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> Contexte

Mammites
* Infection de la mamelle
* Principal probleme sanitaire en élevage laitier
e Escherichia coli, Streptococcus uberis, Staphylococcus aureus ...
e Multifactoriel

Problématiques générales

* Traitement antibiotique
e Circulation des agents pathogenes entre les

compartiments microbiens

S. aureus * Impact des interventions en élevage
e Difficile a contrbler par traitements antibiotiques « Dysbiose et infections

* Antibiorésistance

* Infections récurrentes : mammites chroniques
e /Zoonose

* Des ennemis naturels (lactobacilles, phages)

* Risque sanitaire variable selon les fermes

INRAZ

EcoSA
07/11/2022 / Galactinnov / H. Lirot


Commentaires du présentateur
Commentaires de présentation
S. aureus : Traitement difficile car les bactéries peuvent s’internaliser dans les cellules (l’antibiotique ne l’atteint pas)

Savoir si c’est la dysbiose qui induit une infection ou l’inverse


> EcoSA anr

Ecosystem-based control of Staphylococcus aureus mastitis in dairy farms

* Projet ANR
e 48 mois (2021 a 2025)
e Coordinateur : Anais Bompard

* Etudier les relations entre S. aureus et son écosysteme microbien pour identifier des solutions de

biocontrole
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> Obijectifs

, , ’ \gi‘rigﬂ?gti%n Milk filter (herd-level
Mieux comprendre les relations de S. aureus oo milk microbiota)
, \ pathogens : :ﬂfj". I\
avec |'écosysteme microbien ':b" NS
. . . @ -+
. . . . Farming interventions #4979 Continuous changes
Dynamique et la circulation des principaux (a’;nﬁbfot_ic fdrg;'gfsé?ﬁon, . JIL‘.A . (lactation progress,
change in feed, bedding, 9. ' 7 seasonalit
cleaning frequency...) ) g ! Y)

pathogenes (S. aureus, S. uberis, E. coli)

Dynamiques des communautés microbiennes,

interactions biologiques
Réponse aux interventions agricoles
Etats « sains » et « perturbés »

Proposition de nouvelles méthodes de

surveillance (filtre a lait)

"Healthy" state “ % Dysbiotic state / mastitis

Proposition de méthodes de biocontrdle - diverse udder microbiota Bedding - perturbed udder microbiota
= Fathogen antagonists (f&:rmgm;:r)onmental - hm|shsmg'?ntagontljstsd
ivi i i - low pathogen abundance microbiota - high pathogen abundance
= Suivi longitudinal ’ ’ - clinical or sub-clinical
mastitis
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Commentaires du présentateur
Commentaires de présentation
Suivi longitudinal


> Matériels et méthodes

Echantillonnage

X 3 fermes

pratiques

ﬂu-nstmnnalre
delevage

Flllre a
ail x1
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> Matériels et méthodes

Analyses de laboratoire

PathoProof™ Mastitis Complete-16 Kits
e Staphylococcus aureus

Staphylococcus spp. (including all major coagulase-negative
staphylococci)

e Streptococcus agalactiae

» Streptococcus dysgalactiae

e Streptococcus uberis

* Escherichia coli

* Enterococcus spp. (including E. faecalis and E. faecium)
* Klebsiella oxytoca and K. pneumoniae

* Serratia marcescens

e Corynebacterium bovis

* Arcanobacter pyogenes and Peptoniphilus (Peptostreptococcus)
indolicus

*  Mycoplasma bovis

*  Mycoplasma spp.

* Yeast

* Prototheca spp

» Staphylococcal B-lactamase gene (penicillin-resistance gene)
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x 3 fermes

i ... X 20 semaines
Uuﬂﬂmmh x 2 ans
‘ pratiques
delevage
‘ ! ‘ i Hllu a
:1
e
Litigre
X1
LY .r"l |
AgrolLabs: hd J’ k4
comptage cellules * Broyage,
somatiques resuspension
Surgélation F4I | ‘ ‘ )
(-80°C) < Jouy-en-Josas:
Dénombrement
L L4 bactériophages
Extraction ADN
PCR 165/ qPCR standard T
. amf. . ” L[ Filtration phase]
virale
Mastitis > 'x \
Get-PlaGE
Séquencgage 165
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> Matériels et méthodes

Analyses des données

* Métagénomiques :

Connaitre les OTU présentent dans les
matrices

* Analyses statistiques :

PCoA, indice de diversité, similarité des
communautés, co-occurrence des réseaux
d’interaction

* Modele dynamique
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Stein et al., 2013

High-throughput community
data and perturbation profiles

Pert. 1 Pert. 2 part. 3
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Growth

+ Statistical Tests
(Kruskall-Wallis, Wilcoxon,...)
+ PCoA/NMDS
(Unifrac, Bray—Curtis, Euclidean)
+ Diversity Indices
(Shannon, Chao,...)
+ Community Similarity Time Decay
+ Co-occurance (correlation) networks

Ecosystem dynamics predictions

3

Log 165 rRNA/cm?
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e o I N o T v+ %

Numerical simulations
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> These

Impact des communautés bactériennes et de leur pilotage dans la gestion des mammites
chez la vache laitiere : une approche par la modélisation dynamique

Directeur de these : Xavier Bailly

Co-encadrante de these : Anais Bompard

Mettre en évidence la circulation des bactéries pathogenes et leurs interactions avec d’autres bactéries
commensales

Description
\
* Modéliser les communautés bactériennes de la mamelle, de la sphere intestinale et de I'environnement
Modélisation
J
\
[ ]

Evaluer I'impact des perturbations liées a des interventions en élevage sur les communautés bactériennes

Identifier des leviers potentiels de pilotage de I'écosysteme microbien permettant une meilleure gestion des
mammites

J
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Commentaires du présentateur
Commentaires de présentation
Objectif de la thèse reprennent certains objectifs du projet


> These

Modele dynamique : Lotka-Volterra généralisé (gLV)

N

d

—0(0) = 1O | w+ ) Myx(©)
j=1

| \

Concentratl_on Ta.ux de Interaction
du taxon i c,r(?l?sance . entre taxon
spécifique de i

N P
d .
Exi(t) = x(t) | m + ZM”xj(t) + z £ (t) Perturbations
j=1

k=1 \

, Bedding
Perturbations (farm environmental
microbiota)
NC Pc C
d
Exic(t) - xic(t) Uic T z Mijcxjc(t) + Z gikcukc(t) + Z pimcvm(t)
j=1 k=1 m=1
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> These

Modele dynamique : Lotka-Volterra généralisé (gLV)

Pc

N, C
d
%xic(t) - xic(t) Hic + Z Mijcxjc(t) + z gikcukc(t) + Z pimcvm(t)
] m=1

k=1

T Y

Interaction
entre taxon

Taux de
croissance
spécifique de i

Concentration
du taxoni

t : temps

N : nombre d’unité taxonomique dans la communauté
P : Nombre de perturbations

Uic - taux de croissance spécifique de i isolé

M. : effet j surx; (My> 0: commensalisme, My< 0 : amensalisme)
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\ \

Perturbations Circulation des
taxons entre
compartiments

Eixc - eftet de la perturbation u,, (variable dans le temps) sur l'unité i

C : nombre de compartiments de la méta communauté (mamelle, intestin,
litiere)
PimcVm (t) - nombre d’individus i qui arrive de m, durant dt

v, (t) : signal variant dans le temps

p. 11



> These

Modélisation

Activation

(@

Species

Evaluation du modele

Species Inhibition

Bibliographie

Mumerical simulations

., Pet ] Re2
E 12 —
210
s 8
= 6
= 4 A
> 2 Inférence
g
Days
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Commentaires du présentateur
Commentaires de présentation
équation / OTU d’intérêt / matrice

Inférence bayésienne

Evaluation : modéliser et comparer le modèle aux données mesurées


> Reésultats attendus

(1) La description des communautés microbiennes des 3
compartiments

(2) L'identification des ennemis naturels des agents pathogenes

(3) Un modele de la dynamique et de la circulation des principaux
agents pathogéenes

(4) L'évaluation de l'impact des interventions agricoles

(5) Un modele dynamique prédictif de dynamique des
communautés microbiennes, qui inclut I'impact les interventions
d’élevage

(6) L'évaluation du filtre a lait comme outil de surveillance

(7) L'élaboration de recommandations pour une gestion
écosystémique de la mammite (gestion de I'environnement)

INRAZ
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_— microbial
circulation
mastitis

+ pathogens

Farming interventions
(antibiotic administration,
change in feed, bedding,
cleaning frequency...)

"Healthy" state
- diverse udder microbiota
- i)athogen antagonists

- low pathogen abundance

Milk filter (herd-level
milk microbiota)
—oteg 4+ ¥ 4
NG I
TIPS
e {1 “ " Continuous changes
A (lactation progress,

? " :. seasonality)
[ |
1

“ % pysbiotic state / mastitis

Bedding - perturbed udder microbiota
(farm environmental - missing antagonists
microbiota) - high pathogen abundance
- clinical or sub-clinical
mastitis
P.13



> Difficultés

Echantillonnage lourd

Concentration bactérienne dans le lait tres

faible

Nécessité de résultats gPCR en abondance absolue

pour ajuster le modele

Avoir de longues séries temporelles
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Commentaires du présentateur
Commentaires de présentation
Difficultés et opportunités :  possible de discuter de ces points par la suite  (projet en cours )

Lait faible concentration donc on a choisi de s’intéresser au lait du canal du trayon


> Opportunités

Suivi longitudinal

Données : avant, pendant et apres

mammite
3 compartiments

Echantillons a -80°C
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Nombre de cellules somatiques (x 1 000 / mL)

2000-

1500-

1000-

500-

Ferme 3 : cellules somatiques en fonction du temps

déc.

janv.

Date

ID_vache

- 2855
- 3362
—~ 4989
—~ 5044
—~ 5644
- 6773
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> Conclusion

 Mieux comprendre les mammites par une approche intégrée a I'échelle de la ferme
* Proposer des méthodes de gestion du microbiote basée sur les résultats de modélisation

e Développer une approche « biocontréle » de la santé animale basée sur la gestion de
I’écosysteme microbien
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