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Aus verschiedenen Stufen der Kédseproduktion und -reifung konnten in zwei Hartkdsereien drei morphologisch
dhnliche Phagentypen (zwei aktiv gegen Laktobazillen, einer gegen Streptokokken) etektronenmikroskopisch nach-
gewiesen werden. Die Isolate wiesen verschiedene Dimensionen betreffend Kopfdurchmesser [im Bereich von 64 bis 76
nm] und Schwanzldnge fvon 258 bis 386 nm] auf. Alle Typen zeigten eine isometrische Kopfform, nicht-kontraktile,
quergestreifte und flexible Schwinze mit oder ohne eindeutig nachweisbarer Endplatte und konnten dem Typ B nach
BRADLEY (5), Subtyp B1nach ACKERMANN et ai. (4) zugeordnet werden.

Die beschriebenen Phagen konnten in Gérproben, Labgdrmotken, Ausriihrsirten, ein- und 150-tégigen Kédseproben sowie
selten in der erhitzten Riickgabemolke gefunden werden.

Ein unterschiedlicher temperenter Phagentyp mit prolatem Kopf [132x51 nm] und grobsegmentiertem Schwanz {Linge 282
nm] wurde nach Induktion von lysogenen Laktobazillus lactis-Reinstimmen nachgewiesen. Dieses Isolat konnte dem
Subtyp B3 nach ACKERMANN et al. (4) zugeteili werden. Neben intakten und teilweise instabilen Phagen wurden in
einzelnen Filtraten auch extrem lange Schwiinze [Typ «Polytail»; ldnger als 600 nm] und riesige ovale Kopfformen variabler

Gestalt [Typ «Monsters; ldnger als 300 nm] gefunden.

1. Einleitung

Phagen von thermophilen Milchsdurebakterien sind von
REDDY (12) und 8QZZI et al. (15), (18) isolert und studiert
worden, wobei diese Autoren feststellen konnten, dass soi-
che Phagen weit haufiger als erwartet in Kasereien auftre-
ten. Trotz dieser Tatsache sind bis jetzt nur relativ wenig
morhoiogische Untersuchungen {iber diese Phagen durchge-
fahrt worden. Die wichtigsten Publikationen dariiber stammen
von ACCOLAS etal. (1), (2} und von REINBCOLD et al. {13).
Beide Autorengruppen beschrieben sowohi Phagen der ther-
mophilen Laktobaziilen als auch der thermophilen Strepto-
kokken:

a) Die Phagen von Streptokokkus thermophilus gehdren
genereil einem morphologischen Typ an mit isometrischem
Kopf und nicht-kontraktitem Schwanz mit je nach Isoiat
unterschiedlichen Dimensicnen.

b} Bei den beiden Laktobazillus-Arten bulgaricus und lactis
ist derseibe Typ wie bei a) zu finden. Daneben treten bei
Lakfobazillus buigaricus auch Phagen mit zusatzlicher
kontraktiler Scheide auf.

¢) Phagen der Laktobazillus helveticus-Art sind vom glei-
chen Typ wie a), besitzen aber immer egine kKontraktile
Scheide.

Die vorliegende Arbeit zielt darauf ab, die in verschiedenen
Stufen der Emmentalerproduktion und -reifung auftretenden
Phagen elektronenmikroskopisch zu erfassen und morphoio-
gisch zu charakterisieren. Es sollen die Isotate aus zwei Hart-
kKisereien verglichen werden, wobei in beiden Betrieben
verschiedene thermophile Miichsdurebakterien als Starter-
xulfturen zeitlich gestaffelt zum Einsatz gelangten.

'iDie vorliegende Publikation stellt einen Auszug aus der Dissertation

dar:

KUNZ, U.F.: «Nachweis von Phagen der Milchsdurebakierien, spe-
ziellin Hartkésereien», Diss, Uni Bern (1982)
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2. Experimentelier Teil

2.1 Kasereiproben und Milchsdurebakterienkuituren

In beiden Hartkasereien wurden wahrend mehreren Wochen
folgende Proben entnommen: Betriebskulturen, Gérproben,
lLabgé&rmolken, Ausrihrsirten, Schotten (Moiken), ein- und
150-t&gige Kaseproben.

Die jeweils eingesetzten thermophifen Starterkulturen waren:

Kéaserei A: Die Rohmischkulturen RMK 101, 157, 183, 184,
186 und 302; Laktobazillen-Reinstdmme aus
AMK 101 zusammen mit dem Streptokckken-
Standardgemisch abf.

Kiserei B: RMK 101 und 302

2.2 Medien

Als Nahrmedien wurden bei RMK rekonstituierte Pulverma-
germilch und bei Reinstdmmen Hefemilch gingesetzt.

2.3 Sterilfiltrat-Herstellung

Die Zentrifugation der Probe (wenn nétig mit Milchsaure
angeséuert) erfolgte bei 4C00 g wihrend 15 Min. Der Uber-
stand wurde mit Millex HA (Millipore, Porenweite 0,45 um) zur
Eliminierung der Bakterien steriffiltriert.

Die Kaseproben wurden folgendermassen aufgearbeitet: Auf-
brechen und an verschiedenen Stellen total 1 g entnehmen,
mit 1 mi Na-Zitrat (20%) und 8 mi Peptonschotte versetzen
und anschiessend in einem Colworth Stomacher 80 wahrend
2 Min. aufschiiessen. Die darauffolgende Sterifiltration war
wegen des Fetlanteiles des Kdses mit Schwierigkeiten ver-
bunden.

2.4 Sauerungsaktivitatstest

Zur Feststellung einer Phagenaktivitit des Filtrates gegen die
Miichsdurebakterien wurde ein Aktivitatstest durchgefiihrt.
Der Test erfolgte entweder in Pulvermagermilch oder in Hefe-
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milch, Die Impfmenge der Kultur betrug 1%00, die Filtrat-
konzentration reichie von 10-4 bis 10-%, Als Kontrollen wurden
eine Probe mit vorher pasteurisierter Filtratverdiinnung
{90 °C, &5 Min.} und eine Probe ohne Filtratzusatz mitgefdhrt.
Die Proben wurden in einem Kurventhermostat (bei simulier-
ten Emmentaler-Fabrikationstemperaturen) wahrend 17 bis
20 Std. inkubiert. Die aufgrund von Sauregrad (°SH)- und pH-
Werten sowie des mikroskopischen Bildes als phagenver-
déchtig bezeichneten Proben wurden fir den direkten Pha-
gennachweis im Elektronenmikroskop weiterbehandelt. Zur
Titersteigerung waren noch weitere Passagen mit erneuter
Filtratherstellung nétig. Dabei wurde jeweils die hdchste noch
phagenpositive Verdlnnung verwendet.

Der Phagentiter in den Lysaten musste mindestens 108/mi
betragen, damit die Partikel im Elektronenmikroskop leicht
nachweisbar waren.

Negativkontrastierung

Als Kontrastierungslésungen dienten eine 2%ige Phosphor-
wolframséure oder 2%iges Uranylazetat. Der Zusatz von
0,05% a-Lactaibumin erhdhte die Benetzbarkeit auf dem Tra-
gernetzchen. Die Lésungen wurden in Destwasser herge-
stellt, bei 3000 g flr & Min. zentrifugiert und der pH-Wert dem
der Phagenprobe angeglichen (4,5 bis 8). Die Negativkontra-
stierung wurde mit der Tropfenmethode als sukzessive Me-
thode ausgeflihrt (14):

Filtrat-
suspension

Kontrastieruzngs-

Destwasser “
l6sung

Parafilm

3 Min, je 1 Min, 30 Sek.

2.5 Elektronenmikroskopie * mit cinem Filterpapier bis auf eine diinne Schicht absaugen

Die Schritte der Aufarbeitung richteten sich nach dem

erreichten Titer des Filtrates:

Titer > 108/ml:  Filtrat direkt fiir die Negativkontrastierung

verwenden

FPhagen anreichern durch

- Polyethylenglykol-Behandiung (PEG
8000, Serva 33137) nach YAMAMOTO
et al. (18)

oder durch

— Uftrazentrifugation 162000g wéhrend
180 Min., aufnehmen des Sediments in

Als Trager verwendeten wir Kupfernetzchen (Elmis Int., Kat.
Nr. 0400, Maschenweite 400, Durchmesser 3,05 mm, im
Hochvakuum kohlebedampft und danach einer Glimmentla-
dung ausgesetzt), wobei zuerst das phagenhaltige Filtrat
aufgebracht, nach mindestens 3 Min. Adscrptionszeit abge-
saugt, gewaschen und dann wahrend 30 Sek. negativkontra-
stiert wurde.

Titer < 108/mi:

Filme und Elektronenmikroskope
Fir gie photographischen Arbeiten standen zur Verfiigung:
— Planfiim {Electron Microscope Film Nr. 4489, 8,3x10,2 cm)

0,1 M Ammoniumazetat (ber Nacht bei beim Zeiss EM 10
5°0C; evil. anschliessende Dialyse gegen  — Photoplatten {Kodak EM-Photoplatien, 8,3x10,2 cm) beim
denselben Puffer Philips EM 300

Tabelle 1: Zusammenfassung der Phagenmorphologie und Einteilung der verschiedenen Isolate )
Morphologie Dimensionen {nm} Einteilung
Késerei/ Phagen isoliert | Phagen aktiv i
Abb. Nr. aus gegen Phagenkopf Phagenschwanz Kopf Schwanz | Typ* Subtyp*”
A LGM, ARS thermophile | isometrisch feine Querstreifung | 64 258 B B1
{Sauerungs- Sc. aus flexibel
stérung)/ RMK 101 nicht-kontraktit
1a+1b evil. schmaie
Endplatte
A/2a+2b LGM, ARS, verschiedene | isometrisch feine Querstreifung | 75 386 B B1
1t.-und150t.- Stamme ther-} (oft defekt) flexibel (69}
Kése, (Schotte) | mophiler Lb. nicht-kontraktil
lactis evtl. Endplatte
fehlt Qluerstreifung — > B0 Typ «Polytail»
flexibei
nicht-kontraktil
hohler axialer
Kanal
Induktion verschiedenes prolat grobe Segmentie- 1832x 561 | 282 B B3
imLabor/ Stamme ther- (selten defekt) rung, flexibel {112 x 49)
4+5 maphiler Lb. nicht-kontraktil
lactis
prolat fehlt > 300 — Typ «Monster»
A/3 LGM, ARS, thermophile | vgl. A/2a+2b 78 384 B B1
Schotte, 1 t.- Lb. aus RMK (68)
und 1501. 101 und
Kase RMK 157 — > 600 Typ «Polytails
B GP, LGM, thermophile | isometrisch feine Querstreifung | 64 274 B B1
{Sauerungs-~ | ARS Lb. aus flexibel
stdrung)/ RMEK 101 und nicht-kontraktil
Ba+6b RMK 302 schmale Endplatte
* Einteilung nach BRADLEY {5)
** Einteilung nach ACKERMANN et al. (4)
LGM = Labgarmolke Sc. = Strepiokokken
ARS = Ausr(hrsirte Lb. = Laktobazillen
GP = Garprobe RMK = Rohmischkultur
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2.6 Induktion der Laktobazillen

Material und Methode

MRS-Bouilion als Nahrmedium (6); Spekirophotometer
Bausch & Lomb (Spectronic 20, Filter 840 nm) fiir Messun-
gen der optischen Dichte {O. D.). Die MRS-Bouillon wurde je
nach Stamm mit 10 bzw. 20%00 Frischkuliur {16 Std. bei
38 °C inkubiert) beimpft und bis zu O. D. 0,1 bei 38 °C vorbe-
briitet.

Mitomycinbehandlung

Zusatz von Q, 0,2, 2 und 5 pg Mitomycin C/mi zu jeder behan-
deiten Prabe.

UV-Bestrahiung

Nach der Zentrifugation von je 10 ml MRS-Bouilion bei 5000 g
wéhrend 15 Min. wurde das Sediment in 8 mi 0,1 M MgSQO.
dispergiert und in einer Glasschale wahrend 10 bzw. 20 und
30 Sek. UV-bestrahit. Der Abstand zur 15 W Philips UV-
Lampe betrug 25 cm. Die Dispersion wurde aisdann mit 5 ml
doppeit starker MRS-Bouillon vermischt und in der Dunkei-
heit bebriitet.

Die Bebritung der Mitomycin- und UV-behandelten Proben
erfolgte bei 30 hzw. 38 und 45 °C im Wasserbad.

3. Resultate

3.1 Zusammenfassung der isolierten Phagentypen

In Tabelle 1 sind die aus den beiden Kasereien A und B
wahrend verschiedenen Wochen isolierten Phagen zusam-
menfassend beschrieben. Die Tabelle zeigt zudem, in wel-
chen Stufen der Kaseproduktion und -reifung die Phagen auf-
getreten sind, welchem morphologischen Typ sie angehdren
und gegen welche Kulturen sie eine Iytische Aktivitdt ent-
wickelt haben.

3.2 Késerei A

Wiahrend der Herstellung von Emmentalerkédse sind in der
Késerei A in verschiedenen Wochen zwei morphologisch
ahniiche Phagentypen aufgetreten.

- Die bei der Fabrikation mit RMK 101 festgestellte Saue-
rungsstorung konnte auf die lytische Aktivitat von Phagen
gegen Streptokokken zurlickgefiihrt werden, Von den ent-
nommenen Proben erwiesen sich die Labgérmolke und die
Ausriihrsirte als phagenhaltig, wobei in beiden Filtraten
der gleiche Phagentyp auftrat:

® [sometrische Kopfform {Durchmeasser 84 nm} und lan-
ger flexibler und nicht-kontraktiler Schwanz {Lan-
ge 258 nm] mit feiner Querstreifung und evtl. schmaler
Endplatte.
Wie die Abbildungen ta und 1b zeigen, waren die
Phagen bevorzugt in Rosetten angeordnet.

— Bei Fabrikationsversuchen mit definierten Mischkulturen,
bestehend aus mehreren Stammen von Laktobazillus fac-
tis aus der RMK 101 sowie dem Streptokokken-Standard-
gemisch abf, sind aus verschiedenen Produktionsstufen
{Lahgarmolke, Ausrihrsirte, Schotte, ein- und 150-tagige
Kaseprobe) Phagen von Laktobazitien isoliert und mor-
phologisch charakterisiert worden:

@ Isometrische Kopfform [Durchmesser 75 nm] und sehr
langer flexibler, nicht-kontraktiler Schwanz [Lénge 386
nm] mit feiner Querstreifung und maglicherweise einer
Endpiatte. Daneben waren gelegentlich exirem lange
Schwiénze vom Typ «Polytail» [langer als 600 nm] mit
einer Querstraifung und einem hohlen axialen Kanal zu
becbachien (Abb. 2a und 2b, siche auch Abb. 3).
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— Beim Einsatz von verschiedenen RMK in der gleichen
Késerei wurden in zwei Fillen (RMK 101 und 157) eben-
falls die Laktobazillen von Phagen lysiert, wobei diese
Aktivitéat in den gleichen Produktionsstufen wie bei den
Versuchen mit den definierten Mischkulturen auftrat und
der identische Phagentyp (wie in Abb.2a und 2b darge-
stelit} nachgewiesen werden konnte (Abb. 3).

3.3 Induktion der Laktobazilien

Nach der induktion der Laktobazillus lactis-Stadmme aus RMK
101, die in der K3serei A eingesetzt wurden, konnten aus
samtlichen elf Reinstimmen temperente Phagen fraigesetzt
und elektronenmikroskopisch nachgewiesen werden:

® Prolate Kopfform [132x51 nm], intakt oder leer mit flexi-
blem, nicht-kontraktiiem Schwanz [Lange 282 nm] mit
einer groben Segmentierung (Abb. 4 und 5).

3.4 KasereiB

In der Kaserei B sind wahrend des Einsatzes der RMK 101
und 302 bei der Emmentalerproduktion Sauerungsstérungen
aufgetreten. Dabei konnten in Gdrpreben, Labgirmolken und
Ausrlhrsirten Phagenaktivitdten gegen die Laktobazillen der
beiden Kulturen festgestellt werden. Wie aus den Abbildun-
gen 6a und 6b hervorgeht, trat immer der gleiche Phagentyp
auf:

® Isometrische (wahrscheinlich oktaedrische) Kopfform
[Durchmesser 64 nm] und flexibler, nicht-kontraktiler
Schwanz [Lange 274 nm} mit feiner Querstreifung und
einer schmalen Endplatte.

Abb.1aund 1b: Rosettenférmige Anordnung von Phagen der Strep-
tekokken aus RMK 101
(Marker =100 nm)
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Abb. 2a und 2b: Defekte {A) und intakte (B) Phagenpartikel, aktiv.  Abb. 4: Intakte temperente Phagen, nach Induktion aus lysogenen

gegen Laktobaziilus lactis~-Stémme Lakiobazilius lactis-Stdmmen freigesetzt
—» evtl. Endplatte {Marker =100 nm)
% P{)lytail» :

(Marker =100 nm)

; iy s 1 iLeerer Phagenkopf in normaler Grisse und riesige Kopf-
; S 1% form («Monster») aus Laktobazillus lactis- Stammen
S ‘ {Marker = 100 nm

- _—
e

Abb. 3: Defekte (A) und intakte (B) Phagenpartikel, aktiv gegen Abb. Ba und 6b: Phagen der Laktobazillen aus RMK 101 und 302

Laktobazilien aus RMK 101 und 157 — schmale Endplatte
— evtl. Endplatte {Marker =100 nm)
zwel «Polytails» ) , )

BN
(Marker = 100 nnm) .

e
l’g\;éo’ -. s
S

éy‘z,

i
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Tabelle 2: Vergleich der isolierten Phagentypen mit Beschreibungen in der internationalen Literatur

in dieser Arbeit beschriebene Isolate

In der internationalen Literatur beschriebene Isolate

Phagenherkunft/K&serei Dimensionen (nm}: Wirtsstamm Dimensiocnen Autor
Kopf/Schwanz {(nm)

3c. aus BMK 101/A 64/258 3¢, thermophilus 70/237 1, (13)
8c. thermophilus B60/255 n
Sc. thermophilus 60/240 (1)
Sc. thermophilus 60/236 (12)
Sc. cremoris 65/260 (10)
Sc. lactis 55/255 (10}
Sc. thermophilus 60-65/222--290 (13)

Lb. lactis/A 75/386

und

Lb. aus RMK 101 +157/A 76/384

Lb. lactis (nach induktion) 51x132/282 Lh. salivarius (51-53) x {17}

{100-110)/
173 % 200

Lb. aus RMK 101 + 302/B B84/274 Lb. acidophilus 50-76/200-290 {17}
Lb. bulgaricus
Lb. casei
Lb. lactis
Lb. plantarum
Lb. salivarius

S¢. = Sireptokokken
Lb. = Laktobhazillen
BMK = Rohmischkultur

3.5 Literaturvergleich

Die in der vorfiegenden Arbeit beschriebenen und morpholo-
gisch charakterisierten Phagen sollen nun noch mit &hn-
lichen, evtl. identischen, in der internationalen Literatur auf-
gefihrten [solaten vergiichen werden. Der Tabelle 2 ist ferner
zu entnehmen, dass sich flr einen in der Kaserei A isolierten
Phagentyp keine &hnliche Beschreibung findet.

4. Diskussion

Beim Aufarbeiten der phagenhaltigen Filtrate fiir elektronen-
mikroskopische Darstellungen war es wegen der Titerunter-
schiede ndtig, verschiedene Praparationsverfahren anzuwen-
den. Bei Phagentitern von 2 108 Partikein/mi wurde das Roh-
filtrat direkt negativkontrastiert, wobei mit gutem Erfolg Pha-
gen im Elektronenmikroskop nachgewiesen werden konnten.
Von den beiden anderen Aufarbeitungsverfahren erwies sich
die Methode der Ultrazentrifugation/Dialyse vom Aufwand
und vom Grad der Verunreinigung her der Polyethylengiykol-
Anreicherungstechnik (berlegen. Keine Unterschiede konn-
ten mit den zwei eingesetzten Negativkontrastierungslosun-
gen Phosphorwolframsiure bzw. Uranylazetat festgestellt
werden. Bedeutender als seine Wahl war die Einstellung des
pH-Wertes des Farbemittels, wobei sich Werte von 4,5 bis 5
als geeignet zeigten. Bei zu starken Abweichungen von
diesen Werten traten entweder eine stérende Kristallbildung
ocder viele defekte Phagenpartikel (evil. infolge eines
pH-Schocks) auf. Um vermeidbare Fehlerquellen bei den Pra-
parationen moglichst auszuschiiessen, wurden speziell vor-
geschlagene Richtlinien beachtet (3}

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Phagen gehd-
ren alle zum Typ B nach BRADLEY {5), wobei mit Ausnahme
der temperenten Phagen aus den Laktcbazillus lactis-Stam-
men (Subtyp B3) samtiiche Isolate dem Subtyp B1 nach
ACKERMANN et al. (4) angehéren.

Durch den Vergleich der verschiedenen Isolate aus den zwei
Késereien iasst sich erkennen, dass jeder Betrieb seine
spezifische Phagenflora haben kdnnie. In keinem Fali ist das-
selbe Phagenisolat in beiden Késersien aufgetreten, obwohl

Schweiz, Milchw. Forschung 13, 21-26
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teilweise die gleichen Kulturen {(z. B. RMK 101 und 302) ein-
gesetzt wurden. Fir diese Feststellung spricht auch die Tat-
sache, dass die aus laktobazillus lactis-Stammen nach
Induktion im Labor freigesetzten temperenten Phagen mor-
phologisch mit den aus dem entsprechenden Kasereiversuch
aus gérungstechnischen Proben bzw. K&se isolierten Phagen
keine Gemeinsamkeiten aufwiesen.

Im Laufe der elektronenmikroskopischen Untersuchungen
sind zusétzlich drei Beobachtungen gemacht worden, die
noch kurz diskutiert werden soliten.

— Die in der Kaserei A isolierten und gegen Streptokokken
aktiven Phagen sind im Elektronenmikroskop sehr haufig
als sternformige Rosetten mit nach innen gerichieten
Schwéanzen aufgetreten. Die Schwiénze schienen an hak-
terielles Zellmaterial adsorbiert zu sein, wobei jedoch
auch eine spezifische Anlagerung an gewisse Bestand-
teile des Ammoniumazetat-Puffers heim Aufnehmen des
Sedimentes nach der Ultrazentrifugation in Frage kommen
konnte.

Aus verschiedenen Proben der gleichen Késerei sind
neben Phagenpartikeln auch extrem lange Schwanze vom
Typ «Polytail» beobachtet worden. ACCOLAS et al. (2)
haben solche Schwanzformen fir Phagen von Laktobazii-
lus bufgaricus und -lactis nachgewiesen, wobei Lingen
von 800 bis 700 nm auftraten. Die Bildung dieser «Poly-
taits» hangt wahrscheinlich in erster Linie von der Dauer
der Inkubation ab. Lange Bebritungszeitan wirken flr
«Polytail» ~Formationen beglinstigend (13). Eine mogliche
Erklarung fir die Entstehung kénnte in der nicht-zuf-
hérenden Kodierung der Zusammenlagerung der
Schwanzuntereinheiten liegen {7).

Bei der Indukiion der Laktobazillus lactis-Reinstamme
wurden verschiedentlich sehr grosse prolate Kopfformen
ohne Inhalt und ohne Schwanzstrukiuren isoliert. Diese
«Monster» (9), (11) bilden sehr variable Grossen, wobei es
sich offenbar um expandierte Kapsidformen handelt, die
neben der Nukleinsiure auch aile inneren Proteine infolge
eines fehlerhaften Ablaufs der Phagenkopfbildung ver-
loren haben (8).
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Résumé

Microscopie électronique de phages de bactéries lacti-
ques thermophiles dans des fromageries a pate dure

Dans deux entreprises de fabrication de fromage a péate
dure, on a pu détecter par microscopie électronique, a
differents stades de la fabrication et de la maturation des
fromages, trois types de phages morphologiguement simi-
laires (deux agissant conire les lactobacilles et un contre
les streptocoques). Le diamétre de la téte des isolats
variait entre 64 et 76 nm et la longueur de fa gueue entre
258 et 386 nm. lLes trois types avaient des tétes de forme
isométrique et des gqueues non-contractiles, rayées trans-
versalement et flexible avec ou sans plague terminale
clairement reconnaissable. lls ont tous été classés sous
type B selon BRADLEY (5) et sous-type B1 selon ACKER-
MANN et al. (4}

l.es phages décrits ont été trouvés dans le lactofermenta-
teur, le sérum du lactocoagulateur, le petit-lait de sortie,
les echantillons de fromage agé d'un et de 150 jours et,
plus rarement, dans le lactosérum chauffé et retourné aux
fournisseurs du lait.

Un type de phage différent, tempéré, avec téte allongeée
(132x51 nm) et queue a gros segments (longueur 282 nm)
a été détecté aprés induction de souches pures de Lacto-
bacillus lactis lysogéne. Cet isolat a été classé sous
sous-type B3 d'aprés ACKERMANN etal. (4). Qutres des
phages intacts et partiellement instables, on a constaté
pour certains filtrats des queues extrémement longues
(tvpe «polytail» dépassant 600 nm} et des tétes énormes
de forme ovale variable (fype «Monster» dépassant 300
nm).

Abstract

Electron microscopy of phages from thermophilic lactic
acid bacteria in hard cheese factories

In two hard cheese factories we have detected with elec-
tron microscopy at different stages of cheese manufactu-
re and ripening three morphologically similar phage types
{two of them acting against lactobacilli and one against
streptococci). The head diameter of the isolates varied
from 64 to 78 nm and the tail length from 258 to 386 nm.
The head form of all phage types was isometric, the tails were
not contractile, horizontally striped and flexible with or
without clearly recognizable end plates. The phages could
all be assigned to type B after BRADLEY (5) and subtype
B1 after ACKERMANN et al. (4).
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The phages described were found in lactic fermentation
test samples, renet whey, stir-out whey, 1« and 150-day
old cheese samples and rather seidom in skimmed whey,
heat-treated and returned to milk producers.

A different phage type, temperate, with prolate head
{132x51 nm} and coarse-segmented tail {282 nm long)
was found after induction of lysogenic lactobacillus lactis
pure strains. This isolate was classified under subtype B3
accerding to ACKERMANN etzal. (4). Besides intact and
partly unstable phages we also found filirates with extre-
mely long tails (type «polytail» longer than 60C nm) and
enormous heads of variable oval shape (type «Monster»
longer than 300 nm},
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