( )Q /)(

LALLEMAND .
ANMALNUTRTION [ 25

1 UNIVERSITY ® NSERC
> 8 ; oGUELPH CRSNG

N "B Qualité de I’ensilage
X SPECIFIC [ et lutte biologique
L\ FORYOUR
SUCCESS |1y Giséle LaPointe
: Université de Guelph

Pascal Drouin
Lallemand Nutrition Animale

LALLEMAND ANIMAL NUTRITION B SPECIFIC FOR YOUR SUCCESS @
www.allemandanimalnutrition.com

Points a couvrir

® Facteurs contribuant a la variation dans la qualité de I'ensilage

® Retour sur la fermentation

® Dynamique du microbiote des plantes: avant et aprés I'ensilement
® Qu’est-ce qu’il arrive aprés I'ouverture?

® Microorganismes pouvant causer des problémes

® |utte biologique
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A ce niveau, rien de nouveau
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Mais si on changeait de point de vue?
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Vers celui des microorganismes

18k
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Niveau de Capacité manuelle ‘ Duree de Recouvrement
matiere séche I'entreposage plastique

Vitesse de {

Consolidation rempli;gge Etanchéité du silo

Détérioration Fermentation

Chauffe Stabilisation

Succession COMW Additifs
microbienne significative  microbiens

Pahlow & Muck, 2009
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Réle des acides organiques au niveau de la fermentation

Lactic acid
pK, of 3.86 Lactate Proton

(pH value - 50% dissociated)
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Effects of organic
acids on microbial cells

Acide lactique Membrane
pK, de 3.86
(valeur de pH - 50% dissociée)

H3C\)J\0H /

H+ 1

OI

pK

a
Membrane

Aceticacid 4.76
Propionic acid 4.86

Butyricacid 4.82
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Profils des communautés microbiennes
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Microbiote du mais — avant ensilage
Taxon
. gauiobacte?cgaet .
reuiles B Fromarese
Deinococcaceae
W Acetobacteraceae

‘ l | Aurantimonadaceae
M Chitinophagaceae
¥ Rhizobiaceae

Kineosporiaceae
i B Microbacteriaceae
Soie Methylobacteriaceae
B Oxalobacteraceae
Comamonadaceae

! Xanthomonadaceae

B Weeksellaceae
B Sphingobacteriaceae
. M Cytophagacerae
Panlcule W Pseudomonadaceae
" Enterobacteriaceae
M Sphingomonadaceae
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Changements du microbiote de la luzerne au champs (méme parcelle)

Relative abundance
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Changements de microbiote suite a I'ensilement — mais plante entiére
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Changements de microbiote suite a I'ensilement — mais plante entiére

Abondance relative
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Microorganismes non souhaités dans les ensilages

® Toxi-infections alimentaires:
» Clostridium
» Bacillus
» Listeria
» Escherichia coli produisant les toxines Shiga
» Staphylococcus aureus

®  Agents causant la mammite bovine: Escherichia coli, Klebsiella spp., Streptococcus uberis et
Streptococcus dysgalactiae

®  Mycobacterium bovis (tuberculose bovine) et autres mycobactéries
® Moisissures (mycotoxines)

LALLEMAND ANIMAL NUTRITION B SPECIFIC FOR YOUR SUCCESS @
www.allemandanimalnutrition.com
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Facteur de risques pour I'innocuité des ensilages

®  Réduction du pH lente

» Fermentation lente
» Manque de sucre Inefficient (heterolactic)
fermentescible fermentation, or fermentation by Clostridial
o o enterobacteria — slow pH drop Fermentation
» Matiére séche trop élevé |
ou variable
. ’ . pH e —
® Présence d'oxygéne
- : | Yeast activity
» Mauvaise compaction &6 Yea/s'm
> Probléme d’étanchéité ’
du silo B ideal
» Longue période avant T —— Fermentation
de recouvrir ou sceller O s R
Over fermented
Time

LALLEMAND ANIMAL NUTRITION B SPECIFIC FOR YOUR SUCCESS @
www.allemandanimalnutrition.com

Impact de la fermentation sur certains microorganismes non souhaités

Table 1. Microbiological analysis of the fresh whole-plant corn and 30 days silage
Counts (CFU/g of FM) of viable mi
1 I " -
Sample Lactic ac id Bacilli C°l‘f°‘f‘“ Aerob¥c Molds Yeasts Clostridia
bacteria bacteria bacteria

Fresh whole-plant corn 1.4x10° 8.6x10 1.2x10° 3.3x10° 5.8x10* 2.3x10° 9.0x10° Li et coll. 2015. Asian Autralas. J. Anim. Sci. 28:620-631

CFU, colony forming unit; FM, fresh matter; ND, not detected.

Table 5. pH values, concentrations of undissociated (Und.) acids (g/kgDM) and listeria counts in contaminated
silages after 30 days. MIC values for L. monocytogenes are given for comparison.

MIC values (g/kgDM)
Silages treated with: after Ostling & Lindgren (1993)
No Formic Lactic acid| Anaerobic Aerobic

additive acid bacteria conditions conditions
Low DM level (200 g/kg)
pH 49 43 39 4.5t0 5.1 4.8t05.1
Und. lactic 58 20.7 61.3 0.36 1.44
Und. acetic 33 8.1 8.7 0.96 1.44
Und. formic <0.1 0.7 <0.1 - -
Sum of undissociated acids 9.1 295 70.1 N - Pauly & Tham. 2003. Acta Vet. Scand. 44:73-86
Medium DM level (430 g/kg)
pH 5.8 55 4.1 4.5t0 5.1 4.8t05.1
Und. lactic 0.3 0.2 30.9 0.12 0.48
Und. acetic 0.3 03 4.1 0.32 0.48
Und. formic 0 <0.1 0 - -

Sum of undissociated acids 0.7 0.5 35.0 - - @
| M—

“*nd = not detected.
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Potentiel de lutte biologique envers les microorganismes non souhaités

Nutrient

Exclusion
compétitive

Acid
Hz05,
Diacetyl, U
other L 2
Producer metabolites
bacterium  Bacteriocin

Deegan et coll. 2019. Int. Dairy J. 16:1058-1071

LALLEMAND ANIMAL NUTRITION B SPECIFIC FOR YOUR SUCCESS
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Yusuf & Hamid . 2013. IOSR Journal of Pharmacy 3:44-50
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Lutte biologique — bactéries lactiques

® Production d’acides organiques

» Contribution a I'abaissement du pH
B Synthése de peptide ayant des propriétés antimicrobiennes
» Bactériocines spécifiques — les lantibiotiques
® Type A — action rapide en créant des pores dans les paroies (i.e. nisine, gallidermin)
® Type B — inhibe la synthése de parois (i.e. cinnamycin, duramycin)

» Active a faible concentration

B Chacune peut-étre spécifique envers des espéces spécifiques

Table 4. Antimicrobial activity of the
N Antimicrobial activity

Strain number . - it - . -
Salmonella enterica ATCC 43971 Escherichia coli ATCC 11775 Micrococcus luteus ATCC 4698'

Z7U 50 ++ ++ ++

77U 64 + + -

ZZU 170 + + i

ZZU 203 +H+ +H+ -

ZZU 204 + +H+ A

ZZU 205 + + +

ZZU 223 + +H+ +

Z7U 273 + Rand -

77U 274 pue. + .

ZZU 278 - +H+ et

Z7U 283 - + ++

77U 299 +H+ + -

LALLEWAND ANIMAL MUTRITION I8 SPECIFIC FOR YOUR SUCCESS Li et coll. 2015. Asian Autralas. J. Anim. Sci. 28:620-631
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Incidence dans I'ensilage des molécules de lutte biologiques des BAL
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Fig. 3. DGGE profiles of the PCR products from DNA extracted from ryegrass silage samples under different treatments and sampling times: 1, 2, 5, 8, 16 and
30 days of fermentation. Amplification was performed using Listeria monocytogenes specific primers, List-univ.1 and List-univ.2. Figure A shows Untreated
(ultrapure water), Lb (Lactobacillus plantarum CECT 220) and LbL (Lactobacillus plantarum CECT 220+ Lactococcus lactis CECT 539) treated silages, while
Figure B corresponds to LbP (Lactobacillus plantarum CECT 220 + Pediococcus acidilactici NRRL B-5627), LbLP = Lactobacillus plantarum CECT 220 + Lactococcus
lactis CECT 539+ Pediococcus acidilactici NRRL B-5627 and commercial inoculant 11G22 treated silages. M corresponds to a marker obtained from a pure
culture of Listeria monocytogenes (Lm 1.03).

e el Amado et coll. 2012. Anim. Feed Sci & Technol. 175:137-149 @

LALLEMAND ANIMAL NUTRITION B SPECIFIC FOR YOUR SUCCESS

Sources de contamination du lait

Environnement Etable Lors de la traite
(au champs et a la ferme)

Plantes Foin Diete Féces Propreté des
contaminé animaux et Lait cru

fourrageres

. champs Ensilage
*+ récolte

Autres
aliments
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Lutte biologique — levure de la famille des Saccharomycetaceae

A-Compétition pour nutriments

Exclusion compétitive

B-Changement de pH

C-Production d’éthanol

D-Mycoccines
- E-Formation de pores

- F-Inhibe synthése de parois
- G-Bloque division cellulaire

A

RS
<>

E
\* /‘\ F &
I R
|
l
v oI
i
J \
\ & Bacteria

‘. Yeasts

¢ @ Nutriments

Ethanol

\ Mycocin
M Receptor for
mycocin
@ Bacterial toxin
£ Immunoglobin A

H-Inhibition de toxines bactériennes

FIGURE 1| Summary of the different aspects of antagonistic properties
of yeasts. (A) Competition for nutrients; (B) pH changes; (C) production of
high concentrations of ethanol; (D) killer toxins or mycocins; (E) mycocin
causes ion leakage by the formation of channels on the cytoplasmic

* 0 Antimicrobial
compounds

membrane; (F) mycocin inhibits the synthesis of cell wall component
B-1,3-glucan; (G) mycocin interrupts cell division by blocking the DNA
synthesis; (H) proteases degrade bacterial toxins; (I) stimulate the immune
response; (J) yeasts inhibit attachment to intestinal cells.

LALLEMAND ANIMAL NUTRITION B SPECIFIC FOR YOUR SUCCESS
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Hatoum et coll. 2012. Frontiers in Microbiology. 3:article 421

Importance pour la production laitiere

Sources

Role/ Significance

Laciococcus

Some yeasts

Milk-associated
microorganisms
Listeria
Staphylococcus
Eschenichia coli

Campylobacter
Mycobacterium
Fungi - Aflatoxins

Microorganisms can enter milk from contact with the
animal including teat, hides, faeces; also from the
housing, bedding, feed, air and water. Contact with
farm equipment and milking equipment as well as
insufficient farm or personnel hygiene may influence
the microbial content of milk

Once in the milk these microorganisms can play an important role
in dairy product manufacture; they may contribute to promoting
human health or enhancing food safety. On the other hand these
microorganisms can lead to spoilage of milk and dairy products or
they may contribute to disease and illness in humans.

Fig. 1. The potential sources of the microorganisms that are present in raw milk and the role/significance that some of these have when present
in milk.

LALLEMAND ANIMAL NUTRITION B SPECIFIC FOR YOUR SUCCESS
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Quigley et coll. 2013. The complex microbiota of milk. FEMS Microbiol. Rev. 37:664-698
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Importance pour la production laitiére

100% | mOther » Primordial pour la productivité
W Weisella H
T 80%- M Streptococcus des animaux
g M Staphylococcus . . 7
5 ool Pseudomonas » Maintenir le troupeau en santé
M Pseudoal .
g o ' B ropionbactertom — Important autant pour les animaux
g ™ Leuconostoc en lactation que pour les taures
s M Lactococcus
o 20%1 M Lactobacillus I 1A
2 g A Loctobacil 4= . Ensilage de qualité
0% 1  Enterococcus — Permet de réduire la charge de
B Bifidobacterium cellules somatiques
W Acil b . .
cnetobacter — Contribue les risques de transfert
Analyse du profil microbien du lait par de bactéries sporulées dans le lait

séquengage des amplicons du géne ARNr 16S

e el Quigley et coll. 2013. The complex microbiota of milk. FEMS Microbiol. Rev. 37:664-698 @
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Listériose entérique des bovins en Argentine

Deux jours aprés la consummation de I'ensilage moisi
20% du troupeau affecté (40 animaux)
Perte de 13 animaux sur une période de 10 jours

Listeria monocytogenes isolé de I'ensilage, de la vésicule biliaire et détecté dans les
ganglions lymphatiques mesentériques et la paroi intestinale.

Brief Communication S,

Journal of Veterinary Diagnostic Investigation
2016, Vol. 28(1) 65-69

Enteric listeriosis in grazing steers ©2015 The Autor(9)

. . ‘5 Reprints and permissions:
supplemented with spoiled silage s comlumlsPernision v

jvdi.sagepub.com

Juan A. Garcia,' Juan F. Micheloud, Carlos M. Campero,
Eleonora L. Morrell, Ernesto R. Odriozola, Ana R. Moreira

LALLEMAND ANIMAL NUTRITION B SPECIFIC FOR YOUR SUCCESS @
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Certains impacts des mycotoxicoses | Gastroentérites

+ Hémorragies intestinales

» Chaleurs irrégulieres

» Problemes de conception
» Kystes ovariens

» Pertes d’embryons

« Contamination du lait

* Mammites

* Réductionde la
production de lait pour
le veau

I- Pododermatite (laminitis)

LALLEMAND ANIMAL NUTRITION M SPECIFIC FOR YOUR SUCCESS https://www.bovmycotox.co.uk/the-problem/mycotoxicosis/ @

www.allemandanimalnutrition.com

* Fonctions ruminales anormales
« Diarrhées
« Cétoses

Réduction prise alimentaire
Réduction efficacité
alimentaire

DIET RUMEN INTESTINES FECES
Forage Cellulose & o Undigested
y | Hemir.e\lulosel Fiber
Grains

(Starch) s » (Undigested

Starch
‘—!—‘ 5 Starch)
Gases Gllcose Energy (used for (Glutose)

[cozucHy bacterial growth}
Iso-acids. i

] INTESTINAL

Butyrate  VFA's (Lactate) WALL

RUMINAL Acetate ) ]

—) "

PORTAL
BLOOD

Propionate )‘

(T the liver)
I?n.it)rval'azl I
Fattyl_* ones
Acids Propicnate J
LIVER - g ‘v """ (\;a D=l Protein metabolism
Lipid Glucose =..... Amino acids -~

metabolism

Py Ketones Giucose  Ketones Glucose

Acetate Acetate
ren) iml Glycerol
Protein L > Fal
(Triglycerides) Fat  Lactose
MUSCLES ADIPOSE TISSUE oo dete)

(and other fissues)
MAMKMARY GLAND

“fgore 1. Overview of carboliydrate metabolism in dairy cows

LALLEMAND ANIMAL NUTRITION B SPECIFIC FOR YOUR SUCCESS
www.allemandanimalnutrition.com

L’acide butyrique en excés provenant

d’ensilage contaminé avec spores

butyriques:

= taux élevés de cétones dans le plasma
sanguin (acidose).

Effets négatifs sur la production laitiére,
la fertilité et la santé (maladie métabolique)

https://www.wynnstayagriculture.co.uk/blog/butyric-silage.html

Ehrnd
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Effets des inoculants bactériens pour ensilages envers I'établissement de

microorganismes non souhaités

Effets sur les Exemple d’additifs Effets microbiens ou physico- Métabolismes microbiens
ensilages bactériens chimiques impliqués

Limite Enterococcus faecium Augmente la concentration en acide

I'établissementdes  Lactobacillus sp. lactique. Réduction de E. coli,

microorganismes entérobactéries, staphylocoques,

pathogénes Bacillus et Listeria

Limite la production  Lactobacillus sp. Réduit concentration en

de mycotoxines Enterococcus sp. mycotoxines (zéaralénone et
Streptococcus sp. fumonisines

Réduit la concentration en
tyramine, cadavérine, ou putrescine

Lactobacillus plantarum
seul ou en combinaison
avec Lactobacillus casei,
Enterococcus faecium,
et Pediococcus
pentosaceus

Réduit la charge en
amines biogenes

Adapté de:

LALLEMAND ANIMAL NUTRITION M SPECIFIC FOR YOUR SUCCESS L . .
Duniére et coll. 2013. Animal Feed Sci. Technol. 182: 1-15

www.allemandanimalnutrition.com

Synthése d’acides organiques
(acide lactique).

Action directe suite a la
synthése de molécules
antibiotiques.

Biotransformation de certaines
toxines.

Attachement aux parois
microbiennes pour d’autres.

Inhibition de microorganismes
impliquées dans la production
des amines biogenes.
Réduction de la dégradation
des peptides par une
acidification rapide et induction
de I'environnement anaérobe.

Ehnd

Réduction d’E.

coliO157:H7 dans I'ensilage de luzerne

. . Sans additif
x ~@-Control ~ ===EC
6 ~0-EC+LP  =#=EC+LB
=dr=EC+PA
un5
g
24
g
J3
m
2
1 L. buchnerii
+ L. buchnerii
0 \
0 3 7 16 100

Day of ensiling

Figure 4. Escherichia coli O157:H7 (EC) of alfalfa forage treated without (control) or with Escherichia coli O157:HT (EC) alone, or EC and
either of 2 bacterial inoculants or propionic acid during ensiling. Control = distilled water; EC = 1 x 10° cfu/g of E. coli O157:HT, LP = 1 x
10° cfu/g of Lactobacillus plantarum; LB = 1 x 10° cfu/g of Lactobacillus buchneri; PA = 2.2 g/kg of propionic acid; Treatment x day P-value
= 0.001; an asterisk (*) indicates that concentrations differed at the day of ensiling specified (P < 0.05). Error bars represent SE. Color version

available online.

Journal of Dairy Science Vol. 99 No. 6, 2016
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Conclusions et Questions

Joindre des stratégies de lutte biologique aux bonnes pratiques de gestion
Les bactéries lactiques, dont les Lactobacillus couramment utilisées en tant qu’additif microbien
pour ensilage, possédent des propriétés de lutte biologique permettant d’assurer un ensilage de
qualité:
® Production d’acides organiques permettant de réduire le pH
® Capacité d’exclusion compétitives envers souches épiphytes et aussi envers des pathogenes
® Production de molécules ayant un effet sur la survie de microorganismes non-souhaités dans les
ensilage
B Ces particularités peuvent réduire de fagcon importante la « charge » en microorganismes
pathogenes
® Une bonne gestion du chantier d’ensilage, le maintien de I'absence d’oxygéne ainsi que
d’assurer de retirer assez d’ensilage du silo lors de la reprise permet d’assurer la qualité de
I'ensilage et d’éviter le développement de bactéries sporulées, dont:
®  Bacillus cereus (contamination du lait)
B Clostridium perfringens (santé animale)
®  Clostridium botulinum (santé animale)
®  Un ensilage de qualité permet aussi d’éviter des contaminations microbiennes pour les produits
de I'entreprise, dont le lait et la viande.

LALLEMAND ANIMAL NUTRITION B SPECIFIC FOR YOUR SUCCESS @
www.allemandanimalnutrition.com

NOTICE: This presentation and its contents including any research data is, unless
otherwise specifically attributed, the intellectual property of Lallemand Animal
Nutrition, a trading division of Lallemand Inc (“Lallemand”) and may not be copied or
reproduced or distributed, in whole or in part, without the prior consent of Lallemand.
DISCLAIMER: Although reasonable care has been taken to ensure that any facts
stated in this presentation are accurate and that any opinions or advice expressed
are fair and reasonable, no warranty is given as to the accuracy, completeness or
correctness of the information. To the extent permitted by law, Lallemand, its
officers, employees and agents shall not be liable for any loss suffered, howsoever
arising, from the use by a third party of the information, advice or opinions contained
within this presentation. This presentation does not constitute an offer, invitation,
solicitation or recommendation with respect to the purchase of Lallemand products
and information within, including the specifications of products, may be amended or
withdrawn without prior notice. This presentation may contain information on
products which are not available for sale nor are approved for use within certain
jurisdictions.

LALLEMAND ANIMAL NUTRITION B SPECIFIC FOR YOUR SUCCESS @
www.allemandanimalnutrition.com
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