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¢ Was sind Bakteriophagen?

THE RELATIVE SIZE
UF PARTIclEs HUMAN HAIR 50-180um >

FOR SCALE

From the COVID-19 pandemic to the U.S.
West Coast wildfires, some of the biggest
threats now are also the most microscopic. .

A particle needs to be 10 microns (um) o FINE BEACH SAND 9%0um >
less before it can be inhaled into your .
respiratory tract. But just how small are
these specks?

Here's a look at the relative sizes of
some familiar particles »
WHITE BLOOD CELL 25um »

GRAIN OF POLLEN 15um »
DUST PARTICLE (PMw) <10um »

RED BLOOD CELL 7-8pm »

RESPIRATORY DROPLETS S5-10um» o mmmdur:;ueduu
g Americans experience every year.
M Mt et

DUST PARTICLE (PMa.s) 2.5um >

\
* The visibility limits for what the naked
eye can see hovers around 10-40um.

BACTERIUM 1-3um » ‘
WILDFIRE SMOKE 0.4-0.7um » :J 3

CORONAVIRUS 0.1-0.5um »

¢ ot
T4 BACTERIOPHAGE 0.225um N . ~‘ g%w Ao
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Was sind Bakteriophagen?

» Mikroskopische Organismen, die tUberall dort vorkommen, wo es
Bakterien gibt.

» Brauchen einen passenden bakteriellen Wirt, um sich zu vermehren.

= Sehr wichtige Rolle in Okosystemen (fordern Biodiversitat, regulieren
Bakterien-Populationen, etc.)

» Ein Kessi voller Milch mit Kulturen ist das Phagen-Paradies

» Studie in Kasereien in Irland: >60% der gesammelten Molken enthalten
Phagen.

Phagen in der Késerei
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¢ Was sind Bakteriophagen?

» Einfache Organismen: DNA in einer Protein-Hulle
»Verursachen langsame oder gescheiterte Sauerungen

» Konnen die Produkteigenschaften beeintrachtigen

» Gleiche Phagen konnen jahrelang in einer Kaserei bleiben
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U Phagen befallen und zerstoren Milchsaurebakterien

Elektronenmikroskopische Aufnahmen (A) von Bakteriophagen der Milchsaurebakterien, (B) eines einzelnen
Phagen nach der Anheftung (Adsorption) an die Zelloberflache eines Milchsaurebakteriums und (C) von der
beginnenden Zerstdrung der Bakterienzellen durch die Phagen. Abbildung: Dr. Horst Neve, Max Rubner-Institut
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Direkte und indirekte Vermehrung von Phagen
(lytischer & lysogener Zyklus)

_ e Es kann geschehen, dass der
a Phage bindetan Prophage wieder frei wird und in
Wirtszelle und injiziert lytische Vermehrung iniziiert.

Phagen-DNA seine DNA
\L _~ Bakterien-
chromosom
OQ viele Zell-
\ / tellungen w
’\ lytischer O O lysogener
Zyklus Zyklus o

ZeIIwand IyS|ert Phagen -DNA zirkularisiert und oder Bakterienzelle vermehrt
Phagen werden frei mserlert in Bakterien-Chromosom SICh und den Prophagen
oder Prophage
€ Neue Phagen-DNA und Hill- ¢p) Neue Phagen-DNA wird ins _
proteine werden produziert und zu Bakterienchromosom integriert und wird
neuen Phagen zusammengesetzt nun als (stiller) Prophage bezeichnet

Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Beryamin Cummings.

4A: 1 Zelle kann mehrere hundert Phagen freisetzen. Aus einem Phagen kénnen so 100 Milliarden
Phagen entstehen, in weniger als 1h!



http://www.google.ch/url?sa=i&rct=j&q=bacteriophage+life+cycle&source=images&cd=&docid=DufqmmbAJ92kYM&tbnid=QZk3YxMOCAls_M:&ved=0CAUQjRw&url=http://allbiologytutorsup.blogspot.com/2010/09/chek-out-our-assignment-help-assignment.html&ei=g4cwUdOrCsjdswbXtIHQBw&bvm=bv.43148975,d.Yms&psig=AFQjCNHARqqLZFTXAad8z3Dowq_MaCRMQQ&ust=1362221282078066

U Vermehrung eines Lactococcus-Stamms und seines
Phagen in Milchpermeat
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+ Negative Auswirkungen von Phagen auf die Qualitat von Gruyere

Thermophile Milchsaurebakterien

Fehler

Kontrolle

Streptococcus
thermophilus

Verspatete Anfangssaurerung
Allgemein langsamere Sauerung
Stdren auch die Lb.

Konsistenz der Kase
pH 2h, 4h, 24h
Milchsaure L+ und D-

°SH und Mikroskopie Kulturen

Lactobacillus

delbruecki ssp.

lactis

Schlechtere Sauredeckung = abweichendes
Aroma, schlechte Haltbarkeit

Weniger Proteolyse = fader Geschmack,
sandiger Teig

Mangelnder Wettbewerb gegenlber
anderen Lb. = Loch durch
heterofermentativen LB.

Aromafehler

Konsistenz der Kase

pH 2h, 4h, 8h, 24h

LAP Wert

Milchsaure L+ et D-

°SH und Mikroskopie Kulturen
Galaktose, Braunung

Lactobacillus
helveticus

Weniger Proteolyse - weniger Aroma

LAP Wert
Milchsaure L+ et D-
°SH und Mikroskopie Kulturen




© Resistenz von Lb. delbrieckii ssp. lactis gegentber Phagen

Phagen, isolierte aus Molke verschiedener

Gruyere-Kasereien

Stamme AOP-G1 A B C D

FAM 19109 + -+ ot - ++
FAM 19112 - -
FAM 19108 - - - - - - -
FAM 19110 - - - - - - -

FAM 19113 = = = = = = = =

Reduziertes Wachstum : ++ > 40%; + = 10-39%; - keine Hemmung

Phagen in der Késerei
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U Vorteil der Rohmischkulturen (RMK)

Die Stamme der RMK:

« Wurden aus Fettsirtenkulturen isoliert, einem Okosystem, das
weitgehend an Phagen angepasst ist.

e Sind von Natur aus robust gegenuber Phagen und verfligen tber
Schutzmechanismen.

« Enthalten eine Vielzahl von Stammen mit unterschiedlichen Spektren.

Die RMK ermdéglichen im Allgemeinen eine vollstdndige Sauerung der
Kase, auch bei sehr starken Stérungen durch Phagen.
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U Praxisbeispiel Phagenproblem mit RMK
pH wahrend der Sauerung

> Fettsirte aus dem Kessi mit Kulturen inkubiert

(v) o
280, 1%, 37°C 291, 1%, 37°C BAMOS 1% 37°C
—2801% —280 1% und Fettsirte —291 1% —291 1% und Fettsirte —BAMOS 1% —BAMOS 1% und Fettsirte
Phagen in der Kaserei 12
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@ Negative Auswirkungen von Phagen auf die Qualitat

von Vacherins fribourgeois

Mesophile Milchsaurebakterien

Fehler

Kontrolle & Zielwerte

Lactococus lactis
ssp. lactis

Verspatete Anfangssaurerung
Allgemein langsamere Sauerung
Sauerungs Unterbruch

pH 2h, 4h, 6h, 24h
°SH Kulturen
Galaktose < 5 mmol/kg

Lactococus lactis
ssp. lactis biovar
diacetylactis

abweichendes Aroma: oft fehlendes
Aroma, fad, bitter etc.
Weniger Proteolyse

pH 24h > 5,00pH

Citrat < 2mmol/kg

OPA 4 Monate > 150 mmol/kg
°SH Kulturen

Leuconostoc
mesenteroides

Weniger Proteolyse = weniger
Proteolyse

Phagen in der Késerei
DG, Rutti den 26. November 2024
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Abwehrmechanismen von Bakterien gegen Phagen

Bakterienzelle

Anderung der Zellhtlle (Der Die injizierte Virussubstanz Die infizierte Zelle zerstort sich
Virus kann sich nicht mehr wird abgebaut oder selbst, bevor sich der Phage
binden). funktionsunfahig gemacht. reproduzieren kann.

Phagen in der Kaserei 14
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© Empfindlichkeit der Kultur gegendber Luft und Molke aus der Kaserel

Versuchsgestaltung
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‘RMK :

2,5%o0 (0,1mL)
Betriebskultur
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°SH der Proben

Rohmilch & RMK 280
bebriutet bei 38°C
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offen&280 gesch.&280 gesch.&280&
o - ~ Fettsirtek.
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Rohmilch & RMK 150
bebritet bei 38°C

flussi

offen&150

festI

gesch.&150

mM5h m24h

gesch.&150&
Fettsirtek.
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Schnellmethode zur Phagen-Detektion in Kasereien

Delvo®Phage test kit

Press release

DSM-Firmenich

BRIGHT SCIENCE. BRIGHTER LIVING.™

« Streifen nur fUr Streptococcus thermophilus und Lactococcus lactis/cremoris
« gPCR-Methode = genetische Erkennung von lebenden oder toten Organismen

Phagen in der Késerei 17
DG, Ritti den 26. November 2024



U Nachweisgrenze

Beispiel: Ergebnisse von Lactococcus

) UNDILUTED DAIRY SAMPLE S ) :
TARGET RESULT (PARTICLES PER 20-uL REACTION) (PARTICLES PER mL) Phagen in einer Kaserei

— . Kessimilch mit Kulturen, Molke aus dem Kessi
— Detected - High 16,001+ 100,000,001+ wahrend dem Vorkésen, Molke unter der Presse
beim Abflllen, Molke im Tank

|

]

— Detected - High/Medium 1,601-16,000 10,000,001 - 100,000,000

|

|

]

— Detected - Medium 161-1,600 1,000,001 - 10,000,000 CIP Lauge 1, CIP Lauge 2

]

I

I

— Detected - Low/Medium 17-160 100,001 - 1,000,000

]

[ ]

I

]

— Detected - Low 1-16 10,001 - 100,000

I

]
g — CIP Saure 1, CIP Saure 2, Produzentenmilchen
; — Not Detected 0 <10,001 (Morgen). Mischmilch im Tank, Kessimilch ohne
3 Kulturen, Betriebskulturen

Phagen in der Késerei 18
DG, Rutti den 26. November 2024




U Analyse der Empfindlichkeit einzelner Stamme

* Definierte Kulturen — Verfugbare Bakterienwirtstamme
» Empfindlichkeit einer Kultur gegentuber Phagen?

* Die verdachtige Molke wird mit Stammen der Kultur in Kontakt gebracht

Isolierung der Phagen

Anpassung des pH-Werts
Filtration (0,45 um)) fm

N %- - .
& N ;a ;&
§»ﬁm 2o | | VS
EEE BE B

Filtrat mit Phagen
- J Stamm Stamm Stamm
Molke + Phagenfiltrat
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U Analyse der Empfindlichkeit einzelner Stamme

Bakterienwirtstamm Bakterienwirtstamm
Bakterienvv_irtstamm Bakterienwirtstamm
+ Phagenfiltrat + Phagenfiltrat
Stamm XY Stamm XY
+ Phagentfiltrat 1 + Phagenfiltrat

‘:7==!="___,_"——"?——--—‘
-f&gn el e - - ﬁwﬁq
g 'é;)q&,)@@'@ww
~ @pchog}@u

Der Stamm ist

Phagen in der Késerei

DG, Riitti den 26. November 2024 n ICht gewaChSen
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U Analyse der Empfindlichkeit einzelner Stamme

Stamm x | Stamm y

ve» : :
Kur mit Phag. | mit Phag.

«Umgekehf‘lle pHZ o

Al - - F 5 f
el _ - - f f H

11 12

r r r
Cl_ _ _ i i i -
r 2 r
D _ — - i i i _ _
e r r r ) i
s s 5 e N AN VN AN S—
A N A Stamm mit , .
Fl : : : . : Phagen resistenter
g f{_ i ( vollstéandigem i Kontrolle | J Stamm>
; ; _ |7—— _Ausfall _ ; _
Verspatete £ £ £ £
Sauerung : = = d = - ! - : - : —

Phagen in der Késerei 21
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U Phagen zahlen und isolieren

Die Phagen
haben alle
Bakterien lysiert

Ve o

Keine Kolonie
wurde lysiert

Jedes Loch ist ein Phage, der sich vermehrt hat und die Bakterien im
mikrobiellen Rasen lysiert hat.

Phagen in der Késerei 22
DG, Ritti den 26. November 2024



Bacteriophage insensitive mutants (BIMs)

Naturlich resistente

§ Mutation =) Subpopulationen

Phagen in der Késerei
DG, Rutti den 26. November 2024
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U Erstellen von BIM’s «Bacteriophage insensitive mutants»

Voraussetzung
* |solierter Phage
= Bakterienwirtstamm

10-15
Durchgange
mit Phagen

10 Durchgéange
ohne Phagen

Isolieren

der BIMs Platte Test

Platte Test

Wirtsstamm mit

hoher
Phagenkonzentration - -

o f Uberprifung der
& II:> § I]:> $ Charaktereigenschaften
Resistente %) 8% D Ke\i/?/% ”LbCth‘i
Kolonien (BIM er Widerstand ist
olonien ( ) .otarkung“des  ,Stabilisierung® stabil

Widerstands des Widerstands

Phagen in der Kaserei 24
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© Bestimmung von Phagentypen mit Molekularbiologie

. ius PHA S PHA
s PHA hilus ckii
L. |acti S. thermopP L. delbrué
A A A
[ \( \( \
Ladder Lc 1:100 3R 1410 F6a 110 Stherm 1:10 11268 1:10 11269 1:10 11273 1:10 11314 1:10 11491 1:10 25439 1:10 280 1:10 Ladder
(@) (@)
+ RS RS +
(@) 1% 1% @)
> >
x x
Yo~ Y
o o
rs Ly
undN o d
[ =]
P335 — % B —
S R 5093 —
Interne Ktrlle T‘ s
~ 987
— _
Ceduovirus || ™ Brussowvirus
Q
o > - L d
g SKUNAVIrUS ] Moineauvirus
(o]
E)
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Infektionsquellen fur Milchsaurebakterien

Molke = Aerosol

Ruckstande in der Kaserei, Lagerung, Molkenrahm
Labgarprobe

Anlagen und Material

Schlamm alkalische CIP-LGosung

Kulturen

- Fettsirtenkulturen

- Prophagen in gekauften Kulturen

Milch = vor allem bel der Rucknahme von Molke durch den Milchbauern

Phagen in der Késerei
DG, Rutti den 26. November 2024
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Vermehrung in geschlossenen Kreislaufen oder Zyklen

Milch

Austauschwarmer

|

I

Sirtenrahm I

— = = Durch Luft
Durch Molke
Durch Betriebskulturen

CIP

Wasser
assefiLauge|Saure| zum
Vorsp.

|
R
—)

|
|
|
r
v

Phagen in der Késerei
DG, Rutti den 26. November 2024
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Vermehrung in geschlossenen Kreislaufen oder Zyklen

O

— = = Durch Luft
Durch Molke
Milch Durch Betriebskulturen
Austauschwarmer %
r-——A=—=1

|

I

CIP
a

Wasser
sseflLauge|Saure| ZUm
Vorsp.

1. Verbesserung: 2. Verbesserung :
‘ - Hygiene - Unterbrechung des Zyklus durch
b : - Prozesse Wechsel der Kulturstamme
- Anlagen und Infastruktur § - Methode Vorbereitung Kulturen
Phagen in der Késerei 28
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Massnahmen gegen phagenbedingte Sauerungsstorungen |

Quelle der Phagen Strategie Massnahmen

Trennung der Produktionsbereiche, Geschlossene
Planung, Gestaltung, Anlagen (z. B. geschlossener Tank), Luftfiltration,
Installation Produktionsbereich mit Uberdruck, MaRnahmen zur
Vermeidung von Aerosolen

Kaserei . : . _
Ablauf des Prozesses Optimierung der Prozesse, Staffelung in der Zeit, Rotation
der Kulturen

Reinigung/Erneuerung der alkalischen Lésung im CIP,
Wechselnde Reinigung mit Saure, Desinfektion

Reinigung/Desinfektion (Peressigsaure), UV, Mallhahmen zur Vermeidung von

Aerosolen
Rohmilch Mikrobiologie Kihlung verhindert die Vermehrung der Phagen
Milchbehandlung warmbehandlung
Phagen in der Kaserei 29

DG, Rutti den 26. November 2024 ) ) ) ) )
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@ Massnahmen gegen phagenbedingte Sauerungsstérungen Il

Quelle der Phagen

Kulturen

Ruckfihrung von
Milchbestandteilen

Andere

Strategie

Phagenfreie Kulturen

Unterbrechung der Zyklen

Kulturmedium

Profil verschiedener
Phagen

Molke

Rahm aus Molke

Ricknahme der Molke
durch Milchproduzenten

Wartung

Massnahmen

Verwendung resistenter Kulturen

Arbeiten unter sterilen Bedingungen

Separater Raum (Uberdruck), ausserhalb des
Produktionsbereichs

Kleidung wechseln, Hande desinfizieren
Kulturenrotation

Steriles Kulturmedium

Spezielle phagenhemmende/anti-phagen Kulturmedien
(z. B. Additive, die Calcium binden, wie Citrate,
Polyphosphate usw.)

Auswahl der Kulturen

Massnahmen zur Vermeidung der Bildung von
Aerosolen (beim Beflllen, Reinigen usw.)

Hochpasteurisation
Unterbrechung des Kreislaufs einmal pro Woche

Keine Transportbehalter in der Kaseproduktion lassen
Dichtungen regelméssig kontrollieren

Uberprufen, ob der Tank/Behalter Risse aufweist



Phagen fordernde Umstande in Kasereien

sKeine Kulturenrotation

*Verwendung von Betriebskulturen, besonders wenn definierte Kulturen
verwendet werden.

»Keine raumliche Trennung (Vorbereitung Kultur / Produktion).
»Mehrchargenfabrikation.
*Verarbeitung von Sirtenrahm.

» Ruckfuhrung der Molke in den Produktionsraum (auch Entleerung des
CIP-Molketanks).

»Unzureichende CIP (einphasig usw.) oder verschmutzte Losung.

*Mangelnde Hygiene

Phagen in der Késerei 31
DG, Rutti den 26. November 2024



U Praventive Massnahmen in Kasereien

Allgemein
» Zeitliche und raumliche Trennung heikler Prozesse.
= Kontrollierter Beluftungsstrom, Uberdruck: Kulturenraum und Produktionsraum (Kessi).

Rezeptur
= Betriebskulturen kurz vor dem Schutten “zubereiten”.

» VVorreifezeit verkirzen (mit der einsetzenden Labgerinnung der Milch kdnnen sich
Phagen nicht mehr einfach verbreiten).

= Kulturenrotation

» Bei Verwendung definierter Kulturen (wenige Stamme!) sollte im Fall einer
Phagenstdrung die betroffene Kultur flr einen langeren Zeitraum gemieden werden.

» Sirtenrahm hochpasteurisieren.

Phagen in der Késerei 32
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@ Herstellung von Betriebskulturen ﬂ‘)

» Gut bellfteter Raum v

» Ausserhalb vom Fabrikationslokal = nicht im Labor A

» Saubere Kleidung und Haare, Vor dem gang durch die ) =
Kaserel =

1. Hande waschen

2. Desinfektionsmittel mit Alkohol: Hande, Verpackung Kultur
Milchkatron, Alkohol 80 % oder Isopropanol 70 %,
Einwirkzeit min. 1 Minute.

Bunsenbrenner starten

Einimpfen

Schliessen

Gut stlrzen-mischen
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@ Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln zur
Inaktivierung von Phagen

Peressigsaure 0.15%

g) Natriumhypochlorit 0.08 9% > 99% in aktiviert in < 2 min

2

g Alkohol 75 % Meist 99% inaktiviert in
Alkohol 100 % <10 min

Meist weniger als 99%
Inaktivierung in 15 min

Alkohol 50 %

Quelle: Guglielmotti D.M. et al. Frontiers in Microbiology 2, Article282, 1-11, 2012

Phagen in der Késerei
DG, Rutti den 26. November 2024
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Zusammenfassung

= Bakteriophagen sind in der Regel in Kulturen prasent, wenn nicht als freie
Phagen, dann als Prophagen.

»Virulente Phagen vermehren sich extrem schnell und erreichen extrem hohe
Zahlen, Sauerungsstorung, Infektionsdruck!

*Ein einzelner Phagen-Stamm kann die Sauerung einer RMK in der Regel
nicht signifikant storen. Befallene Stamme werden in der Regel durch
resistente kompensiert.

» Desinfektion mit Alkohol zur sicheren Inaktivierung von Phagen braucht lange
Einwirkungszeiten (mehrere Minuten!).

*Definierte Kulturen sind besonders phagenanfallig. Kulturenrotation und die
direkte Beimpfung der Kessimilch entscharfen das Problem.

*Phagenrestistenz der Kulturen bleibt ein wichtiges Forschungsthema bel allen
Kulturenherstellern.

Phagen in der Késerei 35
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ALP forum Nr. 96 | Marz 2013

~#-normaler Sauerungsverlauf {pH)

-#ungeniigende
Streptokokkensduerung (pH)

=4=ungeniigende
Laktobazillensiuerung (pH)

0 5td. 25ud. 4 5td. 8 5td. 20 Std.
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PRODUKTION & QUALITAT PRODUCTION & QUALITE

Cultures liquides, sont-elles encore

d’actualité?

Dans I'industrie laitiére, se passer des cultures d’'ensemencement direct

est C

de de

fromage utilisent toujours des cultures liquides et en voici la raison.

ERNST JAKOB®, CHRISTOPH KOHN®, ELISA-

BETH EUGSTER®. Depuis le début des années
1980, on dispose de cultures i ensemencement

direct pouvant étre

dibre. Ainsi, on évite la fabrication de cultures

dexploitation, ce qui est avantageux spéciale-

ment pour les petites fromageries mais égale
ment pour celles qui fabriquent un vaste assor
timent de spécialités. Aujourd'hui, environ cing
fabricants se partagent le marché mondial. Par
contre. les cultures liquides, surtout les cultures

mixtes beutes, comme celles dAgroscope. for

tées au lait dans la chau-

Acidification rapide
Malgré quil existe des cultures A ensemence-
ment direct, de b f eries art

tion. Ceci permet de réduire la durée de fabri
cation, ce qui représente un svantage considé-
rable pour les fromageries qui produisent
plusieurs charges par jour. Lors de la fabrica
tion de fromages au lait cru, une acidification
plus rapide contribue considérsblement 3 aug

menter la sécurité alimentaire et i diminuer le

nombre de fermentations indésirables. En
fabrication des cultures dexploitation est moins

onéreuse.

Bonne résistance aux phages
En rigle générale, les fabricants de cultures &

ent direct proposent plusieurs

nales

nsi que des fromageries industrielles
utilisent aujourd'hui encore des cultures daci
dification liquides. Pour certaines sortes de fro-

mages avec appellation dor , Futi-

e protég
lisation de cultures dexploitation est fixée dans
le cahier des charges AOP. Une autre raison est
leur bonne activité acidifiante. Lacidification se

déclenche de maniére instantanée alors que les

ment un marché de niche unique.

cultures den ent direct Iyophilisée

ou congelées nécessitent un temps de réactiva-

variantes pour chague type de culture, qui se
différencient par rapport i leur sensibilité  fen
contre des différentes souches de bactério-
phages. Erant donné quen général les cultures
4 ensemencement direct contlennent seule
ment une & trois souches par espice de bacté-
ries, elles sont particuliérement sensibles aux
phages, raison pour laquelle une rotation des
cultures est indispensable. Cependant. une
rotation est également judicieuse lors de T'uili

Phagen in der Késerei
DG, Ritti den 26. November 2024
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Danke fur lhre Aufmerksamkeit

nicolas.feher@agroscope.admin.ch

Agroscope gutes Essen, gesunde Umwelt
www.agroscope.admin.ch
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