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INTRODUCTION

Dans toutes les régions du monde, depuis la révolution de I'agriculture et la
domestication des mammiferes, le lait est une denrée alimentaire trés utilisée, du fait
de sa valeur alimentaire intéressante : source de matiéres grasses, de protéines et
de minéraux. Le seul bémol de cet aliment est sa conservation. Tel quel et a
température ambiante, le lait se conserve trés mal. Or, la production de lait était
saisonniere (mises-bas synchronisées avec la pousse de I'herbe). La transformation
fromagére du lait a ainsi permis d’obtenir un produit et de le conserver jusqu’a I'hiver
pour pouvoir se nourrir.

Aujourd’hui encore, bien que le produit fini soit spécifique a une région, la base
de transformation est la méme (coagulation du lait par un processus
d’acidification) dans toutes les régions reculées ou la population a basé sa survie sur
la valorisation de produits laitiers (Dahan, Mingasson 2016) mais également dans
nos régions fromageres de Savoie.

Les Savoie, grace a leurs fromages protégés par des appellations font partie
intégrante des zones de France valorisant leurs laits par I'intermédiaire de fromages
de qualité. En effet, les Savoie concentrent 4 des 45 Mfromagéres bovines de
France (AOP Beaufort, AOP Reblochon, AOP fromage d’Abondance, AOP Tome des
Bauges) et 3 des 4 IGP? fromagéres de France (IGP Tomme de Savoie et IGP

Emmental de Savoie + IGP raclette de Savoie) (Figure 1 et 2)

' Appellation d’Origine Protégée
2 Indication Géographique Protégée
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Figure 21 : Localisation géographique des Savoie

(wikipedia)

Aire géographique

N AOP BEAUFORT
% AOP TOME DES BAUGES
- AOP REBLOCHON

AOP ABONDANCE

//

\
\ Bourg-St- Maurlce

\\\\\\

St-Jean de-Maurienne
B 20 km

\-I '-"—

~=V

I IGP DE SAVOIE

D AOP CHEVROTIN

3 Chambery

oz

Figure 2 : Répartition géographique des AOP et IGP en Savoie et Haute-Savoie (d’aprés Penelope,
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La valorisation d’une production laitiere de qualité permet aujourd’hui de
maintenir une agriculture dynamique et innovante dans les régions les plus reculées
des grandes vallées alpines. Cela n’a pas toujours été le cas et la valorisation de
produits laitiers basés sur la qualité fut le défi de nos anciens des années 1900 a
1990.

Pour bien comprendre la valeur de ces appellations et le réle qu’elles ont eu et
ont toujours dans I'économie pastorale, développons un exemple avec le cas de
I’AOP Beaufort.

C’est en 1860, lors du rattachement de la Savoie a la France, que I'aventure du
Beaufort commence. En ce temps-la, les disparités sont importantes entre
propriétaires terriens de fond de vallée ou d’alpage et petits agriculteurs de haute
montagne. Le modéle d’agriculture de I'’époque reposait en haute montagne sur des

petits agriculteurs possédant, pour les plus riches, 15 vaches. Celles-ci étaient

regroupées en été en alpage (fruit commun®) privé ou communal et les hommes
restaient au village faire les foins et préparer la saison d’hiver. En hiver, le nombre de
vaches restant au village était conditionné par la quantité de foin récolté ; chacun
gardait quelques vaches pour sa consommation personnelle et les autres étaient
mises en hivernage dans les vallées. Ce systéme reposait déja sur le collectif
puisque les grands propriétaires d’alpage dépendaient des petits agriculteurs et vice
versa.

Mais I'Etat commence a s’intéresser au développement de I'agriculture et des
ruraux. En effet, face a I'exode rural, 'urbanisation et I'industrialisation, la campagne
et ses habitants font figure de stabilité sociale, politique et morale. Le régime
républicain pousse a l'organisation collective facilitée par le développement des
associations et des syndicats (autorisés en 1884); organisation déja présente en
haute montagne par I'intermédiaire des fruits communs.

La premiére étape pour permettre I'unification et le maintien d’'une agriculture de
montagne va passer par la définition de la race tarine et sa promotion lors des
premiers comices agricoles locaux. Sa premiére présentation officielle au concours

de Lyon se fera en 1861 (Lynch, Harvois 2016) .

® Désigne le rassemblement de différents troupeau I'été en alpage pour la
valorisation d’alpage communaux et la transformation en commun du lait en fromage
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La deuxieme grande étape a pour objectif d’'améliorer la production fromagere. Le
développement des fruitiéres est un autre pilier du processus de valorisation des
alpages et de la production laitiére et fromagére, ceci passe par I'organisation de
production collective de fromage, déja mise en place dans les fruits communs d’été.
Au XXéme siecle avec le début de I'exode rural et 'amélioration de la circulation des
denrées alimentaires, I'autosuffisance alimentaire a I'échelle de I'exploitation agricole
devient obsoléte. Ainsi, la surface de terres labourées a destination de la production
de céréales diminue. Ceci libére des terrains pour la production de foin.
L’augmentation de la production fourragere va permettre aux agriculteurs de garder
plus de vaches I'hiver et donc de produire plus de lait. D’ou la volonté de créer des
fruitieres pour la production de fromage d’hiver.

La production fromagére va aussi étre améliorée par la création en 1895 d’'une
école fromagere a Bourg Saint Maurice. Celle-ci prodigue une formation de fromager
mais a également une vocation de contrdle par le bais de visite annuelle
d’'inventorisation des chalets fruitiers, réalisée par le chef fromager de I'école
(inventaire/état des lieux, des équipements, du nombre de vaches, des pratiques...).

Jusqu’a la fin de la seconde guerre mondiale, le Fromage Beaufort s’organise
petit a petit. C’est une premiére phase de développement de I'économique pastorale
et laitiere marquée par l'arrivée du progrés technique et de I'organisation collective
autour de la tarine et de sa production, marqué également par la réaffirmation de
'organisation en fruit commun et une premiére homogénéisation des productions
grace a I'école de fromager. Tout ceci pour arriver en 1941 a la premiére définition
du Beaufort : Gruyere Beaufort de Haute montagne de Savoie.

S’en suit pendant les 30 glorieuses la révolution silencieuse de I'agriculture de
Savoie. Face a une agriculture nationale qui se veut rationnelle, intensive, a
exploitation individuelle et tournée vers la grande distribution, les montagnards
s’organisent de maniére collective, réaffirment leur volonté de se tourner vers un
produit de qualité et typique de leur terroir. L’agriculture de montagne n’aurait pas été
permise sans une organisation collective des habitants afin de survivre dans des
conditions difficiles. Cette collectivité est le sceau des AOP de Savoie ; de 1950 a
1960 les premiéres coopératives a gestion directe voient le jour, les agriculteurs

réunissent leurs productions été comme hiver. L'organisation des producteurs en
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UPB* est une étape décisive dans Ihistoire des fromages et permettra en 1968 la
reconnaissance de I’AOC® Beaufort.

Cependant I'agriculture de montagne demeure fragile, la désertification se fait
sentir et avec elle le manque de main-d’ceuvre. Maxime VIALLET, figure
incontournable de la création de I'AOP beaufort, contacte dés 1971 Germain
MOCQUET, responsable du département laitier de 'INRA®. D’importants échanges
se mettent en place afin de faire un état des lieux des pratiques des agriculteurs de
montagne et de leurs besoins. Les principales améliorations qui en découlent sont
tournées vers la qualité du lait avec, a partir de 1973, un paiement du lait a la qualité,
une amélioration de l'affinage et de la valorisation des terrains et de leur
enrichissement. Ce n’est pas tout, la seconde révolution de I'agriculture de montagne
et plus particulierement de I'exploitation des alpages est lancée par la création du
premier prototype de machine a traire mobile. En paralléle, la clbture électrique fait
son apparition. Ces innovations transforment 'économie pastorale et solutionnent le
probléme de la main-d’ceuvre (Lynch, Harvois 2016).

C’est la relance du fruit commun et de I'exploitation des grands alpages de

montagnes.

L’économie alpestre se tourne vers une production de fromages de qualité
finement enchevétrée avec les différents aspects de la notion de terroir. En effet, le
terroir englobe des facteurs humains et naturels liés a une zone géographique qui
ont un impact direct ou non sur les caractéristiques des fromages.

Bien que chaque fromage des Savoie ait emprunté un chemin un peu différent
pour parvenir a I'obtention d’'une AOP, tous ont traversé ces grandes étapes avec en
téte des objectifs communs: mobilisation des ressources locales (fourragéeres
(Delaby, Peyraud 2009) et savoir-faire) pour aboutir a un produit typique et de
qualité, ancré dans la société locale (économie, aménagement du territoire, identité
locale) (Dubeuf, Burleraux 1996).

% Union des Producteurs de Beaufort
® Appellation d’Origine Controlée
® Institut national de la recherche agronomique
17



La notion de terroir a un lien non négligeable avec la typicité de ces produits :

- Les prairies de montagne présentent une flore ayant une grande diversité
d’espéces comprenant en particulier de dicotylédones (lait obtenu riche en
terpénes) ; cette flore particuliéere va permettre d’obtenir des laits spécifiques des
pelouses alpines ou des patures de vallée (Coulon et al. 2000), la diversité florale
des alpages et des paturages ainsi que les pratiques culturales (fertilisation, stade
végétatif a la récolte...), caractérisant en partie le terroir, ont un impact réel sur la
diversité des laits et donc sur la saveur et 'odeur des fromages (Martin et al. 2003 ;
Martin, Buchin, Hauwuy 2005).

- La valorisation et la sélection des races locales a également son importance ;
leurs bonnes aptitudes a évoluer dans les pentes et leurs qualités fromagéres en font
des races réellement adaptées a la vie en montagne (Lambert-Derkimba et al. 2007 ;
2010). La race Tarentaise, plus familierement appelée Tarine, autorisée avec la race
Abondance par le cahier des charges du Beaufort depuis 1986 (Dubeuf, Burleraux
1996), présente une aptitude fromageéere particuliere. Seule la race Tarentaise
présente un variant particulier de la caséine Kappa : le variant C. La caséine Kappa
est essentielle a la coagulation du lait cru car c’est de son hydrolyse par la présure
que dépend cette phase; plus le taux de caséine kappa augmente plus le lait
présente une aptitude élevée a la coagulation. Bien qu’associé a des temps de
coagulation plus longs que les variants A et B, le variant C présente un temps de
raffermissement intermédiaire par rapport aux variants A et B (Lynch, Harvois 2016 ;
Delacroix-Buchet, Lefier, Nuyts-Petit 1992). Les races Tarine, Abondance et
Montbéliarde participent donc toutes trois a la caractérisation des AOP (AOP
Beaufort, AOP Reblochon, AOP Fromage d’Abondance et AOP Tome des Bauges)
(INAO 2012a, 2007, 2012b, 2015a) et des IGP (IGP Emmental de Savoie et IGP
tomme de Savoie+ IGP Raclette de Savoie) (INAO 2015b ; 2015c¢ ; 2015d).

- Une derniere particularité du terroir entre en jeu pour impacter les qualités
organoleptiques des fromages : la flore des laits. En effet, la totalité des fromages de
Savoie est fabriquée a partir de laits crus, c’est-a-dire qu’aucun traitement thermique
n'a été appliqué au lait avant son emprésurage (température inférieure a 40°C).
Toutes les flores des laits sont donc conservées. Cette flore spécifique a un effet sur

la richesse et la diversité des profils aromatiques des fromages (Bouton 2001). Ceci
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est permis par une protéolyse plus importante dans du lait cru que dans du lait
pasteurisé et par une concentration plus élevée en composés volatils par exemple
(Buchin, Beuvier 2000). La flore microbienne est une des grandes spécificités du lait

cru et par conséquent une explication de la typicité des fromages de Savoie.

Ces fromages sous appellation AOP ou IGP ont depuis longtemps convaincu le
consommateur, notamment avec leur lien étroit au terroir. lls refletent le caractere
extensif des élevages de Savoie.

Dans un contexte ou I'économie pousse a la production, a l'intensification et a la
rationalisation des systémes agricoles, les producteurs des Savoie ont plus que
jamais besoin de ces valorisations sous appellation pour continuer a exister et a faire
perdurer les savoir-faire ancestraux relatifs a la transformation fromagére.

Bien que la production soit encore maitrisée avec le maintien de quotas par
'intermédiaire de « contrats » et la limitation de la production laitiere par vache dans
certaines AOP, les volumes produits augmentent au risque de voir apparaitre un
décalage important entre la réalité et 'image véhiculée par le marketing.

Le lien au terroir s’affine également avec I'apparition de lait « paucimicrobien » en
lien avec la volonté des agriculteurs de baser leur qualité du lait sur le paiement a la
qualité¢ (Pinard et al. 2014), sans que l'on connaisse encore précisément les
conséquences de l'utilisation de ces laits appauvris sur les caractéristiques des
fromages (Bouton 2009 ; Monsallier et al. 2016).

Il est donc de plus en plus courant aujourd’hui, en Savoie et Haute-Savoie, de
voir apparaitre des pratiques agricoles se rapprochant des pratiques de I'agriculture
moderne intensive. Bien que toujours basé sur la valorisation des ressources
fourragéres locales et sur I'implication de races locales de vaches laitiéres dans la
production, on peut se demander si un systéme basé sur une vache de race
Abondance produisant 9000L de lait par lactation et avec une alimentation basée sur
du foin mais avec une part non négligeable d’ensilage d’épis de mais sur une
période de I'année, n’est pas une forme d’intensification ?

Il est donc compréhensible de voir apparaitre dans nos régions ['utilisation
d’auxiliaires alimentaires, au sens large, dans les rations des vaches laitiéres, avec
pour objectifs, selon les éleveurs et les vendeurs (Clignac 2016) : prévenir les
maladies nutritionnelles (acidose, maladie la plus fréquente en systéme intensif),

limiter les carences ou encore augmenter les performances zootechniques.
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Les trois auxiliaires principalement utilisés sont le monopropyléne glycol (MPG),
les acides aminés (AA) et les levures vivantes. Les éleveurs interrogés sur
I'utilisation de ces intrants en filiere lait cru, sont interpellés par l'influence que
pourrait avoir I'ajout de micro-organismes (essentiellement levure vivante) sur la flore
des laits (Clignac 2016).

C’est également une question que se pose 'AFTALP’. En effet, les CDC® n’ont
pas modifié la réglementation des auxiliaires alimentaires; actuellement ces
auxiliaires ne font pas partie de la liste positive des matieres premiéres ou des
additifs autorisés (ANNEXE 1 : Les Cahiers des Charges et les levures vivantes). lls
ne sont donc pas officiellement autorisés. Or une étude réalisée en 2016 (Clignac
2016), montre une utilisation fréquentes du MPG, des AA et des levures vivantes.
Les exploitations agricoles qui les utilisent ont comme objectif d’exploitation : la
production laitiére et/ou la qualité de la ration (Clignac 2016). On retrouve dans ce
constat l'orientation caricaturale de I'agriculture savoyarde, a savoir une orientation
vers une production importante mettant la qualité au deuxiéme plan, méme si cela

peut encore étre nuancé par I'application des Cahiers Des Charges.

C’est pourquoi, 'AFTALP et différents partenaires ont mis en place une étude qui
vise a vérifier 'impact des levures vivantes sur la fromageabilité des laits crus sous

appellation.

Aprés un état des lieux rapide sur les connaissances actuelles de la flore des laits
crus et de leurs réles dans la fromageabilité des laits, nous verrons pourquoi les
levures vivantes sont utilisées dans I'alimentation des vaches laitieres et par quels
mécanismes ces levures ont un impact. Enfin, la méthodologie de I'étude sera

décrite ainsi que les résultats obtenus.

” Association des Fromages Traditionnels des Alpes Savoyardes
8 Cahiers des Charges
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1 LES FLORES DES LAITS CRUS: ETAT DES LIEUX
(ORIGINE, INTERET ET DEVENIR)

La définition du lait est donnée principalement par le décret du 25 mars 1924
en application de la loi du 1°" aout 1905 (loi contre la répression des fraudes). Le lait
est défini comme « le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’'une femelle
laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée ».

Cette matiere premiére, valorisée depuis la domestication des grands
mammiféres pour nourrir les populations, est composée en grande partie par de I'eau
mais également par des matiéres grasses, des protéines, des glucides et des

matiéres minérales (Figure 3)

Eau 900-910g

MG 35-40 g

xSl

| ~ Protéines  30-35g
125-130¢

E.S.D

- Glucides 45-52
90-92g ;

Matiéres
__ Minérales

Figure 3 : Composition du lait. ESD : extrait sec Dégraissé, EST : Extrait Sec Total, MG : Matiére

7,5-8g

Grasse (Cours HIDAOA le lait et les produits laitiers).

Une derniére composante est également a prendre en compte: la flore
microbienne des laits crus. Cette flore est représentée par une flore d’intérét
technologique, une flore d’altération et une flore pathogene. C’est la premiére qui
nous intéresse ici, les deux suivantes étant a limiter. En effet, les fromages de

Savoie valorisés sous appellation sont exclusivement fabriqués a partir de lait cru. Le
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lait cru, matiére premiére des fromages, n’a donc subi aucun traitement thermique
supérieur a 40°C avant 'emprésurage (décret du 25 mars 1924 et arrété ministériel
du 13 juillet 2012). A cette température d’emprésurage, La totalité des populations
microbiennes est conservée et il est nécessaire qu’elles le soient, les flores des laits
crus ayant un rdle central dans la transformation fromagére et donnant toute leur
typicité aux fromages des Savoie (Buchin, Beuvier 2000 ; Bouton 2001 ; Bouton,
Grappin 1995 ; Fretin 2016).

Or depuis quelques années, les opérateurs des filieres fromageéres
(fromagers, producteurs...) constatent un appauvrissement de cette flore
microbienne spécifique des laits crus des Savoie et plus particulierement une
diminution des populations microbiennes d’intérét fromager. Des laits « pauci-
microbiens » font leur apparition en lien avec le renforcement du paiement du lait a la
qualit¢  (Michel, Chamba, Hauwuy 2000) (notamment sanitaire: qualité
microbiologique et cellulaire) déja présent depuis la loi Godefroy du 3 janvier 1969. lI
est donc nécessaire lorsque l'on parle de lait cru d’en connaitre la flore et
d’envisager ce qui pourrait la modifier.

Dans ce premier chapitre seront donc développées les caractéristiques de la
flore des laits crus en Savoie et leurs rbles sur les caractéristiques sensorielles des
fromages. Enfin, nous verrons rapidement en quoi cette flore peut étre influencée par

certaines pratiques d’élevage.

1.1 Caractérisation et role de la flore des laits crus

Depuis les années 50, les flores microbiennes sont montrées du doigt, au
contraire de la « pasteurisation » qui est présentée comme un gage de qualité.

On sait depuis 20 ans, que la flore microbienne des laits est un lien trés fort
unissant le lait et le fromage au terroir. Sa présence est nécessaire pour donner aux
fromages toutes leurs saveurs et leurs odeurs. Le microbiote du lait est composé en
grande majorité par des bactéries mais également par des levures, des moisissures

et des virus.
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1.1.1 Flores d’intérét fromageéres

Le lait est considéré comme stérile a la sortie de la mamelle. Ainsi, le terme de
« microflore du lait cru » correspond a des ensemencements du lait a partir de
différents réservoirs de I'exploitation. Chaque lait issu de différentes exploitations et
arrivant dans la salle de transformation présente donc une flore propre.

Les microorganismes présents dans le fromage sont le résultat
d’ensemencements a partir du matériel de transformation, de la présure et de son
levain, de la morgeg, de la saumure (principale source de levures), des planches
d’affinage.

Seule la microflore présente dans le lait cru avant emprésurage sera abordée

iCi.

1.1.1.1 Les bactéries

Les bactéries lactiques : d’'un point de vue phylogénique, ces bactéries sont

gram positive, produisant de l'acide lactique par la fermentation des glucides
simples. Elles tolérent des pH acides et sont aérobie-anaérobie facultatives.

Ces bactéries lactiques (10 a 100 ufc/mL) sont principalement représentées
par le phylum des Firmicutes (les Lactocoques, Leuconostocs, Pédiocoques,
Streptocoques thermophiles, Lactobacilles mésophiles et thermophiles et enfin les
Entérocoques). Leur réle principal est d’acidifier le lait et le caillé. Elles participent
également a la formation du godt et ont un impact sur la texture du fromage (Bouton
2014 ; Laithier et al. 2011).

Les bactéries propioniques : phylogéniquement ce sont des bactéries gram

positive (en moyenne 10 ufc/mL), fermentant le lactate en acide acétique, en acide
propionique et en CO2. Elles participent a la formation du godt et a I'ouverture des

fromages a pate pressée cuite (formation des yeux de la pate) (Bouton 2014).

Microcoques, staphylocoques non pathogénes et bactéries corynéformes :

bactéries gram positives de flore de surface des fromages affinés (100 a 1000

® Morge : solution constituée de sel et de microorganismes, utilisée pour frotter les
fromages lors de la phase d’affinage pour former la croute
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ufc/mL). Elles ont un réle essentiellement dans la formation du godt (croute lavée,
fleurie ou croute mixte) (Bouton 2014) et des couleurs. Paradoxalement, les
corynébactéries les plus ubiquistes comme Arthobacter bien qu’ayant une activité
protéolytique et lipolytique importante, n’ont pas de rdle central dans I'élaboration du
golt au contraire des espéces Brevibacterium linens et B. aurantiacum, par exemple,

a l'origine d’une création importante de goat (Laithier et al. 2011).

1.1.1.2 Les levures et champignons

Les levures : elles sont largement répandues dans I'environnement et donc
dans le lait (10 a 100 ufc/mL). Les levures sont toujours présentes de maniere plus
importante a la surface qu’a l'intérieur des fromages, leur réle est de désacidifier la
pate au début de laffinage par assimilation du lactate, formation de métabolite
alcalins et libération d’hormones de croissance ; ceci pour permettre I'implantation
d'une flore bactérienne superficielle acido-sensible et halotolérante comme les
bactéries corynéformes ou les staphylocoques. La neutralisation de la pate permet
également la modification de sa texture, I'optimisation de I'activité enzymatique et la
répartissions des minéraux au sein du fromage (Vassal et al. 1986 in Cholet 2006).
Les levures interviennent dans la flaveur des fromages affinés par la production de
composeés aromatiques, soit directement par la production d’'une grande variété de
composeés aromatiques, soit indirectement, par production d’enzymes protéolytiques
et lipolytiques (Cholet 2006).

Les AA sont les précurseurs de nombreux composés aromatiques. Par
exemple, Saccharomyces cerevisiae transforme la L-méthionine en un composé
soufré le methanethiol, par différentes voies enzymatiques.

Les levures restent trés actives jusqu’a la fin de l'affinage au contraire de
nombreuses flores qui disparaissent bien avant la fin de I'affinage. Enfin, les levures
ont un impact trés important sur I'équilibre des flores. Il existe de trés nombreuses
interactions entre les levures elles-mémes et entre les levures et les bactéries
(Bonaiti 2004 ; Cholet 2006).

Les moisissures : participent a la caractérisation majeure de certains fromages

(P. camemberti), et induisent des caractéristiques sensorielles spécifiques (Bouton
2014).
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1.1.2 Micro-organismes responsables d’altérations

Certains micro-organismes peuvent induire des transformations nuisibles a la
qualité des produits; par exemple par dégradation de certains constituants

(protéines, lipides...) et/ou la libération de composés indésirables.

1.1.2.1 Les bactéries

Les coliformes peuvent étre responsables des gonflements précoces des
fromages (pate molle, aspect spongiforme).

Les bactéries psychrotrophes (genres Pseudomonas ou Bacillus) produisent
des lipases et des protéases extracellulaires qui génerent des défauts de godt et des
défauts de couleur (croutes bicolores...).

Les bactéries butyriques (Clostridium tyrobutyrium) participent a des défauts
de godt et peuvent étre responsables d’ouverture (gonflement tardif) des fromages a

pate pressée cuite.

1.1.2.2 Les levures-moisissures

Selon le type de fromage, le Mucor par exemple, peut-étre un agent
d’altération (pour le Reblochon) ou non (pour la Tomme de Savoie) (Bouton 2014 ;
Fretin 2016).

1.2 Facteurs affectant le développement des germes dans le lait

Une des composantes du lait cru est sa microflore. Cette flore spécifique est
intégrée dans un écosystéeme ou un équilibre s’établit entre les micro-organismes et
le milieu. Du lait au fromage les micro-organismes s’entraident, entrent en
compétition, se supportent, se détruisent. L’ensemble de ses interactions gouverne
la structure des communautés microbiennes et leurs activités.

Les facteurs environnementaux, comme la température, de méme que les
facteurs intrinséques au lait vont venir perturber cet équilibre. On est en présence

d’un état stable de non-équilibre.
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1.2.1 Facteurs intrinséques

Le lait est un milieu riche et varié. Les parameétres le caractérisant vont
influencer l'activité de la microflore. En effet, chaque micro-organisme a des

exigences nutritionnelles et physiques spécifiques.

Le pH

En général, le pH optimal de la flore des laits est proche de la neutralité.
Cependant quelques bactéries se différencient par leur capacité a se développer a
des pH bas, c’est le cas des bactéries lactiques qui participent a I'acidification du lait
lors des premiéres étapes de la transformation fromageére. Les levures interviennent
ensuite en désacidifiant la pate, permettant ainsi a des bactéries de surface acido-
sensibles de s’installer, comme les corynéformes, et de travailler sur le gol(t du

fromage (Laithier et al. 2011 ; Beuvier, Feutry 2005).

1.2.1.1 L’activité de I'eau (aw)

Cet indicateur correspond a la quantité libre d’eau disponible pour le
développement des micro-organismes et le bon fonctionnement de leurs activités
enzymatiques et chimiques. Les molécules d’eau souvent sont liées a certains
composants du lait, ce qui en diminue I'activité (Beuvier, Feutry 2005). Cet indicateur
est conditionné en début d’affinage par la teneur en NaCl (bactéries halophiles)
(Laithier et al. 2011).

1.2.1.2 Le potentiel d’oxydoréduction

Ce potentiel est la résultante de I'équilibre entre des réducteurs et des
oxydants. Cela influence le développement de la flore en jouant sur ses besoins en
oxygéne. Ainsi, les micro-organismes plutdt aérobies se retrouvent en surface des
fromages (corynébactéries), au contraire des micro-organismes anaérobies qui se
développent au cceur des fromages a I' exemple des bactéries propioniques (Laithier
et al. 2011). L’activité de certaines bactéries peut modifier le milieu, en le rendant
plus anaérobie par exemple, ce qui le rendrait plus favorable ou hostile a I'activité

d’autres bactéries ayant un role différent (Beuvier, Feutry 2005).
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1.2.1.3 Composition en nutriments

Le lait est composé de divers nutriments comme le lactose, des vitamines, des
minéraux, des acides aminés, des protéines et des matiéres grasses. Ces éléments
sont disponibles pour l'activité des bactéries et des champignons, s’ils possedent le
systéme enzymatique nécessaire pour le métaboliser. Cette composition fine est
influencée par les pratiques d’élevage dont I'alimentation (Beuvier, Feutry 2005 ;
Laithier et al. 2011). Frétin 2016 a eu la confirmation que I'alimentation a un effet sur
la texture du fromage, en lien avec composition en matiére grasse du lait via la
concentration en C18:1cis9 et en C16:0. La texture des fromages fabriqués avec des
creme issues de lait de vaches au paturage (plus riche en C18:1cis9 et en acides
gras polyinsaturés), est plus souple, plus fondante, plus collante que celle des
fromages réalisés avec des crémes issues de lait de vaches nourries a I'ensilage de
mais (plus riche en acide gras saturé a chaine courte et en C16:0) (Fretin 2016). La
composition fine du lait en matiéres grasses influence principalement I'équilibre entre
la flore indigéne et la flore ensemencée (levain) au niveau de la croute des fromages
(Fretin 2016).

1.2.2 Facteur extrinséque

La température de conservation du lait est un parameétre complexe.
Officiellement, la température de conservation du lait ne devrait pas dépasser 4°C.

Or, il a été remarqué a maintes reprises que conserver du lait cru a cette
température affecte de maniere irréversible la fromageabilité de ce lait. En effet, les
micro-organismes du lait cru ne sont pas tous affectés de maniere identique par une
température donnée. La plupart des bactéries du lait sont mésophiles (comme les
bactéries lactiques Lactocoques) mais ce n’est pas le cas de toutes. D’autres sont
psychrotrophes ou encore thermophiles (Laithier et al. 2011 ; Beuvier, Feutry 2005).

Dans les années 1950, lors de la création des premiéres coopératives a
gestion directe en AOP Beaufort, I'organisation des « ménes » afin de récolter le lait
étaient complexe et onéreuses a mettre en place. Le lait étant transformé « chaud »,
la collecte avait lieu deux fois par jour. Il a rapidement été affirmé que le tank, plus
économique puisqu’il conservait le lait plus longtemps, était un modele d’avenir. Les
premiers essais ont été catastrophiques, aucun fromager n’a réussi a transformer du
lait conservé douze heures a 4°C (Lynch, Harvois 2016), les fromages lainaient. Les

responsables ont donc décidé que le report du lait n’était pas adapté au fromage
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AOP Beaufort et la collecte journaliére a repris. Du point de vue de la microflore des
laits crus, le report du lait et sa conservation a basse température ont un impact sur
la fromageabilité du lait cru.

On ne sait toujours pas aujourd’hui expliquer finement les modifications
rencontrées lors du report du lait. Il est dit que conserver du lait a 4°C ou a 8°C
pendant 24 heures n’a pas d’impact significatif sur la microflore (Berodier 2009). Par
contre, conserver du lait a 12°C pendant 24 heures entraine une augmentation d’une
microflore utile (Lactocoques) mais aussi de deux microflores indésirables
(coliformes et Pseudomonas) (Berodier 2009).

Sous appellation aucun lait n’est transformé 24h apres la traite. On ne sait pas
finement quelles sont les modifications de la microflore générées par le report du lait.
Certains cahiers des charges de fromages d’appellations recommandent donc de
conserver le lait a environ 12°C et de ne pas descendre en dessous de 4°C (INAO
2007, 2012a) lorsqu’il y a report de plus de 6h.

1.3 Influence des pratiques d’élevages sur les réservoirs de flore

des laits et sur la microflore des laits crus

La biodiversité est définie par le journal officiel du 12 avril 2009 comme « la
diversité des organismes vivants, qui s'apprécie en considérant la diversité des
espeéces, celle des genes au sein de chaque espéce, ainsi que l'organisation et la
répartition des écosystemes ». Il a déja été souligné le réle indéniable de la
microflore du lait cru sur la typicité des fromages et leur lien au terroir. Il est donc
légitime de s’interroger sur I'adaptation des pratiques d’hygiéne pour préserver au
mieux la biodiversité du lait cru.

Les pratiques d’hygienes sont définies « par 'ensemble des principes et des
pratiques tendant a préserver et améliorer la santé ». A priori, les pratiques
permettant d’éliminer spécifiquement les pathogénes et de conserver les flores utiles
ne sont pas connues, il est donc préférable de protéger les écosystémes naturels. En
filiere fromagére, cela implique la conservation des pratiques traditionnelles et le
raisonnement des pratiques d’hygiéne.

Le lait est considéré comme stérile a sa sortie de la mamelle. La flore du lait

cru résulte d’ensemencements successifs par différents réservoirs.
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1.3.1 Principaux réservoirs de la flore des laits cru et flux microbiens

1.3.1.1 Contexte

Globalement, les acteurs des filieres fromagéres rapportent une diminution
des flores utiles dans le lait cru. Il y a en effet une différence entre les attentes des
producteurs et celles des fromagers. Les producteurs visent une qualité du lait
optimale en lien avec un niveau de flore totale le plus bas possible, au contraire des
fromagers qui attendent des laits ayant une bonne fromageabilité, soit un niveau en
flore utile élevé.

Une étude comparant des laits pauci-microbiens (germes totaux < 5000
germes /mL) a des laits crus plus chargés en germes, a montré qu'en valeurs
relatives les proportions de flores utiles étaient environ les mémes, voire un peu plus
faibles dans les laits pauci-microbiens. En valeur absolue, le nombre de Lactocoques
des laits pauci-microbiens était plus faible (Bouton 2009). Cependant, lorsqu’on
compare la qualité finale des fromages fabriqués a partir de lait pauci-microbien ou
de lait plus chargé en flore totale, la différence n’est pas forcément celle a laquelle on
peut s’attendre a priori. Un niveau faible en flore utile dans le lait n’engendre pas
forcément un niveau faible en ces flores dans le fromage affiné. Il y a deux
explications possibles a cela.

D’abord, d’autres sources d’ensemencement peuvent entrer en jeu en cours
de fabrication du fromage comme les moules, les toiles, la présure sur recuite ou
encore les tables d’affinage (Laithier et al. 2011). Ceci est corroboré par I'étude de
linfluence de la technologie sur le lait selon son niveau en germes totaux. Les
fromages, issus de laits crus globalement moins chargés en germes, présentent un
écart sensoriel important selon que la transformation est laitiére ou fermiére. Les laits
crus, chargés en microflores sont moins influencés par la technologie fromagere ; les
fromages laitiers ou fermiers qui en découlent sont globalement plus similaires entre
eux. Un lait chargé en microflores permet de réaliser un fromage dont les
caractéristiques organoleptiques dépendent des conditions de production du lait. Ces
caractéristiques sont moins influencées par la technologie fromagere lorsque le lait
est riche en microflore. (Convert 2012).

D‘autre part, comme la plasticitt du génome est importante et le temps de
multiplication bactérienne est court, les micro-organismes des souches fromageéres
sont capables de s’adapter trés rapidement a des environnements différents. Par
exemple, Lc. Lactis ou Arthrobacter sp peuvent subir des modifications génétiques
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par mutation du génome ou par transfert de géne, ce qui favorise leur
développement dans le fromage. Ainsi, des micro-organismes sous-dominants dans
le lait peuvent avoir I'opportunité de se développer plus facilement dans des
environnements qui leur sont plus favorables comme le milieu fromage (Fretin 2016).
La charge globale d'un lait cru ne reflete pas réellement sa fromageabilité. Une
espéce abondante peut assurer des fonctions essentielles (comme les bactéries
lactiques) sans pour autant étre la clef de volte de I'écosystéme ; a l'inverse, une
espéce peu présente peut jouer un réle déterminant. Au-dela de la quantité de micro-
organismes présents, c’est la nature de cette microflore qui contribue a la typicité des
fromages au lait cru (Bouton 2009). Il faut cependant conserver un certain niveau de
flore et sa biodiversité pour avoir une bonne influence des flores sur la spécificité des
fromages. Cela passe par une bonne connaissance des réservoirs de la flore des
laits crus et des flux microbiens entre ces réservoirs. Aujourd’hui, le lait cru conserve
encore une bonne typicité par la grande variété des groupes d’intérét fromager et la

faible présence de groupes microbiens d’altération (Michel, Hauwuy, Chamba 2001).

1.3.1.2 Les principaux réservoirs de flore et les flux entre eux

Il est maintenant courant de considérer le trayon comme le réservoir principal
influencant la microflore des laits crus. La flore de ce réservoir est caractérisée par
une forte diversité de groupes microbiens mais présentant une dominance de la flore
d’intérét fromagére appartenant au phylum Firmicutes : flore acidifiante mésophile et
flore halophile. On retrouve donc une flore acidifiante a@ un niveau de 10° & 10’
ufc/2trayons, des Entérocoques a 10° ufc/2trayons, des flores d’affinage & hauteur
de 10%-10* ufc/2trayons. Les flores indésirables d’altérations sont cent fois moins
présentes (Laithier et al. 2011 ; Michel, Hauwuy, Chamba 2006).

On retrouve sur les trayons avant préparation des groupes microbiens
d’intérét technologique aussi présents dans le lait (Verdier-Metz et al. 2011 ; Mallet et
al. 2013). Cette hypothése est confirmée par I'impact négatif des pratiques de traites
hygiénistes sur les flores d’intérét technologique présentes dans le lait, notamment
les Staphylocoques et les Corynébacteriums (Mallet et al. 2013).

La flore des trayons est influencée par différents facteurs environnementaux.
Outre I'hygiene de traite qui sera abordée plus tard, le premier facteur a envisager
est le facteur saison. En effet, le niveau de flore au niveau du trayon diminue d’un
facteur quatre I'été (Monsallier et al. 2014 ; Joandele 2007 ; Convert 2010 ; Bouton et

al. 2005). Selon la saison, la litiére est en effet modifiée ainsi que I'alimentation.

30



L’hiver, les vaches sont logées a I'attache en batiment (stabulation entravée) ou en
stabulation libre, sur tapis, paille ou encore sciure. Comme celle des trayons, la
microflore de la litiere est représentée a 95% par des bactéries d’intérét
technologique. Quant aux levures et moisissures, on les retrouve a hauteur de 3 log
ufc/trayons (Monsallier et al. 2014). Une corrélation positive a été mise en évidence
entre la flore de la litiére type tapis, paille ou sciure et la flore des trayons. Les tapis
et la sciure présentent des niveaux plus importants en flore totale et cela a un impact
positif sur le niveau de la flore des trayons. Plus particulierement, les tapis sont
associés a un niveau plus important de flore acidifiante mésophile sur les trayons
(Joandele 2007 ; Convert 2010). On a donc bien un flux de flore depuis la litiere vers
le trayon. Aucune corrélation litiére-lait n’a par contre pu étre mis en évidence
(Monsallier et al. 2014).
L’été, les vaches dans les élevages AOP sont obligatoirement au paturage (INAO
2007, 2012a, 2012b, 2015a). Il existe une relation, bien qu’encore non complétement
comprise, entre la phyllosphére, le sol et la peau des trayons d’'un point de vue
microbien .On sait notamment que la diversité botanique et la fertilisation des sols
peuvent modifier la biodiversité, I'abondance et l'activité de la communauté
microbienne des sols. Ceci peut ainsi affecter la flore des trayons en contact avec le
sol (Fretin 2016 ; Montel, Bouton, Parguel 2012).

La flore des trayons est donc influengcable par de nombreux facteurs
environnementaux. Les pratiques d’hygiéne de traite ont également un réle trés

important sur les trayons.

La flore présente dans la machine a traire est peu diversifiée par rapport a la
flore présente sur les trayons. Quantitativement, le niveau de flore utile est identique
a celui de la flore d’altération (Michel, Hauwuy, Chamba 2006). La machine a traire
demeure un réservoir secondaire d’ensemencement du lait cru par la présence de
biofilms (Michel 2005). Des souches de micro-organismes présents dans l'eau
résiduelle de ringcage de la machine a traire ont des profils similaires a ceux retrouvés
dans le lait cru (Mallet et al. 2013).

L’efficacité de ringage et les types de lessives utilisées influencent directement
le profil des flores. L’étude des eaux résiduelles de ringage met en évidence la
présence de résidus de produits lessiviels (défaut de conception de la machine a
traire ou trop faible volume d’eau pour rincer la machine) (Michel 2005). Ceci a pour

conséquence de diminuer I'aptitude a la coagulation des laits.
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Certaines AOP commencent a s’intéresser aux types de lessives utilisées :
chlorées ou non. Bien qu’aucune modification globale de la flore n’ait été montrée, on
sait en regardant plus précisément la nature des flores et leur équilibre plutdt que la
quantité de germes totaux, qu’'une lessive chlorée engendre une augmentation des
entérocoques alors qu’une lessive non chlorée entraine une augmentation des

levures et des lactobacilles hétérofermentaires.

Enfin, l'air ambiant de la salle de traite est potentiellement un réservoir
d’ensemencement du lait cru, il contient des bactéries d’affinage et des bactéries
lactiques mésophiles (Laithier et al. 2011). Des études montrent que, comme dans la
machine a traire, la flore d’intérét technologique est au méme niveau que les flores
d’altérations. Il existe cependant une corrélation entre la flore des laits crus et la flore
de l'air ambiant, ce qui laisse penser que ce support est un milieu d’ensemencement
du lait dans la salle de traite (Michel, Hauwuy, Chamba 2006 ; Mallet et al. 2013).

L’air de la salle de traite peut étre affecté par 'activité dans I'étable, le taux de
renouvellement de l'air, la température et 'humidité du batiment, les conditions de
récolte et de stockage du fourrage ou encore par l'utilisation d’un produit asséchant
tel que la bentonite qui diminue la poussiére et les micro-organismes (levures et
moisissures) dans 'air ambiant. En effet, un flux de circulation microbien aéroporté a
été mis en évidence entre I'air de I'étable et I'air de la salle de traite (Montel, Bouton,
Parguel 2012).

1.3.2 Focus sur 'influence des pratiques d’élevages

Tous les producteurs, bien que soumis aux mémes Vvariations
météorologiques et saisonniéres, ne produisent pas le méme type de lait. Le niveau
et la nature des flores ne sont pas dus au hasard, mais résultent des différences de
pratiques d’élevages et notamment en ce qui concerne I'’hygiéne de traite ou encore
le lavage de la machine a traire (Michel, Hauwuy, Chamba 2001). Cette étude met
bien en évidence cette réalité puisqu’au cours de I'étude, 58% des producteurs n’ont
pas changé de classe de lait (basé sur les caractéristiques de la microflore) tout au

long de 'année.
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Bien que le souci premier soit basé sur la qualité sanitaire du lait, on observe une
prise de conscience de l'existence et de l'importance des flores des laits cru
(Berodier, Parguel, Convert 2013). Ainsi, certains ODG" interdisent I'utilisation des
produits comme les pré-trempages désinfectants lors de la préparation de la
mamelle.

En s’appuyant sur des enquétes, on peut définir des classes de producteurs
en se basant sur leur pratiques de traite et plus précisément en matiére d’hygiéne de
traite. On sait que le nettoyage mécanique (laine de bois, nettoyage a sec avec du
papier, lavettes humides sans savon) des trayons réduit d’un facteur 30 la charge
microbienne. L'’utilisation en plus d’un produit désinfectant (pré-trempage ou pré-
moussage désinfectant, lavette humide avec désinfectant) réduit d’'un facteur 100 la
charge microbienne sur les trayons (Laithier et al. 2011). Les producteurs qui ont les
pratigues d’hygieénes de traite les plus poussées (désinfection des trayons de
maniére individuelle, avec une lavette ou du pré-trempage, présence systématique
de post-trempage et lavage de la machine a traire bi-journalier) ont des niveaux de
microflore plutét faibles. Au contraire, les éleveurs présentant des préparations des
trayons différentes (sans préparation, préparation a sec ou collective, pas toujours de
post-trempage et lavage de la machine a traire une fois par jour), ont des niveaux en
flore totale plus importants sans avoir une augmentation des flores d’altérations
(Michel, Hauwuy, Chamba 2006).

En effet, il a ét¢ montré que [l'utilisation de pré-trempage désinfectant, en
comparaison a de la laine de bois par exemple, conduit a un niveau moins élevé en
flore totale et plus particulierement en flore gram positive et négative d’'intérét
technologique et en flore d’affinage (Bouton et al. 2012).

L’utilisation du post-trempage est plus controversée d’'un point de vue des
flores. Son utilisation est liée au temps nécessaire pour le sphincter du trayon a se
fermer ainsi qu”a ses qualités cosmétiques permettant de graisser le trayon et
d’éviter les gergures, les crevasses... Ce produit est constitué la plupart du temps
par des désinfectants et des substances cosmétiques.

Certaines études renseignent sur l'impact négatif de son utilisation sur les

microflores d’intéréts technologiques du lait cru comme les Staphylococcus et les

' Organisme de Défense et de Gestion
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Corynebacterium (Mallet et al. 2013). D’autres montrent que le post-trempage iodé
ou glycériné entraine une diminution des bactéries d’affinage au niveau des trayons ;
aucune modification n’est a priori observé dans le lait (Verdier-Metz et al. 2014).

Pour d’autres enfin, aucune modification ne serait réellement mise en évidence. De
plus, le coté cosmétique de ce produit permet d’entretenir I'intégrité du trayon ; cela

permet de se prémunir de la présence de bactéries pathogenes (Laithier et al. 2011).

Certaines pratiques d’élevages se révelent étre des pratiques influengant les
microflores des laits crus.
L’alimentation est un des facteurs complexes influengant les équilibres microbiens
(Fretin 2016). De maniere synthétique, il a été montré que le foin a un effet positif sur
les teneurs en Lactobacilles hétérofermentaires facultatifs et les bactéries
propioniques dans le lait. L’enrichissement se ferait directement par contact du foin
sur les trayons ou indirectement par la salive (Bouton et al. 2005). Au contraire de
'ensilage d’épis de mais, qui entraine une augmentation des flores d’altérations
comme Pseudomonas et des niveaux en flore acidifiante plus faibles (Convert 2010).
La promiscuité dans les batiments entravés ainsi que I'hygiéne correcte de la salle
de traite sont corrélées a une augmentation des flores d’intéréts comme les
Lactobacilles hétérofermentaires facultatifs, les bactéries propioniques et les

Lactobacilles (Figure 4)
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Figure 4 : Réservoirs principaux de la flore microbienne des laits crus et principaux flux de flore les
reliant (FA : Flore d'altération; FIT : Flore d'intéret technologique; SDT : Salle de traite, MAT : Machine a

traire ; + effet positif sur le niveau de flore ; - effet négatif sur le niveau de flore)

Finalement, la réalisation de la traite dans de bonnes conditions (ambiance
calme sans trop de bouses, aucune manipulation de fourrage, sans raclage ni
paillage) ; ainsi qu’'une bonne adaptation des pratiques d’hygiénes, permettent de
préserver les flores de I'environnement et d’obtenir des laits plus riches en flores

d’intérét technologique (Bouton et al. 2005).

Il est extrémement difficile et dangereux de généraliser des recommandations
sur les pratiques d’élevages permettant d’obtenir des laits de bonne qualité sanitaire
et technologique. Il faut sans cesse s’adapter a I'élevage auquel on s’intéresse ;
aucun élevage n’est identique. Des adaptations au cours des saisons, selon des
événements marquants, pourraient méme étre envisagées a [I'échelle d'une

exploitation.
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2 L’AJOUT DE LEVURES VIVANTES: OBJECTIF
D’UTILISATION, MECANISMES D’ACTION DANS LE
RUMEN

La société pousse vers lintensification de la production a tous les niveaux.
Cela se concrétise par une rationalisation des filieres et une augmentation de
I'efficacité de production. L’agriculture n’est pas en reste. Depuis la fin de la
deuxieéme guerre mondiale, 'agriculture se rationnalise.

Bien que les filieres de valorisations IGP et AOP aient longtemps été
épargnées, il n’échappe a personne que la productivité de ces filieres a augmenté, a
'image de beaucoup d’autres activités économiques. Cela se constate au niveau de
'augmentation de la taille des troupeaux, 'augmentation de la productivité par vache.
Bien que les rations soient principalement basées sur un fourrage de type foin,
I'apport de concentrés est bien présent.

Ces propos peuvent étre nuancés. En effet, certains cahiers des charges
limitent la production laitiere par vache, la quantité de concentrés distribués, les
produits d’hygiene de traite (pré-trempage interdit par exemple) ou encore la quantité
de fourrages importés hors zone. Pour autant, on observe une forme d’intensification
au sein de ces zones ; les agriculteurs gardent en effet plus de vaches I'hiver sans
pour autant faire plus de foin; en 2016, a la coopérative laitiere de Beaufort, le
volume de la production d’hiver a atteint le méme niveau que le volume de la
production d’été, ce qui n’était jamais arrivé depuis la création de la coopérative dans
les années 1950.

Ainsi, il n’est pas étonnant de voir apparaitre dans les systémes de production
des auxiliaires alimentaires a effet nutritionnel et zootechnique. Ces produits sont
réglementairement considérés soit comme des matiéres premiéres, soit comme des
additifs.

Les matiéres premieres sont définies comme « des produits d’origine végétale ou
animale dont l'objectif principal est de satisfaire les besoins nutritionnels des
animaux, a I'état naturel, frais ou conservés et des dérivés de leur transformation
industrielle, ainsi que les substances organiques ou inorganiques [...] » (Réglement
(CE) N°767/2009, 2009). Les Additifs sont définis comme des «substances, micro-

organismes ou préparations, délibérément ajoutés aux aliments ou a l'eau pour

36



remplir notamment une ou plusieurs des fonctions suivantes : avoir un effet positif
sur les caractéristiques des aliments pour animaux ; avoir un effet positif sur les
caractéristiques des produits d'origine animale ; répondre aux besoins nutritionnels
des animaux ; avoir un effet positif sur la production, le rendement ou le bien-étre
des animaux [...]» (Réglement (CE) N°1831/2003, 2003). Ces derniers sont
additionnés a des fins technologiques, sensorielles ou nutritionnelles dans
I'alimentation des vaches laitiéres.
Les auxiliaires alimentaires les plus utilisés sont le monopropyléne glycol, les acides
aminées et les micro-organismes comme les levures vivantes (Clignac 2016).

Les levures mortes ou inactivées sont les formes les plus fréquentes
d’utilisation et sont considérées sous cette forme comme une matiére premiére, au
contraire des levures vivantes considérées comme des additifs et retrouvées de plus

en plus dans les rations.

2.1 Pourquoi utiliser des levures vivantes ?

Les vaches laitiéres intégrées a des systémes de productions intensifs sont
souvent en situation de déséquilibre si la ration n’est pas adaptée. La maladie sous
jacente est l'acidose, trés fréquente en élevage notamment lors de transition
alimentaire (au moment de la mise bas, de la mise a I'herbe...).

Les levures vivantes sont mises en avant aujourd’hui pour diminuer les risques
d’acidose et augmenter la production laitiere. En pratique, les éleveurs des Savoie
ne sont pas toujours au courant qu’ils intégrent des levures vivantes dans
I'alimentation de leurs vaches. En effet, lors de I'étude réalisé en 2016 par Clignac,
toutes les compositions des intrants alimentaires ont été vérifiées ; il en ressort que
les agriculteurs achetant des aliments conformes aux CDC, ne sont pas informés par
les vendeurs d’aliments que des levures vivantes sont présentes dans la
composition.
Quand ils utilisent volontairement cet additif, c’est dans I'objectif de conserver
I'équilibre ruminal des vaches pendant les périodes a risque (Clignac 2016).

L’'impact des levures vivantes sur la production laitiere est corroboré par de
nombreuses études bien que d’autres nuancent cet effet positif.

Que ce soit pour les vaches, les brebis ou les chévres, les levures vivantes

ont un impact positif sur la production laitiére (Chiofalo et al. 2007 ; Le Scouarnec et

37



al. 2006 ; Ali Haimoud-Lekhal, Chevaux, Piron 2016). Plus largement, I'utilisation de
cet additif a un impact positif sur les performances zootechniques d’animaux a
'engraissement ou en croissance comme des agneaux ou des taurillons (Loncke et
al. 2012 ; Bijja, Ducourtieux, Julien 2014 ; Kamal et al. 2013).

On peut donc constater que les performances zootechniques sont améliorées pour
des animaux en situation de déséquilibre alimentaire comme le montre la méta-
analyse de Desnoyers et al. (2009). Les animaux a I'engraissement sont a fort risque
d’acidose ainsi que les vaches laitieres nourries avec des rations a risque
acidogénes a base d’ensilage de mais ou contenant des fortes quantités d’aliments
énergétiques concentrés. Les vaches, nourries a base de ration a dominante
fourragére faiblement acidogéne, répondent moins a l'ajout de levure vivante. De
méme, lorsque la ration présente un niveau insuffisant de protéines, les levures ont
un impact positif sur la production. Ceci s’explique par une augmentation de
synthése de protéines par le microbiote ruminal. Ce n’est pas le cas lorsque la ration
est équilibrée (Chiquette 2010).

Concernant la qualité du lait en nutriments, plusieurs études tendent a évaluer

'impact des levures vivantes sur les taux butyreux et protéique.
Le taux butyreux tend a augmenter (Chiofalo et al. 2007) alors que d’autres
recherches sont plus prudentes quant a limpact réel de la levure (Ali Haimoud-
Lekhal, Chevaux 2003 ; Ali Haimoud-Lekhal, Chevaux, Piron 2016). Le taux
protéique quant a lui n’est jamais affecté de maniére significative.

L’'importance de la microflore des laits crus sur la fromageabilité des laits et
sur les caractéristiques organoleptiques des fromages a été établie (Bouton 2001 ;
Bouton, Grappin 1995 ; Buchin, Beuvier 2000 ; Beuvier et al. 1997). La levure vivante
la plus couramment utilisée est Saccharomyces cerevisiae ; cette levure fait partie de
la flore fongique naturelle du lait cru et a un réle important lors de I'affinage (Bouton
2014).

Face a 'augmentation de son utilisation dans les filiéres laits crus, la question
de son impact sur la flore des laits est donc légitime. En effet, pour étre autorisés
dans les filiéres savoyardes, les additifs doivent avoir un impact zootechnique positif,
ne pas altérer la composition du lait et renvoyer une image positive aux
consommateurs.

Cette question est l'intérét central de cette étude, étant donné que seules

quelques publications ont été effectuées sur le sujet. A priori, la levure n’est pas
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retrouvée dans le lait et aucune modification de la flore microbienne des laits cru n’a
jusqu’ici été mesurée (Grilli et al. 2016 ; Deneufbourg, Tormo 2013).

Les études, précédentes réalisées sur le sujet, présentaient un effectif
d’exploitations plus faible que celui de cette étude. Par ailleurs, nous avons prélevé
plus de support et de réservoir potentiel de flore, afin de contréler I'impact des
levures vivantes sur I'équilibre microbien des différents réservoirs potentiels de la
flore des laits crus. Enfin, les avancées technologiques permettent aujourd’hui
d’utiliser de maniére courante les outils de métagénomique. Les analyses réalisées
pour caractériser I'évolution de la microflore sont basées ici sur la méthode de

métabarcoding.

2.2 Quels sont les mécanismes sous-jacents ?

2.2.1 Microflore du rumen, mécanisme d’acidose et
utilisation de levures vivantes
Le rumen contient une population microbienne importante, parfois qualifiée de
second génome des ruminants. Cette population est composée entres autres de
bactéries (10" cellules/mL), de protozoaires (10° cellules/mL) et de champignons
(10° cellules/mL).
De maniéere synthétique, les fibres et 'amidon présents dans le rumen sont
hydrolysés en oses. Ces derniers sont fermentés en AGV'' (acétate, butyrate ou
propionate) et en gaz (CO2 ou CH4) (Figure 5). La production de lactate est

normalement trés faible.

" Acides Gras Volatils
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Figure 5 : Dégradation de carbone Rumen (d‘aprés Chiquette et al. 2010)

Une ration riche en concentrés, eux-mémes riches en glucides rapidement

fermentescibles, entraine une accumulation d’AGV et de lactate. Cela entraine une
baisse du pH ruminal. Si le pH s’abaisse en dessous de 6, I'activité des bactéries
cellulolytiques est réduite et au dessous de 5,5 le nombre de protozoaires diminue,
au contraire des bactéries utilisatrices (exemple M. elsdenii) ou produisant du lactate,
qui elles, voient leur population augmenter (exemple Streptococcus bovis). Aussi
longtemps que la production de lactate se maintient au méme niveau que son
utilisation, le ruminant est en situation d’acidose.
Si en revanche, le pH diminue encore, les lactobacilles prennent le dessus et
provoquent une augmentation encore plus forte de lactate ; le pH passe alors sous la
valeur de 5,2 et les bactéries utilisant le lactate disparaissent. On est alors en
situation d’acidose aigué.

Des études ont montré que l'utilisation de levures vivantes (Saccharomyces

cerevisiae) permet de limiter les effets néfastes de I'acidose.

Lors de situation d’acidose, la supplémentation en levures vivantes permet
globalement d’observer moins longtemps un pH ruminal en dessous de 5,2 a la suite

de lingestion de la ration. De plus, le pH moyen et minimal est globalement plus
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élevé (Brossard et al. 2004 ; Desnoyers et al. 2006 ; Giger-Reverdin et al. 2004 ;
Michalet-Doreau, Morand 1997 ; Chiquette 2009).

Les levures vivantes agissent également sur le potentiel d’oxydo-réduction du

rumen. Une méta-analyse regroupant 54 traitements a montré que Saccharomyces
cerevisiae renforce les conditions réductrices du rumen (Huang et al. 2016).
Ce microenvironnement anaérobie stimule l'activité des bactéries cellulolytiques et
leur fixation aux particules de fibres, ce qui augmente la vitesse de digestion. Une
pression partielle en dioxygéne basse active la production de propionate a partir du
lactate. Cela a pour conséquence d’augmenter le pH ruminal et de diminuer I'acidose
(Figure 6) (Chiquette 2010).

Pp 02 basse

==
Lactate === Propionate mssssp pH ruminal augmente

Pp O2 haute
=

Propionate s Lactate s pH ruminal diminue

Figure 6 : Anaérobiose et équilibre lactate / propionate dans le rumen (d'aprés Chiquette et al.
2010)
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Des études nuancent I'effet de Saccharomyces cerevisiae sur les conditions
ruminales et sur les performances zootechniques (Hasunuma et al. 2016 ; Kamal et
al. 2013). Les conclusions des études précédentes sont donc a considérer avec
prudence, des conditions bien précises devant srement étre nécessaires pour que

les levures soient utiles (Huang et al. 2016).

La digestion ruminale est dépendante de la présence et du fonctionnement de
la microflore ruminale. L’apport d’'une flore exogéne n’'est pas neutre quant au
fonctionnement de la flore indigéne.

L’'impact des levures vivantes sur la structure et la diversité de la population
bactérienne du rumen a entre autres été étudié par AlZahal et al 2017. Il a été
montré qu’en comparaison de la ration, I'apport de levures vivantes a un tres faible
impact sur la structure et la diversité de la microflore ruminale. L’apport de levures
tend a augmenter I'abondance de certains OTUs"? anaérobies dominants comme F.
succinogenes et le phylum SR1 (AlZahal et al. 2017). En se basant sur le
séquencage d’ARN 16S, il est possible de montrer que les levures vivantes
augmentent I'abondance spécifique de micro-organismes ayant des enzymes
fibrolytiques.

En se basant sur une ration riche en fibres, I'ajout de levures vivantes a
différents effets sur la population de champignons. L’abondance relative de Lewia et
de Neocallimatix spp. est augmentée, tandis que, Alternaria, Candida, Orpinomyces
et Piromyces spp. ont une abondance relative diminuée (Ishaq et al. 2017).
Globalement, on la diversité alpha et le nombre d’OTU sont augmentés par I'apport
de levures, que ce soit avec une ration riche en fibres ou riche en glucides
fermentescibles. Les levures vivantes orientent la microflore du rumen vers une

augmentation des activités cellulolytiques.

'2 Operationnal Taxonomic Unit
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2.2.2 Hypothése du maintien du pH ruminal, I'action des levures

vivantes sur la multiplication microbienne

Différentes hypothéses ont été proposées pour expliquer le maintien du pH
ruminal lors de I'ajout de levures vivantes dans I'alimentation des vaches laitiéres.
Les levures pourraient favoriser la multiplication bactérienne et non la production
d’AGV. Ceci a été modélisé par Jouany (Jouany 2006).

L’apport de levures doit étre renouvelé tous les jours dans I'alimentation. La
levure est un micro-organisme aérobie qui oxyde en présence de dioxygéne. En
revanche en milieu anaérobie, elle peut fermenter des oses. Or, autour des
particules solides présentes, quelques molécules d’oxygénes sont retrouvées. Apres
ingestion, les levures vivantes se retrouvent donc principalement attachées par une
matrice a ces particules solides. A I'opposé, on les trouve faiblement présentes dans
le jus ruminal.

En utilisant le dioxygéne autour des particules, les levures créent un
environnement anaérobie propice au développement des bactéries cellulolytiques
anaérobies et a leur attachement aux fibres composés de celluloses.
Saccharomyces cerevisiae métabolise des sucres et des petits oligosaccharides
solubles présents dans l'alimentation de la vache ou produits par les bactéries
amylolytiques attachées aux grains d’amidons ; ce métabolisme produit alors du
CO2. Les levures produisent également de I'éthanol, du glycérol, des peptides et des
acides aminés. Ces substrats sont utilisés par d’autres bactéries. Par exemple, M.
elsdenii utilise des acides aminés fournis par le métabolisme des levures afin
d’utiliser du L-lactate. Associés aux levures, ces micro-organismes forment des
microenvironnements particuliers nommeés « micro-consortium » (Figure 7) (Jouany
2006).
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Figure 7 : Modéle de l'interaction des cellules de levure avec les bactéries du rumen, proposé par Jouany
(2006).

Il a été également confirmé in-vivo, que [utilisation de levures vivantes
diminue le potentiel redox du rumen et protége par ce fait le caractére anaérobie
strict de ce milieu. L'utilisation de dioxygene est d’autant plus essentielle au bon
fonctionnement du rumen que le potentiel redox est le facteur limitant de I'activité
cellulolytique des bactéries du rumen (Huang et al. 2016). |l y a une grande diversité
entre souches de Saccharomyces cerevisiae en ce qui concerne leur capacité a
capter le dioxygene ; cela est strictement lié a leur capacité de stimulation des
bactéries et de leur effet global au niveau du rumen.

Par ailleurs, les levures vivantes accumulent du malate intracellulaire ; en le
relarguant au niveau des micro-consortiums (particules solides + levures +
bactéries), elles stimulent I'utilisation d’acide lactique par Streptococcus ruminantium
par exemple. In vitro, Saccharomyces cerevisiae entre en compétition avec
Streptococcus bovis, producteur de lactate, pour l'utilisation de glucose. En condition
anaérobie, les levures s'imposent, ce qui entraine une diminution de la production de
lactate (Chaucheyras et al. 1996).

Enfin, lors de la lyse des levures, il y a libération de protéines, d’acides aminés
et de vitamine issue du cytosol ; mais aussi des B-D-glucane et mannoprotéine
constituants de la paroi des levures. Ces composés sont donc utilisés par différentes
bactéries pour leur métabolisme ou leur développement.

Ce modéle, permet de mieux cerner ou se localisent les levures dans le rumen

et comment pourrait étre expliquées leurs actions positives sur I'acidose (Figure 8).
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Figure 8 : Modélisation de I'action des levures vivantes, proposé par Jouany (2006)

45



3 Problématique de I'étude

Les levures vivantes, dont Saccharomyces cerevisiae, font parties de la flore
naturelle des laits crus. Leur réle est essentiel lors de I'affinage des fromages ; que
ce soit en produisant directement des composés aromatiques ou en facilitant I'action
de certaines bactéries lactiques. De nombreuses interactions entre les levures et le
reste de la microflore ont lieu lors de la transformation du lait et au cours de I'affinage
du fromage. Ces interactions structurent et caractérisent la communauté microbienne
du lait cru d’abord et du fromage ensuite. Les levures restent présentes et actives
jusqu’a la fin de l'affinage. Bien que présentes dans les laits crus, la source
d’ensemencement principal de levure est la saumure. Elles n’interviennent donc en

grand nombre qu’apres la transformation du lait cru.

L’utilisation de levures vivantes dans l'alimentation des vaches laitieres a un
intérét exclusivement zootechnique. Il a été montré qu’en situation de déséquilibre,
les levures aident a rééquilibrer le rumen pour permettent I'expression du potentiel

de production (Poppy et al. 2012).

En filiére fromageére au lait cru AOP et IGP, les levures vivantes ne sont pas

inscrites sur la liste positive des différents CDC (ANNEXE 1: les Cahiers des
charges et les levures vivantes). Leur utilisation est donc officiellement interdite. Une
étude réalisée en 2016, met pourtant en évidence une utilisation de cet additif, ceci
au détriment du respect des CDC (Clignac 2016).
On sait que la flore des laits crus est un lien fort qui unit les fromages des Savoie a
leur terroir. Cette flore résulte d’ensemencements successifs du lait depuis sa sortie
de la mamelle jusqu’a sa collecte ; chaque exploitation agricole présente une flore de
lait particuliére.

Ne connaissant pas l'impact des levures sur les différents réservoirs de flore
des laits crus de I'environnement, il est Iégitime de s’interroger sur le devenir de ce
micro-organisme dans I'environnement de I'exploitation agricole et de son impact sur

I'équilibre des flores préexistantes.
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4 Hypothéses de recherche et objectifs

Le devenir, dans I'environnement de la ferme, des levures vivantes ajoutées
dans [lalimentation des vaches laitieres a fait I'objet de trés peu d’études.
Saccharomyces cerevisiae quand elle est ingérée n’est pas retrouvée dans le lait cru
et la microflore du lait cru n’est pas modifiée de maniére significative (Grilli et al.
2016 ; Deneufbourg, Tormo 2013). Cependant, la flore des laits crus résulte de
nombreux ensemencements et ce par des réservoirs différents. Bien que le trayon
soit considéré comme le réservoir principal de la flore des laits; il ne faut pas
négliger I'importance de réservoirs plus secondaires comme la machine a traire et
l'air de la salle de traite. De nombreux facteurs influencent ces réservoirs et les

rendent uniques selon les saisons, les pratiques d’élevages et I'alimentation.

L’objectif de ce travail est donc dans un premier temps de suivre la levure
dans l'environnement de la ferme et plus particulierement dans les principaux
réservoirs de flore des laits, lors de I'ajout de levures vivantes dans I'alimentation des
vaches laitieres.

Dans un deuxiéme temps, 'objectif est de mesurer I'impact des levures vivantes sur
la dynamique des principaux réservoirs de flore des laits crus et sur la microflore du
lait cru.

Afin de répondre a ce questionnement, nous nous attacherons a répondre aux
deux questions suivantes :

1. Suite a lingestion de levures vivantes, ou retrouve-t-on ces levures
précisément ? A quel niveau dans I'exploitation ?

2. L’'ajout de levures vivantes dans la ration a-t-elle un impact sur
'équilibre des flores microbiennes du lait cru et des principaux

réservoirs de flores du lait cru ?
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Figure 9 : Diagramme d'intervention des acteurs du projet. Groupe de travail composé de

I'AFTALP, du CERAQ, du GTV, de EDS, d'une stagiaire ENVT, d'ACTALIA et de Philéo

Lesaffre
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5 STRATEGIE ET MOYENS MIS EN OEUVRE

5.1 Dispositif expérimental et choix des supports de prélevement
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Figure 10 : Protocole mis en place afin de répondre aux questions posées. Px : Prélevement x, 1s : 1 semaine.

Le protocole (Figure 10) mis en place pendant I'hiver 2018, a été possible
grace a l'implication de différents intervenants (Figure 9).

Afin de s’affranchir au maximum du facteur alimentation, qui a un réle non
négligeable sur la qualité du lait et la flore des laits, le protocole s’est déroulé du 1*
janvier a fin avril. L’alimentation des vaches était considérée comme stable au cours
de cette période. Les vaches étaient en batiment ; méme s'’il y a des modifications de
fourrages distribués, il n'y a pas eu de grand changement alimentaire du type:
fourrage conservé-paturage.

Les éleveurs ont distribué 100g de prémix expérimental par vache et par jour,
ce qui correspond a 5 g par vache et par jour de Saccharomyces cerevisiae Sc47-
CNCM 1-4407, Actisaf®, 10'° ufc/g MS (Phileo Lesaffre Animal Care, France).

L’objectif de ce dispositif est tout d’abord de faire un état des lieux des
différentes flores présentes dans I'environnement de la ferme et dans les réservoirs
de flore des laits crus. Cela est permis par la réalisation de prélévements
(prélévement 1 et 2) lors de la période nommée « Avant ».

Ensuite, I'objectif de I'étude est de mesurer I'impact de levures vivantes
ingérées sur I'écosystéme de différents supports et réservoirs de flore.

Ainsi, par la suite deux périodes ont été distinguées selon que les levures vivantes

Actisaf® étaient distribuées ou non dans I'alimentation.
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La période «pendant distribution » correspond a une période de 4 a 5 semaines,
pendant laquelle les éleveurs incorporaient les levures Actisaf® dans I'alimentation.
Les prélevements commencent toujours 3 semaines aprés le changement
alimentaire (ajout ou retrait des levures vivantes), délai habituel pour considérer que
le microbiote du rumen s’est adapté au régime alimentaire. Les prélévements
pendant (prélévements 3 et 4) avaient pour objectif de détecter la présence
éventuelle de levures dans l'environnement et plus spécifiquement dans les
réservoirs de flore des laits, I'objectif final étant de mettre en évidence ou non une
modification de I'équilibre des flores du lait cru et de ces principaux réservoirs.

Enfin, les prélevements « aprés distribution » étaient réalisés 3 semaines
aprés l'arrét de la distribution des levures vivantes Actisaf® (prélevements 5, 6 et 7).
Ces prélévements permettaient de suivre la rémanence de la levure (si elle était
détectée pendant la distribution) et la résilience des flores du lait et de ses réservoirs
(Figure 10).

Différents supports ont donc été prélevés pendant chacun de ces
préléevements. Il a été décidé que les supports prélevés seraient :
* le lait de mélange
* e trayon avant préparation a la traite
* ['air du batiment

* |a bouse intra-rectale

Pour des raisons de praticité et doptimisation du temps imparti, les
préléevements ont été réalisés pendant la traite dans les différentes exploitations ; soit
toujours le matin, soit toujours le soir. Les échantillons étaient stockés dans une

glaciére a midi (soit le prélévement de la veille au soir et celui du matin méme).

5.2 Echantillonnage

L’objectif de I'étude est de voir globalement, a I'’échelle de tous les AOP et IGP
confondus, quel est I'impact de la levure sur la microflore. Les disparités de pratiques
d’élevages sont grandes entre un paysan de montagne type Beaufort et un paysan
de I'Albanais en IGP. L’alimentation est différente, ainsi que les races de vaches

utilisées, le niveau de production, le logement ou encore les techniques de traite.
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L’étude se veut représenter tous les AOP et IGP; ce qui permet d’avoir
représenté I'ensemble des types d’alimentations, de logements, de races et de
techniques de traites des Savoie.

Ainsi, il a été choisi de sélectionner :
» 2 exploitations en AOP Beaufort (foin)
* 1 exploitation en AOP Abondance (foin)
* 2 exploitations AOP Reblochon (foin)
* 5 exploitations en IGP Emmental et Tomme de Savoie (foin + mais épis ou

foin exclusif)

Parmi les différentes exploitations des IGP et AOP adhérant au contréle laitier, il
a été sélectionné les exploitations ayant les plus fortes productions. Une liste de dix
exploitations est ainsi obtenue (ANNEXE 3 : Complément d’information concernant
les exploitations sélectionnées et leurs pratiques).

Avant la mise en place du dispositif, une visite des exploitations a été faite pour
vérifier la non distribution de levure au moins trois mois avant le démarrage de
'étude, ainsi que l'absence de stabilisateur microbien de litiere. Les deux
exploitations concernées ont cessé ces pratiques fin septembre 2017.

Nous avions donc l'assurance qu’aucune des exploitations participant au
protocole, ne distribuait des levures au moins 3 mois avant le début de I'étude et

surtout pas pendant la phase de prélevements préliminaires (prélevement 1 et 2).

5.2.1 Le support trayon

Le trayon est considéré comme le réservoir principal de la flore des laits crus
(Mallet et al. 2013). Un prélévement de la flore présente sur le trayon avant
préparation a été réalisé pendant la traite. Pour cela, 10 vaches ont été prélevées a
intervalle régulier lors de la traite : une chiffonnette stérile par diagonale de trayon a
été utilisée, préalablement humidifiée avec 10mL de solution de TS+tween, soit un
total de 2 chiffonnettes par vache.

Les chiffonnettes ont été ensuite toutes stockées dans un sachet.

Les vaches en période de traitement antibiotique par voie intra-mammaire ou
par voie général ont été évitées, de méme que les vaches en post-partum n’ayant

pas eu dans leur ration trois semaines minimum de levures vivantes Actisaf®.
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5.2.2 Le support air

L’air de la salle de traite et donc du batiment sont considérés comme des
réservoirs de flore des laits crus (Bouton et al. 2005 ; Mallet et al. 2013).

Il a donc été choisi d’échantillonner ce support de flore ; cela va permettre de

voir 'impact de la distribution de la levure Actisaf® sur I'écosystéme de ce support.

Pour cela, le Cyclone air sampler a été utilisé : Coriolis u® (Bertin tech, Fr).
Cet appareil était placé a 5 points du batiment pour prélever I'air a un débit de
200L/min pendant 10 min (Photographie 1). Les points de prélevements étaient
toujours les mémes dans le batiment (Photographie 2). En raison de difficultés de
réalisation et de temps, il n’a pas été pris en compte le moment de distribution du

fourrage par rapport au prélevement d’air.

LA

Photographie 1 : Prélévement d’air grace au Coriolis u®,

élevage 10
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Photographie 2 : Prélevement grace au Coriolis en différents points du batiment

5.2.3 Le support bouse

Il est bon de se rappeler que la bouse est la résultante du travail de tout le
systéme digestif, et non seulement celui du rumen.
Bien que la bouse ne soit pas une source d’ensemencent direct du trayon en flore
d’intérét (Joandele 2007), il est envisageable que de la bouse contamine directement

la machine a traire et le lait.

De la bouse intra-rectale a donc été prélevée. Dix vaches ont été choisies au
hasard apres la traite. Les prélévements étaient rassemblés dans un pot (mélange

de bouse). Les vaches sous traitement antibiotique étaient évitées.

5.2.4 Le support lait de mélange

Le lait de mélange est spécifique d’une exploitation; il est le reflet des
pratiques d’élevages (alimentation, logement...) et de I'hygiéne de traite.
Le lait est I'objet qui nous intéresse le plus dans cette étude. En effet, c’est la matiere
premiere utilisée pour faire le fromage. La richesse et la diversité de son écosystéme
sont indispensables pour avoir un produit fini typique et authentique, ancré dans un
terroir précis.

L’analyse de la microflore du lait de mélange va nous permettre de voir dans

un premier temps si des levures vivantes Actisaf® sont retrouvées dans le lait. Dans
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un deuxiéme temps nous verrons comment est affectée la microflore du lait cru lors
de I'ajout de levures vivantes Actisaf® dans I'alimentation des vaches.

Pour cela, du lait a été prélevé avec une louche flambée a I'alcool aprés la
traite. Stocké dans un pot stérile de 100 ml, le lait a été conservé dans une glaciére

avant d’étre déposé au laboratoire Actalia.
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6 ANALYSES ET DONNEES DISPONIBLES

6.1 Préparation des échantillons
Le travail de collecte des échantillons a été réalisé dans le cadre de la partie
expérimentale de ma thése d’exercice vétérinaire. Tous les échantillons étaient

ensuite déposés a Actalia ; préparés, traités par leur soin.

Apres réception, un travail de préparation des échantillons a été nécessaire
afin de permettre ensuite I'utilisation des échantillons pour microbiologie et extraction
d’ADN.

La totalité des échantillons (280 échantillons) a été remise en suspension
dans un milieu tamponné adéquat avant homogénéisation. Puis, les échantillons ont
subi des lavages successifs (centrifugation — remise en suspension dans un milieu
taponné) pour supprimer un maximum d’agents inhibiteurs potentiels (comme la
matiére grasse du lait). Les échantillons (a I'exception des ambiances : air) ont été

additionné d’un milieu glycérolé afin de permettre leur conservation aprés traitement.

6.2 Analyses microbiologiques

Apres préparation spécifique des échantillons par Actalia, les suspensions
d’échantillons ont été diluées en série et des dénombrements ont été réalisés.

Les dénombrements ont concerné les germes totaux, les levures, les

moisissures et enfin les Saccharomyces cerevisiae.

Les dénombrements des Saccharomyces cerevisiae ont été réalisés en
respectant la méthode fournie par Lesaffre suite a la réunion en visioconférence du
10 Novembre 2017.

La méthode était la suivante : réalisation de dilutions en séries (de 10 en 10),
étalement sur milieu CHROMagar™ Candida, dénombrement des colonies de
champignon. Les Saccharomyces cerevisiae dont la souche Sc47 commercialisée

par Lesaffre (Actisaf®) ont un morphotype violet sur le milieu chromogéne de culture.

Les dénombrements de Saccharomyces cerevisiae ont été réalisés sur
'ensemble des échantillons (280 échantillons), alors que les dénombrements de

germes totaux et des levures et moisissures ont été réalisés uniquement une fois par
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période (avant, pendant et apres distribution) pour les quatre types d’échantillons

pour les 10 exploitations.

6.3 Envoi des géloses a Philéo Lesaffre

Les géloses CHROMagar™ Candida contenant des colonies suspectes
violettes ont été envoyées a la société Lesaffre. Ainsi, les géloses de 87 échantillons
différents ont été envoyées afin d’identifier et de suivre la souche Sc47.
Cela a été permis en s’intéressant a une séquence spécifique aux levures : la région
26S. Par extraction d’ADN, amplification par PCR et comparaison de bases de
données, Lesaffre nous a permis de savoir si la souche Sc47 ingérée était retrouvée

sur différents supports de flore et dans le lait cru ou non.

6.4 Extraction d’ADN pour métagénomique

Actalia a fait subir a tous les échantillons une préparation interne permettant
l'extraction d’ADN de la totalité des microorganismes présents. Cette étape est
essentielle. En effet, une extraction incompléte pourrait créer des biais dans
I'interprétation des résultats. La qualité et la quantité d’ADN extrait étaient contrdlées
(électrophorése et/ou Nanodrop). La concentration d’ADN de chacun des
échantillons a été notée (ng/pl).

La construction des plaques pour la suite des opérations de métabarcoding

(amplification, séquencgage...) a été réalisée par Actalia.

6.5 Traitement bioinformatique des données de métagénomique
Suite a I'extraction de 'ADN et la réalisation des microplaques, les données
ont été transmises a différents intervenants pour la suite des opérations. Ainsi, les
microplaques ont été traitées par le LECA™ (étape d’amplification) qui les a
transférées a la société Fasterix pour le séquengage des amplificons. Les données
brutes de séquencage ont été transférées a 'ENILV' pour I'assignation taxonomique

des séquences.

'3 Laboratoire d’Ecologie d’Alpine
4 Ecole Nationale d’Industrie Laitiere et des Viandes
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Les données de dénombrement et d’'identification de la souche Sc47 ont été
traitées sur Rstudio (version 3.4.4.) grace a une analyse de variance (ANOVA). Pour
affiner et objectiver les différences entre les périodes, le test Tukey HSD a été

effectué lorsque 'ANOVA révélait des différences significatives.

Les données de métagénomique ont été traitées par Rstudio version 3.4.4
grace aux packages phyloseq et vegan.

Dans cette étude, la biodiversité est basée sur I'unité « taxon bactérien ». A
chaque taxon correspond une séquence bien particuliére au niveau des régions
variables du génome. On s’intéresse donc aux OTUs afin de caractériser la
biodiversité de ces écosystemes.

La diversité alpha permet d’avoir une idée de la diversité d’'un échantillon
unique, elle permet de se focaliser sur une modification a petite échelle de la
biodiversité (OTUs dominants, OTUs rares...). La biodiversité est caractérisée par
deux éléments : la richesse et I'équitabilité.

La richesse est le nombre d’espéces présentes dans I'écosystéme considéré,
indépendamment de leur fréquence ou abondance. C’est la mesure qui donne le plus
d'importance aux espéces rares, toutes les especes présentes ont la méme
importance quelle que soit leur fréquence.

L’équitabilité est la régularité de la distribution des espéces. Une espéce abondante
ou non n’apporte pas la méme contribution a un écosysteme (Marcon 2010).

La diversité alpha est caractérisée ici par le nombre d’OTUs, l'indice de
Chao1, l'indice de Shannon et I'inverse de Simpson (Graphique 1).

Le nombre d'OTUs est une mesure qualitative de la richesse de I'écosystéme,
calculé indépendamment de I'abondance relative.

L’indice de Chao1 est une estimation non paramétrique de la richesse minimale et
basée sur le nombre d’OTUs rares. C’est une estimation du nombre réel d’espéces
présentes a partir du nombre d’espéces observées.

L’indice de Shannon représente a la fois la richesse et I'équitabilité. Il donne la méme
importance a tous les individus mais est influencé par les OTUs rares.

L’'inverse de Simpson est linverse de la probabilité de piocher au hasard deux

bactéries appartenant au méme OTU. Il est influencé par les OTUs dominants.
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Graphique 1 : Evolution des indices de biodiversité selon la taille de I'échantillon et la précision du
séquengage
L'impact de la période (avant, pendant ou aprés distribution) a été

statistiquement évalué grace a une ANOVA.

La diversité béta représente la biodiversité d’'un écosystéme a une échelle tres
grande. On regarde la diversité dans sa globalité. Cette derniere a été objectivée
grace a une PERMANOVA sur une analyse multivariée (NMDS) et a une analyse
LEfSe (LDA™ effect size) sur GALAXY (http://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy).

Le seuil de signification a été considéré a partir de 5%, et les tendances entre

5 et 10%. Lorsque P>0,10, I'effet était considéré comme non significatif.

'® Linear Discriminant Analysis
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7 RESULTATS DE L’ETUDE

7.1 Retrouve-t-on des levures vivantes Sc47 ? Sur quel(s)

support(s) ?

7.1.1 Résultats des dénombrements
Le dénombrement sur gélose spécifique nous permet d’évaluer I'impact de la
distribution de levures vivantes sur la teneur certain micro-organisme (germes totaux

GT, levures dont Saccharomyces cerevisiae SC, moisissures).

7.1.1.1 Germes totaux
La distribution de levures vivantes dans I'alimentation des vaches laitieres n’a
aucun impact sur le niveau de germes totaux des supports prélevés (trayon, lait, air
et bouse) (Tableau 1).
On remarque que le niveau de germes moyen dans le lait est tres bas
(médiane a 1000 ufc/mL).

Tableau 1 Impact de la période sur le dénombrement des Germes totaux (GT) pour tous les supports

prélevés. Résultat de 'analyse de variance, seuil de significativité, p-value < 0,05

PERIODE
SUPPORT AV PT AP ANOVA
Moyenne (log)| SD | Moyenne (log)] SD |Moyenne (log)| SD
AIR 4,48 0,48 4,483 0,69 4,53 0,56 NS
BOUSE 6,579 0,55 6,618 0,33 6,86 0,51 NS
TRAYON 7,52 0,73 7,323 0,73 7,29 0,63 NS
LAIT 3,212 0,72 3,227 0,51 3,317 0,43 NS
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7.1.1.2

Moisissures

Seul le niveau en moisissure de I'air est affecté de maniére significative (p =

0,0007) par la distribution de levures vivantes dans l'alimentation des vaches

laitieres : le niveau de moisissures augmente entre la période « avant » et « aprés » .

Ainsi, la situation « avant » est différente de « aprés » de maniére significative

(Tableau 2), le niveau de moisissures augmente tout au long de I'étude.

Tableau 2: Impact de la période sur le dénombrement des moisissures pour tous les supports. Résultat

de I'analyse de variance et du test de Tukey HSD, seuil de significativité p-value < 0,05 (av : avant, pt :

pendant, ap : aprés).

PERIODE
SUPPO AV PT AP ANOVA  |TukeyHsD
RT Moyenne Moyenne Moyenne
SD SD SD
(log) (log) (log)
a 0,9 0,9 b 0,6 p-value < av-ap :
AIR 2,363 1 2,692 6 3,44 9 0,001 0,02
1
BOUSE 2,194 /4 2,546 0.7 2,656 04 NS
4 1 6
TRAYO 0,9 1,0 1,0
N 2,567 . 2,695 1 2,456 1 NS
0,3 0,7 0,7
LAIT 0,24 9 0,234 4 0,36 7 NS
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7.1.1.3

Levures

Seul le niveau en levure de la bouse est affecté de maniére significative par la

distribution de levures vivantes (p = 0,005). On a donc une situation « pendant » qui

est différente de « avant » et « aprés » (Tableau 3): le niveau de levures est plus

élevé lors de la période « pendant » par rapport aux périodes « avant » et « aprés ».

Tableau 3: Impact de la période de distribution sur le dénombrement des levures pour tous les supports.

Résultat de I’analyse de variance, seuil de significativité p-value<0,05

PERIODE
SUPPO AV PT AP ANOVA TukeyHSD
RT moyenne moyenne moyenne
SD SD SD
(log) (log) (log)
0,8 1,2 1,2
AIR 1,829 6 1,696 3 2,525 3 NS
a 1,1 b |0,8 a 1,2 | p-value < | pt-ap : 0,01 ; pt-av :
BOUSE 1,47 9 3,167 6 1,631 3 0,01 0,005
TRAYO 3,284 12 2,863 1 2,495 13 NS
N 3 9
LAIT 0,998 Oég 0,947 lél 0,63 0;8 NS
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7.1.1.4

Saccharomyces cerevisiae (SC)

dans l'air, la bouse et le trayon (Tableau 4).

Le niveau en Saccharomyces cerevisiae est modifié de maniére significative

Tableau 4: Impact de la période sur le dénombrement des Saccharomyces cerevisiae pour tous les

supports. Résultat de I’analyse de variance et du test de Tukey HSD, seuil de significativité p-value < 0,05.

PERIODE
SU:TPO AV PT AP ANOVA TukeyHSD
moyenne | .. | moyenne | .| moyenne |
(log) (log) (log)
a b b p-value< | av-ap:0; pt-av:0;
AIR 0,7065° |0,4 0 0 0 0 0,001 ot-ap:1
av-ap : 0,3 ; pt-ap <
BOUSE| 0,843° 0_;,4 2,187° |1,4]| 0,442 059 P (‘)’ao';i <1 0,001; ptav<
’ 0,001
av-ap < 0,01 ; pt-av :
TRAYO 0,924° 0,7 0,899 ° 0,8 03" 0,6 p-value < 09 ot-ap <
N 4 1 1 0,01
0,01
LAIT 0,77 OéS 0,479 Og 0,4 Oé7 NS

La gélose utilisée pour dénombrer de maniére spécifique les Saccharomyces

cerevisiae était un support inhabituel pour le laboratoire Actalia. Ainsi, le
dénombrement du support air montre une présence de Saccharomyces cerevisiae
avant la distribution de levure mais plus « aprés » (Graphique 2). On peut donc
supposer que pour éviter les faux négatifs, le laboratoire a préféré identifier plus de

positifs ; au risque d’identifier des faux-positifs.
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Graphique 2 : impact de la distribution de levures vivantes sur le dénombrement de SC dans le support

de flore Air

On rappelle, que toutes les géloses identifiées positives au dénombrement de
Saccharomyces cerevisiae, étaient envoyées au laboratoire de Lesaffre pour
vérification et identification de la souche de Saccharomyces cerevisiae. Pour le
support air, aucune SC47 n’a été identifié par Lesaffre pour la période « avant ».

On peut donc supposer ici que les SC dénombrées dans I'air avant distribution
étaient une surestimation du laboratoire Actalia. A priori, on peut donc supposer que
la distribution de levures vivantes dans I'alimentation des vaches laitieres, n’a aucun

impact sur le niveau en SC du support de flore air (Tableau 4)
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Le niveau de SC dans les bouses a aussi été modifié par la distribution de

levures vivantes dans 'alimentation (Graphique 3)

log(SC) moyen
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Graphique 3 : Impact de I'ajout de levures vivantes sur le dénombrement de SC dans les Bouses

On a une différence significative entre les périodes « avant » et « pendant »
avec une p-value de 0,0001 : augmentation du niveau de SC lors de la période
« pendant » par rapport a la période « avant ».

Entre les périodes « pendant » et « aprés », la différence est significative et la
p-value est de 0,2*107 : diminution du niveau de SC lors de la période « aprés » par
rapport a la période « pendant ».

Les périodes «avant» et «aprés» présentent un niveau de SC

statistiquement similaires (p-value : 0,3) (Tableau 4).
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Enfin, concernant le support trayon (Graphique 4), les levures ont un impact
significatif sur le niveau de SC.

En effet, la période « avant » est significativement différente de la période
« aprés » (p-value = 0,009) : le niveau de SC diminue entre la période « avant » et
« apres ».

La période « pendant » est significativement différente de la période « aprés »
(p-value = 0,01) : le niveau de SC diminue entre la période « pendant » et « aprés ».
Entre les périodes « pendant » et « avant », la différence n’est pas significative.
Comme évoqué dans le cas de l'air, on peut supposer que le dénombrement lors de

la période « avant » est surestimé.

log(SC) moyen

4
3,5
3
2,5
2

1,5
1 o

o s | ! i

0 1 2 3 4 5 6
Numero de préléevement

_ < Prélévement TRAYON

Graphique 4: Impact de I'ajout de levures vivantes sur le dénombrement de Saccharomyces cerevisiae

sur les trayons

Le niveau de SC dans le lait n’est pas modifié par la distribution de levures vivantes

dans l'alimentation (p-value = 0,4) (Tableau 4).
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7.1.2 L’apport du métabarcoding sur la présence ou non de
Saccharomyces cerevisiae
Les résultats de métabarcoding permettent d’identifier la présence de
Saccharomyces cerevisiae dans les échantillons.

On remarque alors que sa présence est bien réelle.

7.1.2.1 Pour lair

Les prélevements de cinqg éleveurs sur dix ont plus de SC lors des
prélevements « pendant ». L’abondance se situe autour de 0,03 % des champignons
présent dans I'air. Les prélevements des cing autres exploitations ne présentent pas
de SC. Des biais d’échantillonnages peuvent expliquer ce résultat. En effet, les
préléevements d’air étaient réalisés dans le batiment, or certains éleveurs distribuaient
la levure vivante dans la salle de traite ou au dans un DAC'. D’aprés le fabriquant,
cet additif est trés peu volatil. Il n’y a pas de lien entre le mode de distribution des

levures vivantes et la présence ou non de levure dans les prélévements d’air.

'® Distributeur Automatique de Concentrés
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7.1.2.2 Pour la bouse

Les prélevements de bouses des dix exploitations présentent une abondance
importante de SC lors de la période de distribution. L’abondance de SC varie entre
quelques pourcents et atteignent 60% des champignons présent dans les bouses

chez un producteur (Graphique 5).

Prélévement : Bouse
Eleveur : 1

Genre  espéce
. Saccharomyces cerevisiae

€101 No4g |

101 No9
5101 NOg |
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L7101 NO9 |

Z 0L NO9g |

9 L0L NO9 |

14

Code_echantillon

Graphique 5 : Présence de Saccharomyces cerevisiae chez I'éleveur 1 pour chaque

préléevement pour le support Bouse, un exemple.
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7.1.2.3 Pour les trayons
Les dix exploitations sont concernées par la présence de SC dans la flore des

trayons avant préparation; et ce lors de la période « pendant » exclusivement.
L’abondance en SC varie entre 0,04 et 6 % des champignons présent et détectés sur

les trayons avant préparation selon les exploitations (Graphique 6).
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Graphique 6 : Présence de Saccharomyces cerevisiae chez I’éleveur 1 pour chaque

prélévement pour le support Trayon, un exemple
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7.1.2.4 Pour le lait
Chez quatre éleveurs, on retrouve des SC dans les prélevements d’air lors de

la période « pendant » ; un seul présente une abondance en SC de 3,4% parmi les

champignons présents dans le lait cru. Les autres prélévements présentent une

abondance en SC autour de 0,6% (Graphique 7).
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Graphique 7 : Présence de SC chez I’éleveur 10 pour chaque prélévement pour le support Lait, un

exemple.
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7.1.2.5 Un exemple particulier

Le producteur cing trait dans une salle de traite de type deux fois trois en
tandem. Il apporte les céréales et les levures vivantes lors de la traite en salle de
traite.

Il existe donc un risque de contamination du lait par les levures vivantes.

On observe chez lui les niveaux de SC les plus importants pour tous les

supports.
Pour le support bouse, comme chez tous les éleveurs, on retrouve des levures

de maniére importante (Graphique 8).
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Graphique 8 : Présence de Saccharomyces cerevisiae dans les Bouses chez I'éleveur 5

pour chaque prélévement.
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Pour le support trayon, des levures sont retrouvées en plus grand nombre lors

de la période « pendant » (Graphique 9).
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Graphique 9 : Présence de Saccharomyces cerevisiae sur les Trayons chez I’éleveur 5

pour chaque prélévement.

P
Pour le support lait, on retrouve la présence de SC a un niveau d’environ 3,5% parmi
les champignons présent et ce lors du prélévement 3 (période « pendant »)

(Graphique 10).
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Graphique 10 : Présence de Saccharomyces cerevisiae dans le Lait chez I’éleveur 5 pour

chaque prélévement.
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Pour le support air, le prélevement a été réalisé dans le batiment, hors salle
de traite. On voit donc qu’aucune SC n’est détecté dans I'air du batiment (Graphique

11).

On peut donc voir par ce résultat de métabarcoding que seul ce type de
distribution de levure (pendant la traite, salle de traite en tandem) permet de voir des

niveaux de SC aussi élevé dans les supports trayons et lait.

Au vu de ces résultats, il est nécessaire de passer par une identification
précise de la souche de SC pour savoir précisément si 'augmentation du niveau de

SC est dU a I'ajout de levure vivantes dans I'alimentation.
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Graphique 11 : Présence de Saccharomyces cerevisiae dans I'air chez I’éleveur 5 pour

chaque prélévement

7.1.3 Résultats d’identification de la souche Sc47 selon les supports
Comme décrit précédemment, les géloses spécifiques des Saccharomyces

cerevisiae sont transférées au laboratoire de Philéo Lesaffre lorsqu’elles sont

positives, pour identification de la souche de Saccharomyces cerevisiae. Au total, les

géloses de 87 échantillons ont été envoyées a la société Lesaffre.

Au final, on a bien une corrélation entre augmentation du niveau de levure et
de Saccharomyces cerevisiae dans les bouses et sur les trayons et I'identification de

la souche Sc47 (Tableau 5). La seule période ou I'on retrouve des levures Sc47 dans
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la bouse et sur les trayons est la période « pendant » la distribution de levures

vivantes (prélevement numéro 3 et 4).

Tableau 5 : Présence ou non de la souche Sc47 sur les différents support de flore (N : Non présence, 6 :

présence de la souche Sc47 chez 6 éleveurs différents sur 10 pour ce numéro de prélévement).

Support/numéro de prélevement 1 2 3 4 5 6 7
air N N N N N N N

bouse N N 8 7 N N N

trayon N N 5 6 N N N

lait N N N N N N N

Quatre chantillons de lait sur sept n’étaient pas analysables (mention n/a) par
Lesaffre. Outre ces quatre échantillons, aucune levure Sc47 n’a été retrouvée dans
le lait.

La levure Sc47 n’est jamais retrouvée dans lair.

On retrouve donc seulement la souche de levures vivantes Sc47 pendant la
période de distribution de cette levure et sur les supports bouse et trayon.

Les levures ne sont pas présentes dans toutes les exploitations sur les
trayons ou dans les bouses. Il est donc intéressant de pousser un peu plus loin afin
de voir quelles sont les exploitations concernées. Est-ce un groupe d’éleveurs
récurrent ou est-ce un hasard ?

Les échantillons contenant des levures vivantes Sc47 pendant la période de
distribution correspondent a des éleveurs différents. On ne retrouve pas forcément
les méme éleveurs concernés entre le prélevement 5 et le prélévement 6 (Tableau
6).
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Tableau 6 : Présentation des éleveurs concernés par la présence de levures vivantes Sc47 dans les

échantillons trayon et bouse

Numéro de

prélevement

Support/Situation

éleveurs avec

éleveurs sans

éleveurs avec

éleveurs sans

levures levures levures levures
1 1
2 2
3 3
4 4
5 5
Trayon
6 6
7 7
8 8
9 9
10 10
1 1
2 2
3 3
4 4
5 5
Bouse
6 6
7 7
8 8
9 9
10 10
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Pour le support trayon, respectivement 5 et 6 éleveurs sur 10 sont concernés
par la présence de levures vivantes Sc47 lors des prélevements 5 et 6. La présence
de levures sur les trayons semble aléatoire. Neuf éleveurs sont concernés au moins

une fois et deux éleveurs sont concernés les deux fois.

Pour le support bouse, respectivement 8 et 7 exploitations sont concernées
par la présence de levures vivantes dans les bouses lors des prélevements 5 et 6.
Seule l'exploitation 2 n’est jamais concernée. Neuf éleveurs sont concernés au
moins une fois et six éleveurs sont concernés les deux fois. La présence de levures
vivantes dans les bouses lors de 'ajout de ces derniéres dans 'alimentation semble
systématique.
Trois semaines apres la fin de la distribution, la souche semble avoir disparu des

bouses et de la flore des trayons.
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7.2 Comment réagit I’écosystéeme des différents supports étudiés a
I’ajout de levures vivantes Sc47 dans I'alimentation des vaches

laitieres ?

L’objectif du protocole est de repérer les flores présentant des levures pendant
la période de distribution et d’objectiver les modifications de I'écosystéme entrainées
par I'ajout de levures vivantes dans l'alimentation. L’utilisation terminale de cette
étude est d’éclairer la décision d’autoriser ou non l'utilisation des levures vivantes en
région AOP et IGP en Savoie / Haute-Savoie. C’est donc la période « pendant » la
distribution qui nous intéresse donc particulierement. En effet, s’il est autorisé
d’utiliser librement les levures vivantes dans [l'alimentation, nous serons alors

toujours dans la période « pendant ».
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7.2.1 Observations générales

7.2.1.1 Les bactéries

En ce qui concerne les bactéries, 277 OTUs différents pour tous les supports

confondus ont été identifiés. La dominance des dix OTUs majoritaires est trés

variable selon le support considéré :

* Le support air: les dix OTUs majoritaires représentent 50% des OTUs.

sont dominés par les Staphylococcus, les Sphingomonas et

Psychrobacters. (Graphique 12)
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Graphique 12 : Répartition des dix OTUs bactériens majoritaires (abondances relatives les plus élevées)

selon le numéro de préléevement et le producteur pour le support Air. Chaque diagramme vertical

représente un prélévement (de 1 a 7) et ce pour chaque éleveur (de 1 a 10)
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* Le support bouse : les dix OTUs maijoritaires représentent 70% des OTUs. lIs

sont dominés par les Sporobacters et les Bifidobacterium. Globalement la
proportion des OTUs est trés stable par rapport aux autres supports de flore.
(Graphique 13)
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Graphique 13 : Répartition des dix OTUs bactériens ayant I’'abondance relative la plus élevée selon le

numeéro de prélévement et le producteur pour le support Bouse



* Le support trayon : les dix OTUs majoritaires représentent 50 a 60% des

OTUs. lls sont dominés par les Sporobacters, les Corynebacterium, les

Bifidobacterium et les Jeotgalicoccus psychrophilus (Graphique 14)
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Graphique 14 : Répartition des dix OTUs bactériens ayant ’abondance relative la plus élevée selon le

numéro de prélévement et le producteur pour le support Trayon

79



Le support Lait : les dix OTUs majoritaires sont représentés de maniére trés

variable entre les exploitations mais également au sein d'une méme

exploitation. Globalement, les OTUs majoritaires représentent 40 a 60% des

OTUs. On retrouve les Sporobactes, les Corynebatérium et les Bactéroides.

Des laits particuliers peuvent étre identifiés : les laits dit « a Pseudomonas » :

ce dernier devient le micro-organisme le plus présent dans ce type de lait

ayant été en contact avec de I'eau stagnante (Graphique 15)
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Graphique 15 : Répartition des dix OTUs bactériens ayant ’'abondance relative la plus élevée selon le
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7.2.1.2 Les champignons

Les populations fongiques pour tous les supports confondus sont
caractérisées par 230 OTUs différents. A la différence des populations bactériennes,
les populations fongiques sont peu dominées par les dix OTUs majoritaires. De plus,
les différences inter-exploitations sont trés importantes. Dix OTUs ont été
sélectionnés pour étre les majoritaires mais en réalités seuls deux ou trois sont

majoritairement présents dans les écosystémes.

* Le support air: les dix OTUs maijoritaires sont représentés de maniére trés

variable selon les exploitations et méme au sein d'une méme exploitation
selon le numéro de prélevement. Ainsi, pour une méme exploitation les dix
majoritaires peuvent représenter 4 a 25% des OTUs. Les champignons
majoritairement représentés sont Wallemia muriae et Fusarium (Graphique
16)
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Graphique 16 : Répartition des dix OTUs fongiques ayant I’'abondance relative la plus élevée selon le

numéro de prélévement et le producteur pour le support Air
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Le support bouse : selon I'exploitation agricole considérée le champignon

principal n'est pas le méme. Pour les exploitations 2 et 3, c’est Pichia qui est
principalement présent (de 2 a 50%). La variabilité intra-exploitation est trés
importante (de 3 a presque 50% pour I'exploitation 3). (Graphique 17). Pour

les autres, c’est Wallemia muriae qui prédomine.
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Graphique 17 : Répartition des dix OTUs fongiques ayant I’abondance relative la plus élevée selon le

82

numeéro de prélévement et le producteur pour le support Bouse



* Le support trayon : pour ce support également, la répartition intra-exploitation

est trés variable ; pour I'exploitation 9, la représentation peut s’échelonner de
2 a 20% par exemple. De méme, la représentation des OTUs majoritaires est
variable entre les exploitations. Ainsi, le producteur numéro 8 est le seul a
avoir comme représentants majoritaires Pichia et Debaryomyces hansenii et
chez le producteur 10 on trouve principalement Malassezia restricta.
(Graphique 18).

Prélevement : Trayon
taxons:1a 10

1 || 10 2 || s 4 5 6 7 8 9
25+ Genre  espéce
Cryptococcus
204 '- " Debaryomyces hansenii
Fusarium

Malassezia restricta

Neoascochyta exitialis

Parastagonospora nodorum

Peterozyma toletana

Pichia

Vishniacozyma

Wallemia muriae

e e e o e e et e e
SUROOR0 . DOORIRD . TOO00RD - XG0 TR0 DODRRID . TOO0RRD - TXOOOID . DRRIO0. LO0R0

FECerrr veeeeer reeeeer reeeeer o reeeeer orereerr o reeeerr reeerer reereer reererl
QAOOID  ——s QOOID  QInno  QoDonnD  QOInno QODOnD QOO QOOOonD OO
RRNRE
< =PI

Code_echantillon

Graphique 18 : Répartition des dix OTUs fongiques ayant I’abondance relative la plus élevée selon le

numéro de prélévement et le producteur pour le support Trayon

83



* Le support lait : ici encore la variation intra et inter exploitation est importante

que ce soit en type d’OTU majoritaire mais également en représentation des
OTUs maijoritaires. L’exploitation numéro 2 lors du prélévement numéro 6 est
donc maijoritairement représentée par Malassezia restricta alors que lors du
prélevement numéro 9 c’est plutdt Pichia qui est majoritaire.

Globalement, les OTUs les plus représentés sont Pichia, Malassezia restricta

et Wallemia muriae (Graphique 19)
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Graphique 19 : Répartition des dix OTUs fongiques ayant I'abondance relative la plus élevée selon le

numeéro de prélévement et le producteur pour le support Lait
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L’étude des indices de diversités alpha permet d’aborder les modifications
potentielles de I'écosystéme. lls permettent de se focaliser sur certaine partie de
'écosystéme : les OTUs majoritaires ou les OTUs minoritaires et la richesse ou
'équitabilité. La diversité alpha permet de mesurer la diversité d’'un échantillon
unique. En comparant les moyennes des échantillons d'un méme groupe, on estime

'impact de la distribution de levures.

7.2.2.1 Bactéries

7.2.2.1.1 Air

Pour le support air, seul I'indice inverse Simpson est affecté par la période. La
période « pendant » est significativement différente de la période « aprés » (p = 0,03,
les moyennes sont respectivement de 24,1 et 20). Au contraire, les indices de
richesse (nombre d’OTUs et Chao1) ne sont pas affectés par la période. On peut
donc supposer que c’est I'équitabilité de I'écosystéme « air» qui est affectée
(Tableau 7). Par ailleurs, l'inverse de Simpson est surtout affecté par les OTUs
dominants (Graphique 1), on peut donc supposer que c’est I'équitabilité des OTUs
dominants qui est modifiée par la période de distribution.

On a donc une représentation plus homogene des OTUs, les OTUs dominants
sont moins présents lors de la période « pendant ». Lors de la période « aprés »,
'indice Inverse de Simpson diminue, on a donc une diminution de I'équitabilité

« aprés » et des OTUs dominants plus majoritaires.

7.2.2.1.2 Bouse

Le nombre d'OTUs et l'indice de Chao1 ne semblent pas étre affectés par la
période, au contraire, des indices de Shannon et dinverse Simpson, qui eux,
permettent de faire apparaitre 2 états de I'écosystéme différents: « avant » et
« aprés » (Tableau 7).

Les périodes « avant » et « aprés » sont significativement différentes (Indice
de Shannon : p= 0,008 et inverse Simpson: p = 0,01). Les indices de biodiversité
augmentent entre les périodes « avant » et « apres ». On a donc une répartition plus
homogéne de la représentation des différents OTUs dominants et rares lors de la

période « apres ».
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7.2.2.1.3 Trayon

Aucun indice de biodiversité n’est affecté par la distribution de levure.

7.2.2.1.4 Lait

De méme que I'écosysteme de la bouse, I'écosysteme du lait est affecté par la
distribution de levure. L’'indice de Shannon nous montre que la période « avant » est
significativement différente de la période « aprés » (p-value: 0,05). L'inverse de
Simpson nous montre quant a lui que la période « avant » est significativement
différente de la période « pendant » (p-value : 0,01) (Tableau 7).
Les indices de richesse ne sont quant a eux pas affectés par les périodes de
distribution. On peut donc supposer que c’est I'équitabilité de I'écosystéme qui est
affectée par la distribution de levures dans I'alimentation.
Les indices de biodiversité ont une valeur qui augmente entre « avant » et « aprés »,
les différents OTU sont donc représentés de maniére plus homogéne lors de la

période « apres ».

7.2.2.2 Fungi

7.2.2.2.1 Air, Bouse et Lait

Pour ces trois supports, aucune modification des indices de biodiversité n’est
relevée en fonction de la période. La population fongique dans I'écosysteme de l'air,
de la bouse et du lait n’est pas modifiée par la distribution de levures vivantes
(Tableau 8).
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7.2.2.2.2 Trayon

Sur le trayon, les indices de richesses de I'écosystéme sont significativement
affectés par la période. En effet, Chao1 présente une différence entre les périodes
« pendant » et « aprés » (p-value : 0,04). De méme, le nombre d’OTUs est modifié
puisque les périodes « pendant » et « aprés » sont différentes aussi (p-value : 0,03).
C’est donc la richesse de I'échantillon qui est modifiée et non I'équitabilité (Tableau
8). On voit que I'indice Chao1 et le nombre d’OTU sont plus élevés lors de la période
« pendant » que lors de la période « aprés ». Chao1 est principalement affecté par
les OTU rare.
On peut donc supposer que les OTUs les plus rares sont présents en plus grands

nombres « pendant ».

7.2.3 LDA - Linear Discriminant Analysis

L’analyse LDA réalisée avec Galaxie permet de déterminer les
caractéristiques (ici les OTUs) qui expliquent le plus probablement les différences
entre les périodes (Segata et al. 2011), en croisant les populations des différents
supports selon les 3 périodes (avant, pendant et aprées).

Plus précisément, ici, la LDA permet d’aborder I'écosysteme et ses
modifications sous un angle différent de la diversité alpha ; on pourra interpréter la

LDA comme la présentation d’espéces ayant un comportement différent des autres.

7.2.3.1.1 Bactéries
En ce qui concerne les populations de bactéries, seul I'écosystéme du lait

présente une modification (Figure 11)
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Figure 11: LDA (Linear Discriminant Analysis) des OTUs bactériens significativement différents

pour le support lait et selon la période (avant, pendant et aprés)

La bactérie Olsenella est donc beaucoup plus présente lors de la période
« pendant » par rapport aux périodes «avant» et «aprés» (Figure 12).

L’abondance relative de cet OTU est tres faible.
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Figure 12 : Abondance relative du Genre Olsenella selon le support et la période de distribution. La
période a un impact seulement sur le support lait, ou Olsenella est plus abondant lors de la période

"pendant”.

Appartenant au phylum Actinobacteria, les bactéries du genre Olsenella font
partie de la flore lactique d’affinage. Cette bactérie d’affinage en général issue du

réservoir trayon peut avoir comme origine le foin ou le paturage.

7.2.3.1.2 Les champignons
Pour les champignons, seuls les supports air et bouse présentent des

différences d’OTUs.
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Figure 13: LDA (linear Discriminant Analysis) des OTUs fongiques
significativement différents pour le support air et selon la période (avant, pendant
et aprés
Pour le support air, c’est le champignon Dioszegia fristingensis qui se

comporte de maniere différente selon les périodes (Figure 13). On a donc plus de
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Dioszegia fristingensis lors de la période « aprés » que lors des périodes « avant » et
« pendant ». Ce champignon de la famille des Tremellaceae, est un parasite d’autres
champignons et des levures.

Pour le support bouse, on retrouve les Saccharomyces cerevisiae en grand
nombre lors de la période « pendant » (Figure 14). Ce qui est cohérent avec les
résultats précédents. On a vu que le niveau de levures vivantes dans la bouse
augmente lors de la période de distribution.

On aurait pu supposer de méme pour la flore des trayons, les SC sont peut-

étre en trés faible quantité.
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Figure 14 : LDA (Linear Discriminant Analysis) des OTUs fongiques significativement différents pour le

support bouse et selon la période (avant, pendant et apreés)

On voit cependant que SC est présente en trés faible quantité (abondance relative
entre 0,002 et 0,008 %) (Figure 15)
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Figure 15 : Abondance relative du genre Saccharomyces selon le support et la période de distribution. La

période a un impact seulement sur le support bouse, ol Saccharomyces est plus abondant lors de la

période "pendant”.
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7.2.4 Diversité Beta

La diversité beta permet d’objectiver a un niveau plus global la diversité des
espéces au sein d’'un écosysteme et linfluence de différents facteurs sur cette

diversité.

7.2.4.1 Analyse multi-variée

7.2.4.1.1 Bactérie

L’exploitation statistique (PERMANOVA) des résultats de I'analyse multi-
variée (NMDS) pour les bactéries montre qu’il n’y a aucune influence de la période
de distribution sur la structure de la population de bactérie (Tableau 9) (ANNEXE 6 :
Représentation NMDS et PERMANOVA associées, pour la population bactérienne)
Statistiquement la distribution de levures vivantes n’a pas d’'impact significatif sur la

population de bactérie.
Tableau 9 : Impact de la période de distribution de la levure sur I’écosystéme bactérien des différents
supports prélevés. Pour que I'impact soit positif, on veut une Adonis p-value < 0,05 et une Beta-

dispersion p-value >0,05. NS : Non Significatif

p-value : distribution levure
Support Adonis Beta dispersion Significativité
Air 0,744 0,895 NS
Bouse 0,2 0,05 NS
Trayon 0,26 0,6 NS
Lait 0,313 0,455 NS

Bien que des levures vivantes soient retrouvées dans les bouses, elles n’ont
pas d’'impact global sur I'écosystéme bactérien (a I'échelle de I'indice de biodiversité,
la distribution de levures augmente I‘équitabilité lors de la période « aprés »).

Le support trayon contient des levures vivantes Sc47 lors de la période de
distribution. Par contre, cette contamination n’entraine aucune modification de

I'écosystéme bactérien.
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7.2.4.1.2 Champignons
Tableau 10 : Impact de la période de distribution de la levure sur I’écosystéme fongique des différents
supports prélevés. On veut de méme que | »Adonis p-value < 0,05 et la Beta-dispersion p-value >0,05

pour que I'impact soit positif.

p-value : distribution Fungi
Support Adonis Beta dispersion Significativité
Air 0,004 0,58 Oui, adonis av-ap 0,001
Bouse 0,158 0,58 NS
Trayon 0,93 0,98 NS
Lait 0,02 0,6 Oui, adonis av-ap 0,002

Au contraire des bactéries, la population fongique est affectée par la
distribution de levures vivantes dans l'alimentation des vaches laitieres (Tableau 10).

On constate donc que la population fongique du lait est modifiée par la
période de distribution.
Deux périodes se différencient de maniére significative : « avant » et « aprés »
(Figure 16). Si I'on compare les écosystémes du lait de maniére général selon la
période on a p-value adonis de 0,02 et la p-value de beta-dispersion de 0,6. Un focus
entre deux périodes distinctes, donne que la p-value adonis « avant » - « aprés » est
de 0,002 (Tableau 10). L’écosystéme fongique est donc réellement différent entre la

période « avant » et la période « aprés ».
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Figure 16 : NMDS, répartitions des points représentatifs de I'écosystéme lait selon la période

De méme, I'écosysteme de l'air est affecté par la période de distribution (p-
value adonis : 0,004 et p-value beta-dispersion : 0,58) (Figure 17). Plus précisément,
les populations bactériennes de deux périodes se distinguent : « avant » et « apres »
(p-value adonis 0,001) (Tableau 10).
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Figure 17 : NMDS, répartition des points représentatifs de I’écosystéme air selon la période

Grace a la PERMANOVA, on identifie que la population fongique est affectée
par la période de distribution de levures vivantes au niveau des supports air et lait.
Pour ces deux supports, il ressort que la période « avant » distributions est différente

de la période « aprés » distribution.
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En ce qui concerne la population fongique de la bouse et des trayons, la
période de distribution n’a aucun impact sur ces populations (ANNEXE
7 : Représentation NMDS et PERMANOVA associées, pour la population fongique),
alors que ce sont les deux seuls supports ou les levures vivantes Sc47 sont
retrouvées. On peut faire 'hypothése d’'une trés faible quantité, ce qui est corroboré

par le LDA support bouse.
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8 DISCUSSION

8.1 Complémentarité des différentes approches

L’utilisation de différentes techniques d’analyses (dénombrement de colonies,
PCR et métabarcoding) nous a permis de répondre aux deux questions posées ainsi
que d’approfondir les résultats trouvés avec la technique la plus simple, le
dénombrement.

La premiere étape a été d’identifier par dénombrement l'impact de la
distribution de levures vivantes dans I'alimentation des vaches laitiéres sur le niveau
de certains micro-organismes (germes totaux, levures, moisissure et SC). Cette
technique est historiquement utilisée pour travailler sur la flore du lait cru. En utilisant
des géloses spécifiques de certaines familles, il est possible de vérifier leur présence
et de les dénombrer.

La deuxieme étape (métabarcoding) nous a permis, dans un premier temps,
d’identifier la présence de SC sur les différents supports (méme a trés faible niveau).
Dans un deuxiéme temps, nous avons pu objectiver les modifications des
écosystemes des différents supports prélevés en fonction de la période de
distribution de la levure Sc47.

La troisieme étape, nous a permis d’identifier précisément la présence ou non
de la levures Sc47, distribuée dans I'alimentation, sur les différents supports prélevés
(PCR et identification).

L’analyse moléculaire était d’autant plus essentielle que le processus de
collecte inactive un certain nombre de bactéries. En effet, seulement 1% des micro-
organismes sont encore cultivables aprés un préléevement d’air via un Coriolis (Tang
2009), alors que les micro-organismes méme morts sont détectables par PCR

puisque c’est 'ADN qui est quantifié.
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8.2 Complémentarité des différentes analyses et effet de la
distribution des levures vivantes Actisaf® Sc47 sur Ila

dynamique des écosystemes du lait cru et de ses réservoirs

Il est essentiel ici de bien faire la distinction d’échelle a laquelle on observe
I'écosystéme.
Les indices de diversités alpha se concentrent sur une petite échelle de
'écosystéme, ils se focalisent sur un certain type d’OTU ; les OTUs rares pour
certains, les OTUs abondants pour d’autres.
Au contraire de la PERMANOVA, qui elle, s’intéresse a un niveau beaucoup plus

global des modifications des écosystémes.

L’écosysteme bouse contient bien des SC en faible quantité lors de la période de
distribution de levures Sc47, ce qui est corroboré par l'identification de la souche
distribuée et le résultat de I'analyse LDA. L’écosystéme bactérien de la bouse est
impacté par la période de distribution. En effet, les OTUs dominants et rares sont
représentés de maniére plus homogéne « aprés » par rapport a «avant». Ce
résultat peut-étre rapproché des résultats de Alzahal et al (2017), qui montrent que
I'ajout de levures dans I'alimentation affecte principalement les OTUs dominants de
la flore ruminale bactérienne. La bouse est le résultat du travail du tube digestif a
partir du substrat présent dans le rumen. Il est donc cohérent que nos résultats
soient un peu différents des résultats de cette étude. D’autant plus que d’aprés une
communication personnelle, 'impact dominant de I'ajout de levure pourrait se trouver

dans le caecum, lieu fortement impacté par 'acidose, et non dans le rumen.

98



BOUSE** en SDT / maniére de distribuer les
levures vivantes (notamment en SDT)

AIR de la SDT
(non évalué)

AIR de la
stabulation**

LAIT CRU**

TRAYON** +Sc47

BOUSE** +Sc47

SUPPORT ** : impact significatif de la distribution de levures Sc47 sur I'équilibre et la
richesse de I’écosysteme

SUPPORT *¢47 : présence le levures vivantes Sc47 lors de la période de distribution dans
I"alimentation

Figure 18 Impacts microbiologiques de la distribution de levures vivantes Sc47 dans I'alimentation des
vaches laitiéres : impacts sur les flores des différents réservoirs de flore du lait cru et flux de flore entre

les réservoirs

Au contraire de la bouse et des trayons, la population fongique des supports
air et lait est affectée par la période de distribution (PERMANOVA).
On a donc une population fongique « avant » distribution significativement différente
de la population fongique « aprés » distribution. La question est de savoir a quoi est
due cette différence ? Est-ce bien a cause de l'incorporation de levures vivantes
dans I'alimentation des vaches laitieres ou est- ce un probléme de saisonnalité ?
On peut envisager une contamination du lait par de I'air de printemps plus humide ce

qui affecterait le milieu en fin d’expérimentation (avril).

Pour aller plus loin et étudier I'impact réel de la distribution de levure sur
I'écosystéme de l'air, on peut s’intéresser au facteur « numéro de prélevement » (1,
2,3,4,5,6 et7) pour étre plus précis que le facteur « distribution de levure » (avant,

pendant ou apres).
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Par la PERMANOVA, le numéro de prélevement n’a pas d’'impact sur la population
fongique du lait. Au contraire, ce dernier facteur a un impact significatif sur la

population fongique de I'air (tableau 11)

Tableau 11 : Impact de la période de distribution de la levure sur I’écosystéme fongique de I'air. Pour

considérer que I'impact est positif, il faut avoir Adonis p-value < 0,05 et Beta-dispersion p-value >0,05.

Support Air Adonis général, p-value 0,04
Beta dispersion, p-value
Facteur : numéro de prélevement 0,81
Comparaison 2 a 2 des numéros de
prélevements Adonis 2 a2

1-2 0,17

2-3 0,86

3-4 0,85

4-5 0,07

5-6 0,22

6-7 0,9

5-7 0,62

On voit donc que la rupture se passe entre le prélevement « pendant » et celui
« aprés ». Il n’y a aucune différence entre les prélevements réalisés aprés la période
de distribution. Ceci constitue un argument permettant de relativiser I'effet saison et

donc de rester concentré sur I'effet propre de la levure vivante.

Au niveau du lait, des différences entre périodes de distribution sont en partie
expliquées par la présence de la bactérie du phylum des Actinobacteria et de la
famille des Coriobacteriaceae et de I'espéce Olsenella lors de la période
« pendant ». Cette présence inhabituellement importante fait se différencier la
période « pendant » (LDA).

Cette bactérie est une espéce microbienne habituellement identifiée a la surface des
trayons. Olsenella est une bactérie productrice d’acide lactique impliquée dans

I'affinage des fromages (Verdier-Metz, Monsallier, Montel 2012).
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8.3 La levure vivante se disperse-t-elle dans les réservoirs des laits

crus a partir de I'alimentation des vaches laitieres ?

Nous avons vu que la distribution de levures vivantes Sc47 dans l'alimentation

entraine une excrétion fécale de cette levure (exclusivement pendant la période de
distribution). On retrouve également la levure Sc47 dans la flore des trayons pendant
la période de distribution. Il a été remarqué que la présence de levures vivantes sur
les trayons est assez aléatoire, tous les éleveurs ne sont pas concernés a chaque
prélevement. L’absence de levures vivantes dans le lait rejoint les conclusions des
études précédemment réalisées sur le sujet (Grilli et al. 2016; Deneufbourg, Tormo
2013).
Or le trayon est considéré comme le réservoir principal de la flore du lait cru (Mallet
et al. 2013). Malgré I'absence de levure Sc47 dans le lait pendant la distribution de
levures dans I'alimentation, une possible contamination ponctuelle ou plus fréquente
du lait cru par la levure Sc47 n’est pas a exclure selon les pratiques d’hygiéne de
traite.

En temps normal, la levure lorsqu’elle est présente dans le lait ne semble pas
se développer. Mais on peut se demander comment elle se comportera dans le
fromage, dont les conditions de développements lui sont plus favorables. Comment-
va-elle interagir avec les autres levures et les bactéries ?

Il se peut également que les levures ne passent pas dans le lait, comme une

partie de la flore des trayons (Montel et al. 2014),.

Le prélevement de I'ambiance de I'exploitation présente quelques biais. En
effet, il n’a pas été pris en compte le moment de distribution du fourrage par rapport
au prélevement d’ambiance (notamment en stabulation entravée). Cela peu
fortement faire varier I'écosystéme de [lair, surtout en ce qui concerne les
champignons.

De plus, le Coriolis a été positionné dans la stabulation libre ou entravée, de maniére
a ce que le préléevement soit le plus représentatif possible du batiment sans prendre
en compte la salle de traite. Or l'air de la salle de traite est considéré comme un
réservoir potentiel de flore du lait cru (Michel, Hauwuy, Chamba 2006; Mallet et al.
2013). Bien qu’un flux d’air puisse exister en stabulation libre entre la salle de traite
et le reste du batiment (Montel, Bouton, Parguel 2012), il aurait été plus judicieux en

stabulation libre de positionner au moins une fois le Coriolis dans la salle de traite.
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8.4 Perspective en terme de poursuite de I’étude de I'impact des

levures vivantes sur I’écosysteme

L’étude avait pour objectif d’étudier I'impact microbiologique de la levure.
L’intérét pour 'AFTALP étant de visualiser a I'échelle de toutes les appellations
limpact des levures. L’échantillonnage a donc été réalisé dans cet objectif ; toutes
les appellations ont été représentées.

Or, il est visible que la variabilité inter-élevage est trés importante (Figure 19). Les
pratiques d’alimentation sont différentes ainsi que les pratiques de traite, le
logement, le type de batiment. Toutes ces particularités ont un impact non
négligeable et statistiquement objectivable sur la microflore du lait cru et de ses
réservoirs.

Quand elle est présente, la levure représente un trés faible pourcentage de
'abondance relative totale. Pour tous les supports, I'impact de la levure est visible a
petite échelle (alpha diversité). On peut penser que si I'impact était plus global, le
choix d’exploitations si différentes n’aurait pas eu autant d’importance et I'effet aurait
largement été visible, et ce, a toutes les échelles de I'écosystéme. Dans notre cas,
I'effet est mis en évidence que par la diversité alpha (et non la diversité béta). On
peut donc imaginer qu'en ayant choisi des exploitations plus similaires, l'effet
réellement attribuable a la levure vivante aurait été plus visible.

On peut donc suggérer une étude similaire a celle réalisé cet hiver si 'on veut mieux
caractériser I'impact de la levure (déja objectivé ici), étude qui regrouperait des
exploitations agricoles aux pratiques d’élevage similaires (alimentation, pratiques de

traite, logement, type de batiment...).

Par ailleurs, on rappelle que si I'utilisation de la levure venait a étre autorisée,
serions toujours dans la période « pendant ». Or cette étude met en évidence des
modifications entre les périodes « avant » et « aprés ». De plus, le support trayon
semble le plus intéressant a appréhender pour appréhender le passage de levures
vivantes dans le lait ainsi que pour représenter la flore du lait et ses modifications.

[l aurait donc été intéressant de prolonger la période « pendant » pour voir a plus
long terme comment réagit I'écosystéeme a l'ajout de levures vivantes dans
'alimentation. Les modifications de I'écosystéme visualisées « apres » distribution
sont-elles le fait de la saison, de l'arrét de la distribution ou I'inertie de la modification

de I'écosysteme par les levures vivantes ?
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8.5 Perspective quant a la poursuite de I'analyse de la banque de

données crées pendant I'étude

Lorsque l'on compare les données grace a une PERMANOVA, il est

statistiguement démontré que la période de distribution n’a aucun impact sur la

population bactérienne pour les quatre supports prélevés.

Au contraire, le producteur a un impact significatif sur la structure de la

population bactérienne mais aussi fongique.

On voit par exemple que la répartissions des points NMDS de 'écosystéme fongique

du support trayon n’est pas géré par la période de distribution mais par le numéro de

I'élevage (Figure 19).
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Figure 19 NMDS, positionnement des écosystémes fongiques du support trayon selon le numéro du

producteur pour tous les points de prélévement, Impact numéro producteur : adonis, p-value = 0,001 et

beta dispersion, p-value = 0,837
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Le producteur a également un impact sur la population bactérienne et fongique du
trayon, de la bouse, de I'air et du lait. Le producteur a un impact sur la flore du lait
cru et de ses réservoirs.

La flore est donc spécifique a I'exploitation.

On voit aussi que les pratiques d’hygiéne de traite ont un impact sur I'écosystéme

bactérien du support de flore trayon et lait (Figure 20)
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Figure 20: NMDS, positionnement des écosystémes fongiques du support trayon selon que I’essuyage a
sec est pratiqué pendant la traite, Impact « essuyage a sec » : adonis, p-value = 0,001 et beta dispersion,

p-value = 0,26.

On voit donc que grace aux échantillons récoltés et analysés, nous avons

maintenant en notre possession une base de données tres riche et complexe.

A premiére vue, une belle analyse statistique est a prévoir afin d’exploiter ces
données. Pour, par exemple, caractériser les écosystémes microbiens selon les
pratiques des éleveurs ; une caractérisation trés précise pourra étre fait ce qui n’avait
jamais été possible auparavant. Cela est maintenant permis par l'utilisation d’outils

scientifiques (métabarcoding, PCR) récents.
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Cependant, nous avons dans notre échantillon peu d’éleveurs de chaque type. |l
serait donc intéressant de prélever dans plus d’élevages pour réellement pouvoir tirer
des conclusions des différences observées.

Méme si des différences sont observées, il va étre compliqué pour le moment de les
interpréter ses différences selon leurs pratiques. En effet, les repéres que nous
avions pour le moment concernant la flore des laits crus sont dépassés. Nous ne
travaillons plus a la méme échelle. Il va donc falloir refaire des repéres pour utiliser
au mieux les nouvelles technologies et espérer comprendre et savoir interpréter les
modifications de I'écosystéme influencé par les pratiques de traite par exemple.
Toutes les recherches actuelles concernant la flore du lait cru utilisent ces
technologies. Il va donc étre bénéfique a toutes les équipes de recherche de pouvoir

croiser les résultats et de discuter des avancées.

De récentes publications commencent a établir des profils dominants
concernant la flore bactérienne depuis le lait jusqu’au fromage.

Au contraire des résultats présentés ici, il est annoncé que la diversité de la flore
augmente de la flore des trayons au fromage (Frétin et al. 2018). Bien que n’étant
pas allée jusqu’au fromage lors de cette étude, on a une richesse et une équitabilité
qui diminuent de la flore des trayons a la flore du lait cru.

Cependant les phylum prédominants retrouvés dans le lait et sur les trayons dans
cette étude sont en accord avec les nouveaux résultats ; on a donc le phylum des
Firmicutes (avec OTUs Aerococcus, Clostridiales, Jeotgalicoccus psychrophilus ou
encore Sporobacter et Staphylococcus) puis le phylum des Proteobacteria (avec les
OTUs Acinetobacter albanensis ou Psychrobacter) et enfin le phylum des
Actinobacteria (avec 'OTUs Corynebacterium) (Frétin et al. 2018).

La flore des trayons est plus que jamais mise en avant comme étant le réservoir
principal de la flore du lait cru.

La flore des bouses a également été étudié selon la ration (acidogéne ou
non). Globalement, grace au métabarcoding, on voit que les phylum principaux qui
caractérisent la flore bactérienne des bouses sont trés similaire a la flore du lait cru
et des trayons : phylum des Firmicutes, des Proteobacteria, des Actinobacteria puis
des Bactéroidetes et des Tenericutes. (Mao et al. 2012). Il ressort que la ration
(acidogéne ou non) impacte la flore bactérienne des bouses et par contamination on

peut supposer que cela modifie aussi la flore des trayons (Mao et al. 2012).
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En supposant que les élevages qui ont participé a I'étude proposaient aux vaches
des rations acidogénes, il est cohérent de trouver un impact de la levure vivante sur

la flore des différents réservoirs de flore des laits cru prélevés, la levure vivante

jouant le réle de tampon.
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CONCLUSION

Bien que les impacts microbiologiques de la distribution de levures vivantes
dans l'alimentation des vaches laitieres soient encore compliqués a interpréter, on

peut formuler quelques conclusions et hypothéses (Figure 19).

Les levures vivantes distribuées dans I'alimentation sont retrouvées lors de la
période de distribution dans les supports bouses et trayons. Les levures Sc47 ne
sont pas retrouvées dans le lait cru dans cette étude. Le trayon étant le réservoir
principal de la flore du lait cru, nous ne pouvons affirmer que les levures vivantes ne
se retrouveront jamais dans le lait cru.

La biodiversité des écosystéemes bactériens de la bouse, de l'air et du lait est
modifiée de maniére significative lors de la période de distribution de levures
vivantes a échelle locale (diversité alpha). En effet, les micro-organismes présents
dans un écosystéme interagissent entre eux, que ce soit de maniére positive ou
négative. Ainsi, la présence de SC dans les bouses et sur les trayons a une influence
sur la population bactérienne ou fongique. On observe également a échelle locale
des modifications de I'écosystéme bactérien de l'air.

La PERMANOVA (a lI'échelle globale de I'écosystéme) permet de voir de
maniére extrémement précise que I'écosystéme fongique du lait est modifié selon la
période de distribution de levures Sc47 (on a un écosystéme « avant » distribution
différent de celui d’« aprés »). Il en va de méme pour le support air. Comme vu
précédemment, la question de l'impact réel de la levure se pose ; un effet saison
peut étre envisageé.

Au niveau du lait, des différences entre périodes de distribution sont en partie
expliquées par la présence de la bactérie d’affinage Olsenella de la famille des
Actinobacteria lors de la période « pendant ». Cette présence inhabituellement

importante fait se différencier la période « pendant ».

Les syndicats de chaque AOP/IGP vont maintenant pouvoir faire le choix
d’autoriser ou non [l'utilisation des levures vivantes dans l'alimentation des vaches
laitieres.

Afin d’affiner l'interprétation des données de I'étude, il va étre essentiel de les
comparer aux résultats d’études ultérieures. En effet, 'INRA d’Aurillac est en train

d’étudier la flore microbienne du lait cru et de ses réservoirs par approche
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métagénomique. Cela va permettre, sans doute, d’identifier plus finement les flores
des laits crus et de leurs réservoirs ainsi que de préciser le role de différentes
bactéries.

D’autres études similaires vont étre nécessaires, afin de refaire une base de

données plus précise concernant la flore des laits crus.
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ANNEXE 1 : Cahier des Charges et Levures Vivantes

Les CDC ont été réalisé pour préserver les qualités des fromages. lIs stipulent

les étapes de fabrications du fromage ainsi que des conditions d’élevages (Tableau
1).
Dans les Savoie, le lait utilisé pour fabriquer les fromages n’est pas chauffé au-
dessus de 40°C avant 'emprésurage. Ce lait est donc considéré comme du lait cru.
Les pathogénes potentiellement présents ne sont pas détruits. Toute la flore
présente dans le lait est donc conservée afin de participer a I'’élaboration du fromage
et a ses qualités organoleptiques.

Il est donc essentiel pour produire des fromages au lait cru de conserver la
flore banale du lait cru. Pour cela, les pratiques d’élevage doivent respecter au mieux
cette flore (Tableau 1). La contamination par des pathogénes telle que les butyriques

est limitée par l'interdiction d’utiliser des fourrages fermentés.

La production laitiere est également limitée dans certain AOP pour garder une

cohérence entre les ressources fourragéres et la production.

Enfin, l'alimentation est trés réglementée par les CDC. L'’interdiction des
fourrages fermentés en lien avec la flore pathogéne a déja été mentionnée. De
nombreux travaux ont été réalisés pour mettre en évidence l'importance de
I'alimentation des vaches sur les qualités organoleptiques des fromages au lait cru.
La quantité de concentrés autorisés I'été et I'hiver est donc réglementée pour les
AOP, ainsi que les matiéres premieres autorisées.

L’origine du fourrage, I'affouragement et la possibilité de donner du fourrage I'été
sont aussi réglementés. Par exemple en AOP Beaufort, les vaches n’ont accés qu’a
de I'herbe paturée I'été ; la période de transition est de 30 jours sur 'année (période
pendant laquelle du foin peut étre distribué en méme temps que la consommation
d’herbe).

La liste positive du CDC nomme les matieres premiéres et les additifs autorisés dans
'alimentation des vaches laitieres. Les levures vivantes sont considérées comme
des additifs. Elles ne sont pas mentionnées dans la liste positive ; elles sont de ce

fait interdites d’utilisation.
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Tableau 13 : Cahier des Charges et alimentation
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ANNEXE 2 : Complément d’information concernant les éleveurs sélectionnés et leurs

pratiques

Tableau 14 : Modalités de distribution des levures propres a chaque éleveur

Numéro Modalité Distribution par Support | Incorporation Mode de
éleveur | prélévement| rapport a la traite levure de la levure distribution
. Table
. . Farine , . , e .
101 Soir Apres . Pré incorporée [ d'alimentation
fermiere .
cornadis
Ration Table
102 Matin Pendant mélangeus | Pré incorporée | d'alimentation
e cornadis
Ration Table
103 Soir Pendant mélangeus | Pré incorporée | d'alimentation
e cornadis
Ration Table
104 Matin Apres mélangeus | Pré incorporée | d'alimentation
e cornadis
. Farine Auge individuelle
105 Soir Pendant . Manuel g
fermiere SDT
. . Farine . , nrs
106 Matin Apres . Pré incorporée| DAC Batiment
fermiere
Table
107 Soir Avant Granulés Manuel d'alimentation
cornadis
. . , Auge individuelle
108 Matin Apres Granulés Manuel 8 .
entravée
. , Auge individuelle
109 Soir Avant Granulés Manuel g ,
entravée
. , Auge individuelle
110 Matin Avant Granulés Manuel & ,
entravée
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Tableau 15 : Pratiques de traite propre a chaque éleveur

, , . ,
,Num Décro | Egouttag !\let.tc.nyage ssuya Néettoyage Post Iavag'e MAT ler
éleveu individuel gea non trempa| 1foispar |.
auto | e manuel N . jet
r lavette sec individuel ge jour
101 Non Oui Non Non Non Oui Non Nno
. . . No
102 Oui Non Non Non Oui Oui Non n
. . No
103 Oui Non Non Non Non Oui Non n
. . . No
104 Non Oui Non Non Oui Oui Non n
. . . . . Ou
105 Oui Oui Oui Non Non Oui Oui :
. . No
106 Oui Non Non Non Non Oui Non n
. . Ou
107 Oui Non Non Non Non Oui Non :
. . No
108 Non Oui Non Non Non Oui Non n
. . Ou
109 Non Non Non Oui Non Non Oui :
. . . . Ou
110 Non Oui Non Oui Non Oui Oui
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Tableau 16 : Conditions de chaque prélévement

Identif | Numéro | Préléve Date de Distribution | Propr| Ambiance| Fréquence
iant éléveur ment | prélevement levure eté traite des bouses
1011 101 1 02-janv non Przpr Rumine 0
1021 102 1 03-janv non Sale Moyen 0
1031 103 1 03-janv non Przpr Rumine 5
1041 104 1 04-janv non Przpr Rumine 0
1051 105 1 04-janv non Przpr Rumine 0
1061 106 1 05-janv non Przpr Rumine 5
. Moye .
1071 107 1 08-janv non n Rumine 0
. Moye
108 1 108 1 09-janv non n Moyen 0
1091 109 1 09-janv non Przpr Rumine 0
1101 110 1 10-janv non Przpr Rumine 0
1012 101 2 10-janv non Przpr Rumine 0
102 2 102 2 11-janv non Sale Moyen 5
1032 103 2 11-janv non Przpr Rumine 5
104 2 104 2 12-janv non Sale Stress 10
1052 105 2 15-janv non Przpr Rumine 0
106 2 106 2 16-janv non Przpr Rumine 5
. Moye .
107 2 107 2 16-janv non N Rumine 0
. Moye .
108 2 108 2 17-janv non N Rumine 0
109 2 109 2 17-janv non Przpr Rumine 0
1102 110 2 18-janv non Przpr Rumine 0
101 3 101 3 31-janv oui Przpr Rumine 0
102 3 102 3 01-févr oui Sale Moyen 5
1033 | 103 3 01-févr oui P”e)pr Rumine 5
104 3 104 3 02-févr oui moye | Stress 10

123




105 3 105 05-févr oui Przpr Rumine 0
1063 | 106 06-févr oui P”e)pr Rumine 5
, . Moye .
107 3 107 06-févr oui N Rumine 0
, . Moye .
108 3 108 07-févr oui N Rumine 0
1093 | 109 07-févr oui P”e)pr Rumine 0
1103 110 08-févr oui Przpr Rumine 0
101 4 101 12-févr oui Przpr Rumine 0
1024 102 13-févr oui Sale Moyen 5
1034 103 13-févr oui Przpr Rumine 5
1044 | 104 14-févr oui mzye Stess 10
1054 105 14-févr oui Przpr Rumine 0
106 4 106 15-févr oui Przpr Rumine 5
, . Moye .
107 4 107 19-févr oui N Rumine 0
, . Moye .
108 4 108 20-févr oui N Rumine 0
1094 | 109 20-févr oui P”e)pr Rumine 0
1104 110 21-févr oui Przpr Rumine 0
1015 101 05-mars non Przpr Rumine 0
1025 102 06-mars non Sale Moyen 5
1035 103 06-mars non Przpr Stress 5
104 5 104 07-mars non mzye Stress 5
1055 105 07-mars non Przpr Rumine 0
106 5 106 08-mars non Przpr Rumine 5
Moye .
107 5 107 08-mars non n Rumine 0
Moye .
108 5 108 09-mars non n Rumine 0
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Propr

109 5 109 12-mars non o Rumine 0
1105 110 13-mars non Przpr Rumine 0
101 6 101 13-mars non Przpr Rumine 0
102 6 102 14-mars non Sale Moyen 5
103 6 103 14-mars non Przpr Stress 5
104 6 104 15-mars non mzye Stress 5
105 6 105 15-mars non Przpr Rumine 0
106 6 106 16-mars non Przpr Rumine 5
Moye .
107 6 107 19-mars non N Rumine 0
Moye .
108 6 108 20-mars non N Rumine 0
109 6 109 20-mars non Przpr Rumine 0
1106 110 21-mars non Przpr Rumine 0
101 7 101 21-mars non Przpr Rumine 0
102 7 102 22-mars non Sale Stress 10
1037 103 22-mars non Przpr Stress 5
1047 104 23-mars non Przpr Moyen 0
Moye .
1057 105 26-mars non n Rumine 0
106 7 106 27-mars non Przpr Rumine 5
Moye .
107 7 107 27-mars non N Rumine 0
Moye
108 7 108 28-mars non N Stress 10
1097 109 28-mars non Przpr Rumine 0
1107 110 29-mars non Przpr Rumine 0
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ANNEXE 3 : Représentation NMDS et PERMANOVA associées, pour la population

bactérienne
1. Bactéries
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Figure 21 : Représentation NMDS des bactéries des prélevements d’air selon la période de distribution

PERMANOVA associée :

* Adonis, p-value = 0,75
* Beta dispersion, p-value = 0,892

= Résultat non significatif, la période n’affecte pas la population bactérienne

des supports de flore Air.
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b. Support Trayon

Trayon Bact
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Figure 22: Représentation NMDS des bactéries des prélévement sur trayon selon la période de

distribution

PERMANOVA associée :

* adonis, p-value = 0,26
* Dbeta-dispersion, p-value = 0,68

= Résultat non significatif, la période n’affecte pas la population bactérienne des

supports de flore Trayon.
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c. Support Bouse
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Figure 23: Représentation des bactéries des prélévements de bouse selon la période de distribution

PERMANOVA associée :

* Adonis, p-value = 0,265
* Beta dispersion, p-value = 0,054

= Résultat non significatif, la période n’affecte pas la population bactérienne

des supports de flore Bouse
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d. Support Lait
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Figure 24 : Représentation NMDS des bactéries des prélévements de lait selon la période de distribution

PERMANOVA associée :

* Adonis, p-value = 0,313
* Beta dispersion, p-value = 0,46

= Résultat non significatif, la période n’affecte pas la population bactérienne

des supports de flore Lait
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ANNEXE 4 : Représentation NMDS et PERMANOVA associées, pour la population

fongique
a. Support Air
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Figure 25 : Représentation NMDS des champignons des prélévements d’air selon la période

PERMANOVA associée :
* Adonis, p-value = 0,004
* Beta dispersion, p-value = 0,58

=> Effet significatif de la période de distribution sur I'écosystéme fongique.

ADONIS particulier, comparaison des périodes :

* Av-pt:0,154
e Av-ap: 0,001
e Pt-ap:0,147

= On a donc deux états différents de I'’écosystéme fongique : avant et apreés.
b. Support Bouse
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Bouse Fungi
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Figure 26 : Représentation NMDS des champignons des prélévements de bouse selon la période de

distribution

PERMANOVA associés :

* Adonis, p-value = 0,158
* Beta-dispersion, p-value = 0,78

= Résultat non significatif, la période n’affecte pas la population fongique des

supports de flore Bouse
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c. Support Trayon

Trayon Fungi

a
*® 50 ®
044 . s %.
B
@ s e .
° : ® o ¢ P B . . .
oo o Distribution.levure
% 0.0 1 P °l e ® Apres
2 y
= a n e Avant
z @
o d ¢ Pendant
o’ ‘ ¢
-0.4 1 g o
.. ¢ L IS N
..v ®
®
-OlAS OfO Of5 1?0
NMDS1

Figure 27 : Représentation NMDS des champignons des prélévements sur trayon selon la période

PERMANOVA associée :

* Adonis, p-value = 0,93
* Beta dispersion, p-value = 0,98

= Résultat non significatif, la période n’affecte pas la population fongique des

supports de flore Trayon
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d. Support Lait
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Figure 28 : Représentation NMDS des champignons des prélévements de lait selon la période

PERMANOVA associée :

* Adonis, p-value = 0,02
* Beta-dispersion, p-value = 0,59

=> Effet significatif de la période de distribution sur I'écosystéme fongique.

ADONIS particulier, comparaison des périodes :

e Av-pt:0,109
* Av-ap: 0,002
e Pt-ap:0,263

= On a donc deux états différents de I'’écosystéme fongique : avant et apreés.
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Nom : MARCHANDISE Prénom : Chloé

Titre : Impact de I'ajout de levures vivantes dans I'alimentation des vaches laitiéres sur la flore des laits crus

Résumé

Les levures font partie de I"équilibre naturel des écosystemes du lait cru. Lors d’un état des lieux sur
I"utilisation d’additifs dans I’alimentation des vaches laitieres, |'utilisation de levures vivantes a été mise en
évidence hors cahiers des charges.

Cette étude a pour but de mettre en évidence les éventuelles conséquences microbiologiques de la
distribution de levures (Saccharomyces cerevisiae) dans I'alimentation des vaches laitiéres.

Au cours de I'hiver 2017-2018, dix exploitations réparties au sein de différentes filieres fromageres
(AOP Abondance, Beaufort, Reblochon et Gruyere de France, IGP Emmental et Tomme de Savoie) ont été
suivies.

Des levures vivantes ont ainsi été ajoutées dans I'alimentation de vaches laitieres pendant 4 a 5
semaines. Avant, pendant et apres distribution, divers préléevements ont été réalisés sur le lait, sur trayon, dans
les bouses et dans I'air, afin de détecter I'’éventuelle présence de levures et d’apprécier leur rémanence suite a
I'arrét de distribution.

Les prélevements ont été analysés par le laboratoire ACTALIA pour identifier avec précision les flores
présentes (bactériologie simple sur gélose spécifique ; extraction et identification de I’ADN par métabarcoding).

Les résultats sont qu’au moment de la distribution, les levures sont retrouvées sur le trayon, réservoir
principal de la flore, ainsi que dans les bouses. Puis d’'une maniére générale, la présence des levures s’estompe
apres l'arrét de distribution.

L'impact des levures vivantes sur I'équilibre de la microflore du lait cru a été analysé par
métabarcoding : la période de distribution influe sur les indices caractérisant la diversité de la microflore.
Cependant, cette méthode d’analyse étant récente, il existe encore peu de bases de données et de valeurs de
références. Il est donc délicat d’interpréter finement ces résultats.

Mots-clés : levures vivantes, Saccharomyces cerevisiae, alimentation vache laitiere, lait cru, équilibre
microbien, flore du lait cru

Title: Effect of live Saccharomyces cerevisiae supplementation on microbial balance of raw milk

Summary

Live Saccharomyces cerevisiae belong to natural balance of the raw milk. During a study about the use
of additive in cow food was underlined the use of live Saccharomyces cerevisiae, without specifications.

This study aims to show the possible microbiological consequences of yeast supplementation in dairy
cow diet.

During the winter 2017-2018, ten dairy farms giving different cheeses in Savoie / Haute-Savoie
(Abondance, Beaufort, Reblochon, Gruyere de Savoie and Emmental, Tomme de Savoie) were followed. Live
yeast were hadded in the dairy cow diet during 4-5 weeks. Before, during and after delivery, samples of raw
milk, teat skin, feces and air were made in order to detect the possible presence of live yeasts and to
appreciate their persistence.

Samples were analysed by ACTALIA to identify precisely the microbial diversity (bacteriology,
extraction and identification of DNA by metabarcoding).

The results are that during the delivery of live yeasts, yeasts were found on the teat skin, main source
of bacteria, and in feces. Then generally speaking, the presence falls down after the stop of delivery.
The impact of live yeasts on the balance of microflore of raw milk was analysed by metabarcoding: the delivery
period has an influence on indicator charactering the microbial diversity.
However, this kind of analysis is a recent one, there are very few data and references values. For this raison, to
interpret subtly those results remains difficult.



Key words: live yeasts, Saccharomyces cerevisiae, dairy cow supplementation, raw milk, microbial balance,
flora of raw milk



