, final step at 5 min
72°C

5min at 94°C, 30 cycles of:

min at 94°C, 1 min at 40°C

6min ramping to 72°C and
min at 72°C

3 min at 94°C, 30 cycles of: 4
sec 94°C, 2 min at 55°C, 1m
at 72°C,

final step 5 min at 72°C

1Detection ofLactococcuslactis
lactis and Lactococcus lactis

cremoris

(Detection of the genu
séfnterococcus
At

1PCR fingerprinting

1

SAmplification of the V1-v4
megion of 16s rDNA
The

sequencing was E8F

primer used for th
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Table 3: Phenotypic characteristics of strains isolated from milk samples

number number Growth Growth Growth Growth Growth Coagulation NH3

Clusters of of with with at at at Growth of from Maltose Ribose Phenotype
strains  farms 4%salt 6.5%saiH9.2 pH9.6 40°C at 45°ditmus milk arginine

Enterococcus

A 13 5 + + + + + + - - + + spp.
Enterococcus

B 84 17 + + + + + + + + + + spp.
Lactococcus

C 12 6 + - 9/3 - - - + - 10/2 +  Lactis
Lactococcus

D 28 10 + - - - + - + + + + Lactis
Lactococcus

E 30 11 + + + 17/13 + - + + + + Lactis
Lactococcus

F 37 17 + - + 11/26 + - + + + - Lactis
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Table 4 : Correlation between the sequencing results of the 16s rDNA V1-V4 region and the results of the phenotypic tests and PCI
The numbers correspond to the number of strains.

Number of strains Sequencing

L.lactis L.lactis Enterococcus  Aerococcus
sequenced lactis cremoris spp. viridans Streptococcus parauberis
25 9 15 1 1
Analyses  Typology
Phenotype L.lactis lactis 14 8 0
L.lactiscremoris 3 0 0 0
Enterococcuspp. 7 1 13 0 0
n.i 1 0 0
PCR L.lactis lactis 19
L.lactiscremoris 3 6 0
Enterococcuspp. 2 2 13
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Table 5: Distribution of number of strains per farm identified as being L.lacksterococcuand allocation to a dominant group

No. Region L.lactis L.lactis L.lactis E.faecalis E. faecium Enterococcuspp otherspecies nT %lactis Groups®

Farms lactis cremoris

1 PDO Rocamadour 2 - 2 - 5 5 - 7 29 E
3 PDO Rocamadour 6 - 6 - - 0 - 6 100 L
6 PDO Rocamadour 1 - 1 - 3 3 - 4 25 E
7 PDO Rocamadour 5 - 5 - - 0 - 5 100 L
8 PDO Rocamadour 4 - 4 - - 0 - 4 100 L
13 PDO Rocamadour 6 - 6 - - 0 - 6 100 L
14 PDO Rocamadour - - 0 6 - 6 S.parauberis 7 0 E
19 PDO Rocamadour 3 - 3 6 - 6 - 9 33 E
20 PDO Rocamadour 6 - 6 2 - 2 - 8 75 L
22 PDO Rocamadour 1 - 1 4 - 4 - 5 20 E
25 PDO Rocamadour 10 - 10 - - 0 - 10 100 L
26 PDO Pélardon 2 - 2 - 8 - 10 20 E
29 PDO Pélardon 1 - 1 - 9 - 10 10 E
31 PDO Pélardon 1 6 7 - - 0 - 7 100 L
33 PDO Pélardon 4 - 4 - - 0 - 4 100 L
37 PDO Pélardon 3 - 3 - 3 3 A. viridans 7 43 -
43 PDO Pélardon 1 - 1 9 - 9 - 10 10 E
52 Franche-Comté - 5 5 - - 0 - 5 100
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Chapitre V — Caractérisation phénotypique et génotypique des bactéries lactiques isolées de lait de chevre et influence des caractéristiqu
d’élevage sur les espéces dominantes

No. Region L.lactis L.lactis L.lactis E.faecalis E.faecium Enterococcuspp otherspecies nT %lactis Groups®
Farms lactis cremoris

53 Franche-Comté 1 6 7 1 - 1 - 8 88 L
55 Franche-Comté 7 - 7 - - 0 - 7 100 L
58 Franche-Comté 1 6 7 - - 0 - 7 100 L
Total 65 23 88 28 28 56 146

- number of strains belonging to the species or subspecies identified 2 : total number of strains 3 : Dominant species group. E: Enterococct

dominant, L: L.lactisdominant.
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de lait de chévre et influence des caractéristiques d’élevage sur les especes dominantes

Table 6: Farming practices discriminating the dominant groups of species

Number of farms Number of farms according to groups of

Practices per practice dominant specie P value (%)
E (m=8) L (M=12)

Addition of reject hay in

straw-based bedding 8 6 2 15

No addition of rejet hay in

straw base bedding 12 2 10

! - total number of farms per group of dominant species
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Chapitre VI — Discussion générale et conclusion

En ce qui concerne les flores microbiennes dénombrées, le faible niveau des microflores
totales (Flore Mésophile Aérobie Revivifiable) dans les laits crus de chevre (3:6 log
ufc.ml-1 en moyenne) constaté dans notre étude est similaire aux résultats d'études
réalisées en France sur les dix dernieres années en lait de chevre @@adal2009) et

lait de vache (Michekt al., 2001 ; Boutoret al., 2005 ; Desmasures al., 2010 ). Par

contre, ce niveau est trés variable d’'un pays a un autre. Cette variabilité peut étre attribuée
aux conditions de production et aux conditions climatiques qui différent selon les régions.
La dominance des staphylocoques a coagulase négative corrobore les résultats d’études
antérieures meneées en lait de chevre (\&llal., 1991 ; Kyozaireet al., 2005). Parmi les
microflores dénombrées sous-dominantes, les bactéries lactiques mésophiles ainsi que les
microcoques et corynébactéries, microflores considérées comme ayant un intérét
technologique en transformation fromagére sont détectées dans la majorité des laits et des
élevages suivis. L .lactiset Enterococcusspp. sont les plus fréquemment détectées.
Leuconostocspp. a été isolé tres fréequemment du milieu MRS additionné de 0.1% de
vancomycine. Par contre, il n'est pas détecté avec la méthode TTGE/DGGE. Les
lactobacilles du groupe Il peuvent étre retrouvés approximativement au méme niveau que
les entérocoques mais ils sont moins frequemment détectés dans les laits, ce qui dénote une
variabilité plus importante d'un élevage a l'autre. lls ne sont pas détectés comme
microflore majoritaire lorsque l'on utilise la méthode TTGE/DGGE. Cette derniere
méthode permet de mettre en évidence les especes majoritaires (détection d’'une espéce a
partir de 1% d’ADN par rapport aux ADN bactériens totaux), il est probable que la
quantité d’ADN ded_euconostos et des lactobacilles du groupe Il se situe en dessous du
seuil de détection de la méthode si I'on considéere qu’ils sont normalement bien
différenciés par cette méthode. Peu d’études portant sur les bactéries lactiques des laits
crus de chevre ont été menées, si bien qu’il est difficile de comparer nos résultats a ceux de
la littérature. On peut toutefois citer deux études menées en Algérie (Badis et al., 2004 a,b ;
Cherigueneet al., 2007) ou lidentification des bactéries lactiques a été réalisée a partir
d’isolement sur milieu de culture. Pour ces deux études, les lactocdaglaesig subsp

lactis), ainsi que les lactobacilles des groupes Lid€lbrueckii subsp.bulgaricus,
L.helveticuy, II (L.plantarun) et Il (L.brevig, font partie des bactéries lactiques les plus
fréqguemment isolées. Les résultats divergent pour d’'autres espéces de bactéries lactiques.
Dans les travaux menés par Cherigueeial. (2007), E. faecaliset E. faecium sont
dominants. Pour Badist al. (2004) ce sontStreptococcus thermophilet Lactobacillus

helveticusqui dominent.
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Dans notre étude, lidentification des espéces de bactéries lactiques thermophiles
n'a pas été realisée car ces especes ne se développent pas en technologie lactique
(température de coagulation et d’égouttage aux alentours de 20°C, trop faibles pour leur
croissance). La divergence de nos résultats avec ceux de Badis et al., 2004 et Chatriguene
al., 2007, peut étre expliquée par des conditions climatiques et de productions différentes.
Si I'on compare nos résultats a ceux obtenus sur lait de vache, on observe la méme
tendance Lactococcus lactisEnterococcusspp. etLeuconostocspp. sont les bactéries
lactiques les plus fréquemment rencontrées (Zamfir et al., 2006, Giaetrahp2009 a,b).
Concernant les microcoques et les corynébactéries, nos résultats corroborent ceux d’études
antérieures menées sur quelques laits crus de chévre (Toreadijo 1996 ; Callon et al.,
2007). Dans ce group@rthrobacterspp. est détecté le plus fréquemment dans les laits
(40%), ce qui va dans le sens des travaux menés par @alkdn (2007) qui a suivi la
dynamique des espéces bactériennes de laits de chévre issue d'une exploitation.
Brevibacterium linensest également détectée dans les laits crus de chévre mais a une
fréquence moindre (16% des laits). Cette espéce est également retrouvée dans des laits de
vache (Verdier-Metzt al., 2009) : 90% des laits issus de 67 exploitations en contiennent.
Aucune étude n’a fait état, a notre connaissance, de la présence de ce germe dans les laits
crus de chevre.
En ce qui concerne les coliformes, leur niveau dépend tres fortement de la saison. Au
printemps (2006), les niveaux sont similaires & ceux des bactéries lactiques et des
microcoques et corynébactéries. En hiver (2007), ils sont détectés dans seulement 13% des
laits et a des niveaux tres faibles (moins de 100 ufc.ml-1).
L’influence de la saison sur les niveaux de coliformes dans les laits de vache, plus élevés
en période chaude, a été démontré dans quelques études (Aleksieva et Krushev., 1981 ;
Raynaud et al., 2005). Ce niveau, plus élevé en période chaude, peut étre attribué a une
colonisation plus importante des supports de la machine a traire par ces germes, comme
cela a été montré par Falkenbetgal. (2006) ou par une prolifération plus importante
dans les litieres apres déjection (Rendos,e1@5).
Dans notre étude, le genre le plus frequemment isolé des laits au printemps est Serratia,
corroborant des travaux antérieurs sur lait de vache (Saubiuake2007 ; Ercolinet al.,
2009 ; Giannino et al., 2009 a,b).
Les autres groupes de microorganisnmfese(ildomonaspp., staphylocoques a coagulase
positive, levures et moisissures) sont retrouvés a des niveaux tres faibles pour les deux

saisons (moins de 100 ufc.ml-1 pour 75% des laits). Ces résultats vont dans le sens des
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travaux menés sur lait de vache (Boutbral., 2005 ; Michekt al., 2005 ; Raynauet al.,
2005).

Effet de la zone géographique sur les niveaux de flores microbiennes et la répartition des

especes et sous-especes

Nous n'avons pas mis en évidence d’'effet significatif de la zone géographique sur les
niveaux des flores microbiennes. Par contre, la sous espgacts cremorisest largement
dominante dans les exploitations issues de Franche-Comté alors que pour les deux autres
zones geographiques (AOP Rocamadour et Pélardon), la sous-espece lactis est largement
dominante. Le type d’équipement de la machine a traire (pots trayeurs pour les élevages
issus de Franche-Comté, lactoduc pour les deux autres zones) peut étre a l'origine de ses
différences. En effet, 'équipement influence les conditions de nettoyage de la machine a
traire et par conséquent la nature des biofilms en surface du matériel. Il serait intéressant de
confirmer cette hypothese par une analyse comparative des biofilms en surface de ces deux
équipements (pots trayeurs, lactoducs) dans des élevages d’'une méme zone géographique

et pour lesquels les autres conditions d’élevage sont similaires.

Effet de la saison sur les niveaux des microflores des laits crus de chévre

Les niveaux des microflores sont significativement plus bas en hiver gqu'au printemps,
excepté pour les staphylocoques a coagulase négative. Une méme tendance a été rapportée
dans des travaux portant sur des laits de petits ruminants (Kalogriou-Vasséiadbu

1991 ; Salmeroret al., 2002) mais également sur laits de vache (Boataal., 2005 ;

Michel et al., 2005 ; Raynaud et al., 2005).

La saison superpose l'effet du cycle temporel avec les variations extrinseques des
températures et des durées de jour, ainsi que l'effet du stade de lactation. Cependant, les
conditions d’élevage dont I'exhaustivité est difficile a saisir, peuvent également étre
différentes, conduisant a rendre difficile la distinction des impacts respectifs de la saison et

des conditions d’élevage.

194



Chapitre VI — Discussion générale et conclusion

Effet des conditions d’élevage sur la composition des microflores des laits crus

Les conditions d’élevage associées aux niveaux des microflores des laits dépendent en
partie de la saison, mais globalement la tendance est la méme : Les pratiques d’élevage qui
tendent a limiter le niveau de microorganismes dans I'environnement proche du lait de
traite (aire de couchage des animaux, hygiéne de la traite) sont associées a de faibles
niveaux de microflores des laits et en particulier a ceux des bactéries lactiques.

Dans les exploitations qui ont des profils de microflores identiques pour les deux
saisons étudiées, la nature de la litiere ainsi que la température initiale de nettoyage de la
machine a traire sont les deux facteurs qui discriminent significativement (p<0.05) les
niveaux de microflores. Ainsi, le groupe de profil dont les niveaux des microflores sont en
moyenne 30 a 100 fois plus élevés est associé a des litieres ou I'on ajoute des refus de
foin. Nos travaux ont montré que le type de litiere conditionne également les espéces
dominantes de bactéries lactiques acidifiantes isolées du milieu Elliker selon Gkaahba
(1981). En effet, la proportion d’entérocoques est nettement plus importante pour les
élevages mettant du refus de foin dans les aires paillées (80% des souches sont des
entérocoques contre 20% avec des aires paillées sans refus de foin). Il n’existe a notre
connaissance pas de travaux scientifiques portant sur la comparaison des niveaux
d’entérocoques dans les litieres a base de refus de foin et celles composées de paille
uniquement. Par contre, Boutat al. (2005) ont montré que l'utilisation de foins, et
notamment la présence de foin dans les litieres, est associée a des teneurs plus élevées de:
laits crus en lactobacilles hétéro fermentaires.

Kakgli et al. (2007) ont montré que la source majeure des entérocoques dans le lait
était la machine a traire. Cependant, ces mémes auteurs ont mis en évidence que certaines
souches d’entérocoques provenant des feces de vaches laitieres se retrouvaient sur les
trayons. On peut donc supposer que des litieres contenant des excréments peuvent étre
vecteurs potentiels d’entérocoques. On peut également supposer que les refus de foin sont
moins absorbants que la paille, le développement bactérien en surface des litieres pourrait
étre favorisé. Ces refus de foin peuvent étre également plus contaminés car ils sont mis
dans les auges comme aliments pour les chévres avant leur utilisation comme litiere,
contrairement a la paille pour laquelle il n’y pas d’utilisation préalable.

Concernant l'aire de couchage des animaux, la nature des litieres n’est pas la seule

pratique en lien avec les profils microbiens des laits. Au printemps, la fréquence de
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renouvellement des litieres discrimine également les profils microbiens les plus opposeés.
Les profils avec les plus faibles niveaux de microflores sont associés a des fréquences de
curage importantes (plus de trois curages par an avec une densité animale faible, supérieure
a 2.5m2 par chévre) et ceux a forts niveaux de microflores sont associés a des fréquences
de curage plus faibles (en moyenne 1 a 2 curages par an avec une densité animale plus
élevée, inférieure a 2.5 m2 par chevre). En hiver, cette tendance n’est pas observée. Il est
fortement probable que cela soit di au renouvellement des litieres effectués pour
'ensemble des troupeaux aprés les mises bas effectuées environ 1 mois avant les
prélevements des laits. Ces résultats concernant I'entretien des litieres vont dans le sens des
travaux menés par Ménaet al.(2004) qui a montré qu'un paillage bi-quotidien est a
privilégier pour limiter le développement des microflores daltérations dont les
entérocoques.

L’ambiance autour de la traite semble étre également un élément influencant les
microflores majoritaires rencontrées dans les laits. En effet, lorsque les conditions
d’hygiene sont respectées (machine a traire propre, mamelles saines), le risque moyen de
détecter des L. lactis dans les laits est environ 4 fois plus important lorsque la salle de traite
est en contact direct avec la chévrerie (résultats obtenus par la méthode TTGE/DGGE).
Ces résultats montrent que I'ambiance autour de la traite peut influencer les équilibres
microbiens et véhiculer des bactéries lactiques. Dans de bonnes conditions d’hygiéne, ce
sont lesL .lactis qui seraient favorisés. Ce constat va dans le sens des travaux meneés par
Klijn et al.(1995) qui ont montré quk. lactis se retrouvait frequemment dans les
environnements d’élevages laitiers (mamelles et peaux des bovins, salives, sols a I'entour
des batiments d’élevages laitiers, aliments concentrés, ensilages et herbes fraiches). Le
fourrage dans les litieres pourrait étre également une source d’ensemencement en bactéries
lactigues comme cela a été démontré pour certains lactobacilles (Bxiutdn 2005).

Ainsi, lors de la traite, un contact permanent avec la chevrerie tend a favoriser
I'ensemencement des laits en L.lactis

L’environnement des animaux semble également avoir une influence sur la
présence d&.linensdans les laits. Le risque moyen de détecter cette espece est 6,7 fois
plus élevé lorsque les troupeaux sont en chevrerie en permanence par rapport aux
troupeaux paturantsB.linens est une espéce largement présente dans la nature. On la
retrouve dans des milieux trés différents: les sols (Crombach, 1974), les litieres
(Schefferle, 1966., Mohan, 1981), les plantes (Keddie et Leask et Grainger, 1966., Owens
et Keddie, 1969), la peau (Pitcher et Noble, 1978) et les produits laitiers (Abd-El-Malek et
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Gibson, 1952., Jayne-Williams et Skerman, 1966). L'ambiance plus confinée de la
chevrerie favorisant le développement des microflores, le contact permanent des chévres
avec les litieres, les aérosols contenant en partie les microflores des litieres et des animaux
et le caractere ubiquitaire de cette espéce, pourraient expliquer une détection plus fréquente
de B. linens

L’état sanitaire du troupeau influencerait également les équilibres microbiens du
lait. Lorsque I'état sanitaire du troupeau est médiocre (état des trayons et suivi sanitaire du
troupeau), le risque de détect8r fonticolaou S. marcescengst plus importantS.
marcescensest un pathogene opportuniste d’origine environnementale, parfois impliqué
dans les mammites subcliniques des petits ruminants (Todlairaer 1991 ; Bergonnier
et al., 2003). Il est donc probable que leur présence dans les laits soit en partie due a leur
implantation sur des trayons non sains (indurations, abces ...) ou a des mammites sub-
cliniques. L’absence de suivi du troupeau par le controle laitier augmente le risque de
présence des staphylocoques. Les staphylocoques font partie de la flore cutanée normale
des animaux et des humains. Ce sont les germes les plus fréquemment impliqués dans les
mammites sub-cliniques des chévres (Bergorgtiat., 2003).

En ce qui concerne les conditions de traite, I'hnygiéne a la traite influencerait les
niveaux des flores microbiennes et les équilibres entre espéces bactériennes. La
température de nettoyage de la machine a traire (températures en début et en fin de traite)
est un facteur qui discrimine les niveaux de microflores et en particulier les niveaux
d’entérocoques pour les deux saisons suivies dans les élevages ou les profils microbiens
sont stables d’'une saison a l'autre, et pour 'ensemble des élevages pour I'hiver. Lorsque
ces températures sont faibles (température initiale inférieure ou égale a 55°C, température
finale inférieure ou égale a 40°C), les niveaux d’entérocoques sont significativement plus
élevés (environ 10 fois plus d’entérocoques). D’autre part, les especiecaliset
E.faecium sont plus frequemment détectées lorsque le trayeur ne se lave pas les mains. Les
entérocoques étant des hdétes normaux des animaux a sang chaud, plantes et insectes
(Facklamet al., 2002), il est logique de les retrouver fréquemment lorsque les conditions
d’hygiene sont médiocres. Kakgli et al. (2007) ont montré que la majorité des lactobacilles
et des entérocoques isolés dans I'environnement d’élevage laitier proviennent de la
machine a traire et du tank a lait. On peut donc faire I'hypothése que, lorsque les
températures de nettoyage de la machine a traire sont faibles, le nettoyage est moins

efficace et favorise donc l'installation de flores bactériennes, entérocoques en particulier.
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Limite des résultats obtenus et perspectives de travaux futurs

Evaluer de maniére exhaustive les flores microbiennes des laits crus de chevre avec les
moyens actuels est quasi impossible. Les méthodes actuelles permettent d’évaluer les
flores microbiennes dominantes des laits crus et présentent des avantages et des
inconvénients. Les méthodes cultures dépendantes permettent d'évaluer la flore
microbienne cultivable. L'information obtenue par cultures et dénombrements sur milieux
plus ou moins spécifiques se limite a la quantification d’'un groupe de microorganismes ou
d’'un genre donné et parfois d’'une espéece (cas des bactéries pathogénes par exemple). Pour
approfondir la description des communautés microbiennes, les dénombrements peuvent
étre complétés par une caractérisation phénotypique et moléculaire des isolats. Cette
caractérisation est partielle car le nombre de colonies prélevées n’est qu'un échantillon de
'ensemble des colonies présentes sur la boite. Cette approche a été réalisée dans notre
étude pour la caractérisation des bactéries lactiques.

La méthode culture indépendante utilisée dans ce travail (TTGE/DGGE) présente
'avantage de prendre en compte la globalité de communautés complexes et de permettre
I'analyse simultanée de nombreux échantillons. C’est une méthode qualitative qui présente
aussi ces limites : co-élution de plusieurs espéces qui ameénent a sous estimer la diversité,
détection des populations dominantes qui s’amplifient préférentiellement. Cette sous
estimation des populations bactériennes peut expliquer en partie la non détection des
Leuconostocspp et des lactobacilles dans notre étude.

Les deux approches (culture dépendante et indépendante) donnant des informations
complémentaires, certes partielles, ont donc été adoptées pour mener ce travail.

L’influence des conditions d’élevage sur les niveaux de flores microbiennes et sur les
especes majoritaires des laits a été mise en évidence. L'approche exploratoire, menée en
conditions réelles, permet d’émettre des hypothéses fortes quant aux facteurs influencant
les caractéristiques microbiennes des laits.

La finalité de ce travail est de préconiser des pratiques d’élevage qui favorisent
I'implantation, dans les laits, de flores microbiennes d’intérét en technologie fromagere, et
en particulier L .lactisCe dernier contribue, d’'une part, a I'acidification du lait et du caillé,
et d’autre part, aux caractéristiques sensorielles des fromages.

La nature des litieres et I'environnement autour de la traite, puis le nettoyage de la

machine a traire semblent étre des points importants dans I'ensemencement des laits en
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by

L.lactis. Il reste a vérifier s’ils sont des foyers tle lactis et si un changement de
I'environnement (par changement d’'une pratique) modifie la composition microbienne des
foyers et du lait.

Pour aller dans ce sens, un premier travail a été mené en partenariat avec I'équipe
"génétique des bactéries lactiques” du laboratoire de Microbiologie et Geénétique
Microbienne (UMR5100), Toulouse. Un des objectifs de cette étude (confidentielle) était
d’analyser la diversité génomique au sein de la sous ekpétmoccus lactisubsp.lactis
par analyse MLST (MultiLocus Sequence Typing) de souches issues des laits
d’exploitations et de souches provenant de productions laitieres industrielles. Il s’agissait
egalement de caractériser les liens de parenté entre les différents isolats (dont des isolats
environnementaux) issus d’exploitations. Cette technique de typage moléculaire, rapide et
discriminante, est basée sur I'étude du polymorphisme de fragments internes de 6 ou 7 loci,
d’environ 500pb. Elle permet d’attribuer un profil allélique ou séquence type, sorte de code
barre propre a chaque isolat. L’analyse de ces séquences permet ensuite de caractériser les
liens entre les isolats et de déterminer I'histoire évolutive de cette population (Feil, 2004).

L’'analyse MLST de la sous espéegtis met en évidence deux sous-populations
bien distinctes, représentant chacune un écotype : une premiére formée de souches laitieres
assez proches génétiguement, une seconde formée de souches environnementales
présentant une grande diversité génétigue. Le manque de diversité observé chez les
souches issues de productions laitieres industrielles suggére alors une sélection de celles-ci
pour une adaptation a des procédés technologiques (aptitudes acidifiantes et aromatisantes,
sensibilitt moindre aux phages,...). L'apport de nouvelles souches issues de laits
provenant d’exploitations fermiéres a cette analyse confirme cette hypothese. En effet, la
plupart de ces souches sont regroupées avec les souches environnementales et présenten
donc une grande diversité, aussi importante que les souches environnementales. Elles
pourraient, en fait, provenir des végétaux (fourrages, litieres, aliments...) et parviendraient
a se maintenir dans le lait.

Pour vérifier cette hypothése, une étude de tracabilité pourrait étre réalisée. Elle permettrait
de suivre la population deactococcus lactisubsplactis depuis la prairie ou le parcours
jusqu’au lait. La poursuite de ce travail se fera donc dans ce sens. La détermination de la
diversité génétigue des souches ldelactis isolées de différents biotopes (fourrages,
surface des trayons, biofilms de la machine & traire) sera réalisée par analyse MLST.
L’analyse des caractéristigues génomique (taille du chromosome, contenu plasmidique) se

fera par électrophorese en champs pulsés (PFGE) et/ou cartographie haute résolution
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(optical mapping) d'un panel de souches sélectionnées sur la base des résultats MLST. Des
marqueurs génétiques (régions chromosomiques variables) spécifiques de ces souches
seront recherchés. Cette étude constituera une premiére caractérisation génotypique des
souches environnementales capables de s'implanter dans les laits crus. Les aptitudes
technologiques des souches d’origine environnementale seront également mesurées
(aptitudes acidifiantes, production de diacétyle).

Ce projet, financé par le Conseil régional de Midi-Pyrénées, est mené par |'équipe
"génétique des bactéries lactigues” du laboratoire de Microbiologie et Génétique
Microbienne (UMR5100) de I'université de Toulouse et le laboratoire de Microbiologie de
I'Ecole d’'Ingénieurs de Purpan. En fonction des résultats obtenus, il serait intéressant de
poursuivre I'analyse des flux de L. lactis environnementaux depuis le lait jusqu’au fromage
en adoptant la méme approche. Il sera alors possible de vérifier 'implantation de ces
souches environnementales dans le produit fini.

Lorsque les foyers dd.. lactis seront identifiés et apres vérification de
I'implantation des souches environnementales dans le lait, il s’agira dans un deuxieme
temps d’évaluer I'impact des pratiques appliquées par I'éleveur sur ces foyers. Cet aspect
pourra étre abordé en sélectionnant quelques élevages pour lesquels les niveaux globaux de
flores microbiennes sont faibles, notammentiactis Dans ces élevages, des pratiques
favorisant I'implantation dé.. lactis seront testées. Ces pratiques seront sélectionnées a
partir des résultats de cette thése, et cibleront les principaux foyerdaigis Un suivi
des autres groupes microbiens (flores bactériennes d’intérét technologique, pathogénes et
d’altération) sera réalisé conjointement ; un changement de pratiques pouvant engendrer un
changement d’équilibre bactérien.

Ainsi, lidentification des principaux foyers de. lactis et la connaissance des
pratiques favorisant 'implantation de cette espece devront nous permettre, a terme, de faire
des préconisations concretes aux éleveurs pour I'amélioration de la qualité technologique
de leur lait.

Enfin, il serait intéressant de mener ce méme type d’approche sur d’autres especes
microbiennes détectées dans notre étude qui pourraient avoir un impact sur les
caractéristiques sensorielles des fromages type lact®faphylococcus spj. faecalis

E.faecium, B.linens.).
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Annexe 1 : Enquétes et suivis en exploitation

Nom du

LOCANIEE . ... eeee e e,

N° tel portable
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| Caractéristiques de I'exploitation

RACES i

Niveau de suivi :
CLO [ ] Oui L] Non
CL simplifié L] Oui 1  Non
CL alterné [1 Oui H Non

Il Chevrerie

Nombre d'animaux : Densité (m%/animal) :
Surface utile du batiment :

Surface des aires de couchage :

Présence d'aire d'exercice avec acceés permanent :

I1.1. Litiere :

Litiere : O Paile [0 Refusdefoin [0  Sciurd] Aucune

Paillage : [0 Manuel [0 Mécanique [ Mécanique + broyage

L] Avant la traite [1 Pendant la trait_] Apres la traite[] Absence

240



Annexes

Utilisation de produits pour litiere [ Qui ] Non

L1 Hiver ] Eté

Argile, anti-mouches, superphosphate, chaux, améliorateur de compost

e =T 0 [UT=T g o = UUEEPPPPPRRRR

QUANTIEE . ieiiiiie ettt e e e e et e e e e e e e et e e e e e e e eaaa e e e eeeearaa e eeeeenaas
Etat des litieres : _

Souillage litiére : [J Humide [J Sec

Paillage (épaiss_eur) : [ Suffisant O Insuffisant

Propreté des litieres © [ gatisfaisant [0 Non satisfaisan

Gestion des litieres :

Traitement apres curage : [ Qui (1 Non
Si oui, préciser :

[1.2. Ambiance :

Batiment fermé : L1 Oui 1 Non
Systeme de ventilation actil [] Qui [ Non
Courants d'air

(mamelle et gueule de I'anim [ Oui 1  Non
Odeur d'ammoniac : L] Oui ] Non
Sensation de confinement: [ qy; [0  Non
Lumiere : [0 Suffisante [0 Insuffisante

[l Alimentation

En lactation Frie
Hiver Eté Actuellement Hiver Eté Actuellement
Type d'alimentation :

foin O] O] L] O] ] O]
ensilage d'herbe 00 [ [ O O O
ensilage de mais[] [ [l O O ]
enrubannage [ [ ] 0 0O ]
concentres ] ] 0 0O ]
PréCiSEZ 1€ tYPe e

herbe paturée [ [ ] O O O
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autre :
parcours

OO
OO
00O
OO
0O
OO

Nature du foin :
luzerne
prairie
Ray grass
autre :

ooggd
ooggd
ooog
ooggd
oo
ooogd

Quantité de fourrage distribuée lors de I'enquéte : Kg /jour/chévre
Quantité de concentré distribuée lors de I'enquéte: Kg /jour/chévre

Mise au paturage ou parcour [] Qui (1] Non

Rentrée soir 1 Qui [l Non

Distribution de fourrage pendant la période de paturag [ Oui 1 Non

Séparation du lieu de stockage des fourrages avec le lieu de [ Oui 1 Non

Présence de moisissures dans le fourra¢ [] Qui 1 Non

IV Conduite du troupeau

+Traitements :

+ Traitement antibiotique pendant la lactatic [ Qui 0 Non

Identification des animaux traités : L] Qui L] Non

¢ Traitement antibiotique au tarissement : [ Oui 1 Non

+ Traitements antiparasitaires : 1 Oui [

¢ Traitements homéopathiques : L Oui 1  Non

¢ Huiles essentielles : L] Oui (] Non
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+ Mammites :

¢ Mammites cliniques, critéres de détectinn -

[] Test du plateau [ Inflammation

] Visuel [0 Reésultats de comptage
T 4T o [T TT TP PP
=0 =T o = P
Recherche systématiqu [ Aprés mise bas [1  Aprés traitement[] Aucune

TraiteMENT, METNOUR. .. ... e e

V Machine a traire

V.1. Conception du matériel de traite

Nombre de poste de traite :

Nombre de faisceaux trayeurs :

Type de décrochage : [1 Manuel [1 Automatique
Longueur de tuyaux (m) du manchon au tank :

Nombre d'accidents de parcours (coudes) :

Nombre de raccords de matériaux différents :

Coupure au décrochage : ] Oui [0 Non

Circuit de nettoyage bouclé : [ oyi ] Non

V.2. Entretien de la machine a traire

Age de la MAT :

Contrdle de linstallation : [ Oui [  Non Fréquence @..........cccecouv....
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Corrections réalisées : L] Oui ] Non

¢ Manchons trayeurs et tuyaux a lait :

Date du dernier changement

Fréquence des changements
des manchons trayeurs [] Touslesans [  Moins souvent

des tuyaux [] Touslesans [J  Moins souvent

4 La filtration :

Filtration du lait : L] Oui [J Non

Filtration manuelle : [ Oui [0 Non

Filtre intégré & la machine & trair [ Oui [0 Non
a usage uniqu [ Oui [ Non

(A penser a garder le filtre, le mettre dans un sac stérile puis congélatidx)

¢l e piége sanitaire :

Le piege sanitaire est-il lavable ? : [ oui [l Non

244



Annexes

VI Traite

Type de traite : [ Salle de traite [1 Pots trayeurd ] helle [0 Lactodu

VI1.1. Propreté et ambiance salle de traite

¢ Propreté :

Salle de traite : [] Fermée [0 Partiellement ferr 1 Ouverte
(* ex : 3murs et pas de plafond)

Fréquence de nettoyage [] Aprés chaque traite [1 1 fois/fjour [ Moins souvent

Méethode de nettoyage : [ Balayage a sec [0 Humide O Autres

Propreté générale avant I'entrée des ché\ [] Présence de paille et souillure importante
[1 Quelques pailles et souillures
[] Quasi absence de pailles et souillures

¢+ Ambiance :
Batiment fermé : ] Oui [l Non
Systéme de ventilation actit [ Qui 1 Non
Courants d'air

(mamelle et gueule de I'animal) : [ Oui L1 Non
Odeur d'ammoniac : L1 Oui [J Non
Sensation de confinement : [1 Oui [1 Non
Lumiére : [] Suffisante 1 Insuffisante

VI.2. Organisation de la traite :

Organisation du chantier de traite :

[] Satisfaisant  [1 Non satisfais
Les main sont elle lavées : ] oui 0 Non
Port de vétements spéciaux : ] Oui O Non
Point d’eau proche de la salle de trait [ Qui 0 Non
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4 Organisation de la traite :

Chevre infectée en dernier . [ oy 0  Non

Calcul sur une moyenne de 3 quais de traite :
Pour 1 quai : (heure de fin de traite — heure débute de traite) / nombre de chevres

4 Observation pendant la traite :

Les chevres rentrent-elle facilement : [ Oui [1 Non
Y at’il beaucoup de paille dans la SDT' [] Qui [ Non
Intervention pour positionner les chévre [ Oui [J Non

sioui : tres fréequemment [ frequent peu tréquent
Elimination des premiers jets 1 Oui [0 Non
Réalisation d’'un nettoyage de la mame'~ _
avant pose des gobelets : [J Oui [0 Non

Si oui, type de nettoyage: []A sec (1 Humide

Fréquence : [ Systématique [1 Non systématique

L'ambiance de traite est-elle calme : [1 Oui [1 Non

¢ Technigue de traite :

Pose des manchons correcte : ] Oui 0 Non
Y a t-il glissement de faisceaux: [ Qui [ Non
nombre :......
Y a t-il chutes de faisceaux : 1 Oui 1 Non Si
nombre :......
Egouttage machine avec massage: [1Oui [1 Non
Dépose des manchons correcte : ] Oui [1 on
Dépose d'un gobelet avant l'autre : [ oy [0 Non
Palpation de la mamelle avant dépc [] Oui [0 Non
Dépose aprésoupure du vide : [ Oui [0 Non
Coupure du vide entre 2 chévres : [ Oui 0 Non
L] Oui ] Non
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Décrochage automatique :
Fonctionne toujours en automatique [] Oui I  Non
¢ Entrées d’air :

* SDT = Salle De Traite

e...
Entrée d’air lors de la dépose [] Oui 0 Non Si oui, nombre :....
Entrée d’air lors de I'égouttag [] Oui 0] Non Si oui, nombre :....

4 Soins des trayons apres dépose des gobelets

Soins apportes apres la traite : [ Trempage [1 Pulvérisation

] Graisse ] Aucun

Si trempage, couleur du produ [ Jaune (iodé) [1 Vert(phyto) [1  Bleu (acide)

VIl Nettoyage de la machine a traire

L'eau est-elle analysée : O Oui 0 Non

Si oui, y a-t-il eu des probléemes ?
(01 (=To 1= 7.4 SRR
Rincage avant la traite : O Oui [1 Non
Avant nettoyage, procédez-vous a un poussage al [ Qui 1 Non
Type de nettoyage [dManuel [ Automatioue [ Se¢-automatiau

Fréquence de nettoyag¢ [] Apres chaque traite 1 1foisfjiol]  Moins souvent

+ Méthode de nettoyage :

rincage initial [ Soir ] Matin

emploi de produit alcalir [ ggjr 0 Mat

emploi de produit acide [] soir 0 Matin

alternance réguliére 1 Soir 0 Matin

frequence de l'alternance:...........ccccovvvvieeeiieicciccee e
L1 Oui [l Non
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ringage seul
Dosage produit: [ Automatique [0 Manuel OO0  Aufeeling
;I_'empérature de nettoyage deébut :................. Température de nettoyage
1o IS
Changement saisonnier de pratique : [ Oui ] Mo
Changement récent de pratique ? : [ i [ Non
ST Io U1 o To 18 (o {8 o N
Présence d'eau résiduelle : ] Oui [1 Non
(griffe et son tuyau, terminal a lai
Séchage des conduites : L1 Oui [0 Non
Propreté générale de la machine (3 = trés propre) : [11 0 2 [] 3

(Penser a regarder les extrémités de la tuyauterie : mancnons, 1actoauc, DUSES ae lavage...)
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Annexes

Techniciel :

Liste des points de contréles efficacité nettoyage machine a traire

Points de contrble

NS

Commentaires

Fin du lactoduc
(raccord Tuyau/flexible)

Terminal lait (bol réception lait)

Papillon

Piege sanitaire

Purge

Griffes

Coupelles de lavage

Positionnement coupelle
(eau résiduelle)

Bac de lavage
(Présence éléments étrangers)

Bouclage (lampe)

pH EAU alimentation :
pH EAU Rincage :
ApH<15
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Nom Elevage :

TEMPERATURES DES LITIERES

Utilisation du thermometre : la prise de température est effectuée a l'aide d'un
thermometre a sonde. Cette sonde est piquée droite dans la litiere pour atteindre une
profondeur de 10 cm maximum. Il faut attendre la stabilisation de I'affichage pour noter la
mesure.

Localisation des mesures de température

Il est recommandé d’éviter les prises de température sur les travées de chaque c6té
du batiment, sur des zones ou les animaux viennent de se coucher, ou encore a
des endroits trop souillés par la présence d’'un ratelier ou de passage fréquent des

animaux.

Emplacement 1 :

1 2 3 4

Emplacement 2 :

9 10 11 12

13 14 15 16

Emplacement 3 :

17 18 19 20

21 22 23 24
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Faire un plan de la chevrerie (entrée /sortie et orientation bat/ positionnement de la salle de
traite) et préciser les points de prélévements.

Ne représenter que 3 emplacements maximum pour lesquels les conditions d’ambiance
vous semblent les plus différentes (état des litieres, aération, températures...).

Reporter les valeurs dans le tableau ci apres

Date du curage avant la premiére mesure réalisée par le technicien : ...........ccccceeeeeennn.

Le curage entre J et J8 est a éviter

Une mesure doit étre impérativement réalisée le premier jour de I'enqu@teafDe technicien et Ig
jour de la collecte des échantillons de lait (D).

\L%4

251



Annexes

Dates prise T°

T°ext moyenne (3 points de
mesure dans le batiment)

T°ext moyenne (3 points de
mesure dans le batiment)

10

11

12

13

14

16

17

18

19

20

21

22

23

24

DO : date de premiere mesure effectuée par le technicien le jour de I'enquéte.
D : date de deuxiéme mesure effectuée lors de la collecte des échantillons.
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Evaluation générale de I'exploitation (questions ouvertes)

Fabrication fromagere :

Accident de fabrication :  [] Oui ] Non
Si oui, description des principaux accidents de fabrication rencontrés (stade de fabrication,
pb pate, crolte, ardmes ...) :

Probléme d’acidification : [ Oui [ Non
Si oui, fréquence :
Description :

Avez-vous observé des changements dans la qualité de vos fromages au cours de I'année ?
(Si oui, quand, fréquence)

Surveillez-vous régulierement l'acidité ? (frequence ?)

Quand avez-vous utilisé des ferments du commerce pour la derniere fois ? (pourquoi?)

Selon vous, existe-t-il des liens entre la qualité du lait et les pratiques d'élevage ?
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Pour vous, qu'est-ce qu'un "bon lait" ?

Avez-vous d'autres informations a ajouter ? (besoins, attentes)
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Annexe 2

Amplification par PCR des ADN en vue de I'analyse TTGE et DGGE

La région V3 de la région du géne codant pour 'ARN 16s est le substrat pour

I'amplification par PCR.

1yl d’ADN est amplifié par deux amplifications sucdess avec I'appareil Gene Amp
(modele 2400 ; Perkin-Elmer, Courtabeuf, France).

Un fragment de 700 paires de bases incluant la région V3 est d’abord amplifié :

Le mélange réactionnel (1Q0) contient un tampon (10mM Tris-Hcl, 1,5mM de MgCL2,
50mM KCL[concentrations finales]), chacun des deoxynucléoside triphosphate a une
concentration de 2004, 60 pmole des amorces W01(5'-AGA GTT TGA TC[AC] TGG
CTC-3’) et W012 (5-TAC GCA TTT CAC C[GT]C TAC A-3’), 50ng d’ADN bactérien et

2,5 U de Taqg polymérase (Q-BIOgéne, llikirch, France).

Le proGramme d’amplification est le suivant :
96°C, 4 min ; 30 cycles a 96°C pendant 10s, 50°C pendant 30s, 72°C pendant 1 min ; puis
72°C pendant 2 min.

La deuxieme amplification se déroule de la fagon suivante :

Le fragment de 700 paire de bases a été utilisé pour amplifier la région V3 avec les
amorces suivantes : HDA1-GC (66C CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG

GGG GCA CGG GGG GAC TTC TAC GGG AGG CAG CAG T-3'; le clamp GC est

mis en gras) et HDA2 (5'-GTA TTA CCG CGG CTG CTG GCA).

Le mélange réactionnel (1Q0) contient un tampon (10mM Tris-Hcl, 1,5mM de MgGL2
50mM KCL[concentrations finales]), chacun des deoxynucléoside triphosphate a une
concentration de 2004, 60 pmole des amorces, |1 du fragment de 700 paire de bases
anplifié et 2,5 U de Taq polymérase (Q-BIOgéne, lllkirch, France).

Le proGramme d’amplification est le suivant :
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96°C, 4 min ; 30 cycles a 96°C pendant 10s, 58°C pendant 30s, 68°C pendant 1 min ; puis
68°C pendant 7 min.

La taille et la quantité des produits PCR ont été déterminés par une électrophorése avec du

gel d’agarose (2%) (Seakem CTG agarose, TEBU, Le Perray en Yvelines, France).

Analyse TTGE

L’analyse TTGE a été réalisée en utilisant I'appareil ‘Dcode universal mutation détection’

( Bio-Rad) et les gels ont la dimension suivante : 16 cm x 16 cm x 1mm (épaisseur).

Les gels de polyacrylamide (8%) sont préparés et utilisés avec du tampon TAE 1X dilué a
partir de tampon TAE 50 X (2 M Tris base, 1 M d’acide acétique glacial, 50 mM
d’EDTA).

Ces gels sont préparés avec 8% (poids/volume) avec une solution d’'acrylamide
(acrylamide-bisacrylamide, 37,5 :1) et une concentration finale d'urée de 7M. Les gels
TTGE sont standardisés en incluant un marqueur ciblant la région V3. Ce marqueur est
constitué de 4 especes de référendemctpcoccus garvigelLactococcus raffinolactjs

Enterococcus faecalist Lactococcus lact)s

Les conditions concernant le déroulement de I'électrophorése sont les suivantes :

41 V pendant 16 h avec une température initiale de 63°C et une température finale de 70°C
(augmentation de la température : 0,4°C par heure).

5 ul des produits PCR sont déposés dans les puits. duiter les effets de température
hétérogene, les échantillons ne sont pas déposés dans les puits se situant sur les bords de:
gels. Un agitateur magnétique est utilisé pour mélanger le tampon et afin d’avoir une

température homogeéne.
Apres I'électrophorese, les gels restent 15 min dans du bromide d’éthidiupg(tbde
tampon TAE 1X). lls sont rincés pendant 20 min dans du tampon TAE 1X et

photographiés sur une table UV.

Analyse DGGE
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L’analyse DGGE a été réalisée en utilisant I'appareil ‘Dcode universal mutation détection’

( Bio-Rad) et les gels ont la dimension suivante : 16 cm x 16 cm x 1mm (épaisseur).

Les gels de polyacrylamide (8%) sont préparés et utilisés avec du tampon TAE 1X dilué a
partir de tampon TAE 50 X (2 M Tris base, 1 M d’acide acétique glacial, 50 mM
d’EDTA).

Ces gels sont préparés avec 8% (poids/volume) avec une solution d'acrylamide
(acrylamide-bisacrylamide, 37,5 :1) contenant un gradient dénaturant de 40 a 70% d’urée
et de formamide (un gradient dénaturant de 100% correspond & 7M d’urée et 40% [vol/vol]
de formamide) dans du tampon TAE 1,25 X. Les gels DGGE sont standardisés en incluant
un marqueur ciblant la région V3. Ce marqueur est constitué de 6 especes de références
(Kytococcus sedentarius CNRZ880, Arthrobacter citreus CNRZ928, Kocuria kristinae
CNRz872, Bacillus pumilus ATCC 7725, Propionibacterium jensenii Z87 et Klebsiella
oxytoca ATCC 103437T).

Les conditions concernant le déroulement de I'électrophorése sont les suivantes :

92 V pendant 16 h avec une température constante de 60°C.

5 ul des produits PCR sont déposés dans les puits. &ter les effets de température
hétérogene, les échantillons ne sont pas déposés dans les puits se situant sur les bords de:
gels. Un agitateur magnétique est utilisé pour mélanger le tampon et afin d’avoir une

température homogeéne.

Apres I'électrophorese, les gels restent 15 min dans du bromide d’éthidiupg(thbde
tampon TAE 1X). lls sont rincés pendant 20 min dans du tampon TAE 1X et

photographiés sur une table UV.

Analyse des gels

Les photographies des gels sont converties en format file image pour analyse en utilisant le
logiciel GelCompar (Applied Maths). Ce logiciel standardise les profils TTGE ET DGGE

pour minimiser les difféerences de migration entre les gels. Environ 135 souches pour

correspondants a 48 espéeces ou sous-especes sont intégrées dans la base de données.
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