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Die StufenkontroHe in einer Halbhartkdserei (Raclette) solite Auskunft geben iiber Herkunft und Verbreitung von
Bakteriophagen. Die mesophile Betriebskuitur wurde als Hauptkontaminationsqueile mit 5 10¢ Phagen/mi erkannt. Die
Rohmilch, welche zur Kaseherstellung diente, sowie Lab und Wasser waren frei von virulenten Phagen. Da sich die im
Betriecb angewendeten Relnigungs- und Desinfektionsmittel als sehr wirksam gegeniiber den isolierten Phagen erwiesen,
ist anzunehmen, dass die an den Gerétschaften gefundenen max. 300 Phagen/dm? auf Rekontamination mit Molke
zuritckzufiihren sind. Wiahrend der Késeherstellung wurde nur eine unbedeutende Erh&hung des Phagentiters nach-
gewiesen. Die drei isolierten Phagen sind auf ihre Hitzeresistenz bei 65, 72 und 80 °C gepriift worden. Die Dus-Werte
fir die zwei Str. cremoris und den Str. diacetylactis-Phagen lagen bei 22 und 770, bzw. 62 Minuten. Die entsprechenden
D7-Werte betrugen 0,09 und 5, bzw. 12 Minuten. Bei 90 °C wurden die Phagen in max. 5 Sekunden eliminiert,

1. Einleitung

Nach den heutigen Erkenntnissen kommen die Phagen
ubiquitédr vor und vermehren sich sobald sie mit einem
sensitiven Bakterienstamm zusammenkommen.

In Kasereien stellt die Rohmilch eine mdgliche Phagen-
quelle dar. HEAP und LIMSOWTIN (5) untersuchten Roh-
milchproben aus verschiedenen Gebieten Neuseelands auf
temperente Phagen und fanden dabei, dass die Mehrheit
der isglierien Str. lactis-Stdmme lysogen waren. Demzu-
folge sind temperente Phagen von «wilden» Lactis-Stam-
men als eine der mdglichen Phagenqueilen anzusehen.
Zudem kann aber die Milch auch mit virulenten Phagen
kontaminiert sein, zum Beispiel aus der Molke Uber die
Milchkanne. Enthalt nun der Saurewecker fiir die einge-
schleppten Phagen empfindiiche Milchsaurebakterien, so
besteht die Gefahr, dass sich die Bakteriophagen wahrend
des Fabrikationsprozesses anreichern und spiter in der
Motke auftreten. Die Phagen werden einerseits direkt mit
der Molke Ubertragen, kénnen aber anderseits auch in
winzigen Tripfchen in die Luft gelangen. Als feinste Staub-
teilchen setzen sie sich wegen ihrer geringen Grdsse nur
langsam ab und gelangen spater aus der Luft wieder in
die Milch (16). Einer der wahrscheinlichen Phagen-Kreis-
ldufe wére somit: Milch—Molke—Luft—Milch.

Neuere Untersuchungen von HUGGINS und SANDINE (8)
zeigen, dass der Saurewecker selbst eine ergiebige Pha-
genquelle darstellen kann. BABELLA und MIKE-ZSINKO (1)
fanden, dass in Ungarn der charakteristische Phagentiter
in der Molke von Schnittkdse 107—10% Phagen/mi betrug.
In 13 Betrieben war trotzdem nur eine geringe Verzégerung
der Sduerung, und dann nur wahrend einigen Tagen, zu
beobachten. Bedeutende S&uerungsstérungen {ber einen
langeren Zeitraum traten nur in vier Késereien auf.

Von grosser Bedeutung fir einen Betrieb ist die Resistenz
von Phagen gegen Reinigungs- und Desinfektionsmittel.
Die von SOZZI und MARET (8) untersuchten Phagen ther-
mophiler Milchséurebakterien {(iberlebten mindestens wah-
rend 30 Minuten in einer Losung mit 100 ppm aktivem
Chlor. CIBLIS (3) untersuchte das Verhalten eines Strepio-
kokkus thermophilus-Phagen in mehreren Reinigungs- und
Desinfektionsmitteln bei 40°C wahrend 1 Minute. Die in
der Praxis angewandten Konzentrationen von 0,5—2%
{Natriumhypochlorit, Ps zinnfest, Calgonit G) inaktivierten
den Phagenstamm vollstandig. In der 0,1—1%igen H20»-
Ldsung wurde hingegen noch ein kleiner Prozenisatz in-
fektidser Phagen gefunden.

Ebenfalls von grosser praktischer Bedeutung ist die Hitze-
resistenz der Bakteriophagen. Im allgemeinen war zu be-
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obachten, dass zur Inakiivierung von Streptokokken-Pha-
gen hohere Temperaturen erforderlich sind als flr ihre
Wirtszellen. ENGEL (4) fand 2 Streptokokken-Phagen, wel-
che in deutschen Kisereien ausserordentlich verbreitet
sind, die durch 60 Sekunden Erhitzung auf 72 °C und 60
Minuten auf 65°C nicht erkennbar beeintrachtigt wurden.
Gegen die Einschleppung dieser Phagen mit der Rohmilch
bietet die Pasteurisierung bei den erwahnten Temperaturen
keinen wirksamen Schutz, ZOTTOLA und MARTH (17) be-
rechneten bei 2 Str. lactis-Phagen in Milch D-r-Werte {de-
zimale Reduktionszeit in Minuten bei 75 °C) von 20 und 25,
in die Praxis umgesetzt heisst das, dass eine 20- bzw. 25-
mindtige Heisshaltung bei 75°C nur eine 90%ige Reduk-
tion der Phagenpopulation bewirkt.

Trotz mehreren Publikationen Uber den Nachweis von Bak-
teriophagen in Kéasereien fehien genauere Erkenntnisse
iber Herkunft und Vorkommen der Phagen beim Fabrika-
tionsprozess. Eine umfassende Stufenkontrolle in einer
Halbhartkdserei soll Auskunft geben iber die Kontamina-
tionslage am Beispie! der Herstellung von Raclette-Kase.
Aus diesem gewerblichen Betrieb wurden Phagen isoliert
und ihr Verhalten gegeniiber handelsiblichen Reinigungs-
und Desinfektionsmitteln gepriift. Schliesslich wurde die
Hitzeresistenz der Phagen bei Pasteurisationsbedingungen
bestimmt.

2. Experimenteller Teil

Probenerhebung: Bei trockenen Oberflichen von Gerat-
schaften wurde eine definierte Oberfliche von 1 dm? mit
einem in Verdinnungsiésung getrinkten Wattetupfer ab-
gewischt, der Tupfer in 10 ml Verdinnungsldsung getaucht
und diese danach steril filtriert. Reinigungsbiirste und Ka-
setuch sind mit 200 mi Verdiinnungslosung gesplilt wor-
den,

Das Homogenisieren der Késeproben erfolgte im STOMA-
CHER mit 5 Teilen Verdiinnungsldsung.

Die Luftprobe wurde mit einer Porton- Implnger-Flasche bei
einem Volumenstrom von 11 I/min. gewonnen. Als Vorlage
dienten 40 ml steriles Leitungswasser.

Kulturmedium: M17-Medium nach TERZAGH! und SANDINE
(13} wobei die Lakiosekonzentration gemass neuer Emp-
fehlung auf 0,8% angehoben wurde (14), Als Verd(innungs-
losung diente filr alle Versuche eine 1:10 verdiinnte M17-
Bouillon.

Indikatorstdmme: Der Nachweis von Phagen in der Stufen-
kontrolle erfolgte mit 7 Str. cremaoris und 3 Sir. diacetylac-
tis-Stdmmen aus der Institutssammlung, Nach Erfahrung

65




Hitzeinaktivierung: 10 ml M17-Bouillon (pH 6,77} wurden
in einem Reagenzglas mit Schraubverschluss auf die Test-
temperatur eingestelit. Ein Kapiilarréhrchen von 10 ol wur-
de sorgfaitig mit Phagensuspension {moglichst hoher Titer)
geflllt und danach ohne die Glaswand zu beriihren in die
heisse Bouillon fallengeiassen. Nach der Einwirkungszeit
erfolgte die soforiige AbklOhlung durch Eintauchen des
Reagenzgiases in Eiswasser. Mit diesem Vorgehen konnte
die Aufheiz- und Abkilhizeit sehr kurz gehalten werden.
Nach intensivern Schittein der abgeklhlten Probe erfolgte
die Bestimmung der Uberlebenden Phagen. Zur Bestim-

aus fritheren Versuchen {12) kana mit diesen 10 Stammen
eine grosse Zah! verschiedener Phagen erfasst werden.
Die Stufenkontrolle erfolgte nach den Angaben in Tab. 1.

Gewinnung der Phagen-Suspension: 30—40 m! Probe wur-
den wahrend 15 min. bei 3000 g zentrifugiert. Bei nicht
sauren Proben wie Milch erfolgte vorher eine Einstellung
mit Milchsdure auf pH 4,8—5,0, Der Ueberstand wurde mit
SARTORIUS-Membranfiter (Typ SM 11107, Porengrisse
0,2 um) steriffiltriert und anschliessend kihl geiagert.

Phagennachweis und -zdhlung: Die von TERZAGH! und
SANDINE (13) beschriebene Methode wurde modifiziert,
indem wir Calciumchlorid, Wirt und Probe direkt dem bei
46 °C flissig gehaltenen Weich-Agar zumischten. Die Be-
briitung erfolgte wihrend 20 Std. bei 30°C unter aeroben
Bedingungen. Bei der Annahme, dass jede Plague einem
Phagen entspricht, verzichteten wir bei der Darsteliung der
Ergebnisse auf die Ubliche Angabe in pfu/ml (plaque for-
ming units). Bei dieser Methode liegt die Nachweisgrenze

bei 10 Phagen/mi.

{solierung und Reinigung der Phagen: Diese erfoigie nach
siner modifizierten Methode von TERZAGH| und SAMRINE
(13). Mit einer Pasteurpipette wurde von einer Platte mit
hoher Verdlnnung von einem typischen Plague phagen-
haltiges Material in Mi7-Bouillon ibertragen. Zu 10 mi
Bouillon gaben wir 0,1 ml einer 1M CaCl»-L8sung sowie
01 ml Wirtsstamm-Suspension. Die Bebritung bei 30°C
dauerte bis zur Lyse, was in der Regel nach 4—& Std. er-
folgte. Anschliessend wurde zentrifugiert, sterilfiltriert und
in Verdiinnungsstufen mit der Doppelschicht-Agar-Methode
ausptattiert. Zur Reinigung der Phagenpopulation wurde
dreimal ausplattiert und ab Einzelplague reiscliert.

Anreicherung der Phagen: Die Verdinnungsstufen der iso-
lierten und gereinigten Phagen brachten wir mit einer,
wihrend einer Stunde vorbebriteten Wirtsstamm-Kuliur
zusammen und inkubierten weiter. Von den durch Lyse
klar gewordenen Bouilion-Kulturen wurde der Phagentiter
bestimmt. Die Phagensuspension mit dem hochsten Titer
diente fir die Versuche.

Resistenz gegen Reinigungs- und Desinfektionsmittel: Die
Bestimmung erfolgte nach dem IDF-Standard Nr. 19 (1962)
wobei zu 99 ml Reinigungs- oder Desinfektionsmittel-Lo-
sung 1ml Phagensuspension gegeben wurde. Nach der
gewlinschten Einwirkungszeit entnahmen wir 1 ml Probe,
verdlinnten diese mit @ ml M17-Bouillon, um die desinfizie-
rende Wirkung zu unterbinden. Danach erfolgte die Be-
stimmung der iiberlebenden Phagen. Die Nachweisgrenze
liegt bei 100 Phagen/ml Testidsung.

Der Suspensionstest mit Belastung wurde unter Zusatz von
204 Magermilch zur Testldsung durchgefilhrt. Die Zugabe
der Magermilch erfolgte gleichzeitig mit derjenigen der
Phagensuspension.

Alle Versuche wurden bei 20 °C ausgefihrt.

Um quantitative Aussagen tber die Inaktivierung der Pha-
gen zu erhalten, ist es vorteilhaft, den Grad der Inaktivie-
rung als sogenannten Reduktionsfakior und nicht als Pro-
zentsatz der inaktivierten Phagen anzugeben. in Anlehnung
an die Empfehlung von BECK et al. {2) ist der Reduktions-
faktor (RF) wie folgt definiert:

RF = log pfu/ml — log pfu/mi

unbehandelt desinfiziert

Tabeile 2 gibt die gepriften Reinigungs- und Desinfektions-
mittel an.
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mung der Ausgangsphagenzahl

Weise behandeite, jedoch nicht erhitzte Probe.

diente eine in gleicher

Tabeile 1: Schema der Phagen-Stufenkontrolie in der Racletie-
Késerej
Zeit . Probe
. Operation
Min. P Nr. Bezeichnung
Késeherstellung
Rohmiich, 5000 | 1 Roh-Mischmilch
(von Sonntagabend, (aus Vorlaufgeféss)
Montagmorgen
u. -abend)

Milchvorbehandlung

Vorwarmen

Zentrifugieren

-1 Kanne Sirtenrahm

Pasteurisieren, 75°C
0 Kulturzugabe V2%

Calciumchiorid, 500 g

10 Labzugabe, 1 Liter

-~ ;M (620 AR )

Bruchbereitung

35 Schneiden
55 RGhren
Molke ablassen, 600 |

70 Waschwasser 65°C, 6001 9

Nachwarmen auf 36 °C

Sirtenrahm, nicht past.
Pasteurisierte Kessimilch
Betriebskultur
Calciumchlorid in

10| Wasser

l.abextrakt, verdiinnt auf 101
Eingelabte Milch

Wasser vor Pasteur
Wasser nach Pasteur

Molke ablassen 10 Molke vor Vorpressen
20 Vorpressen (im Fertiger)
105 Porticnieren 11 Molke nach Vorpressen
Pressen
115 1. Wenden 12 Kase, pH 6,36
ca. Kase in Salzbad 13 Kase vor Salzbad
i0h  wenn pH 5,15-5.20
14 Salzbad
24 h Molkeniagerung 15 Molke aus Lagertank
Geratschaften 16 Trockene Fertigerwand
17 Reinigungsbirste
18 Vorpressieb
19 Keile
20 Vorpressplatte
21 'Kasetuch
22 Jarb, Innenseite
Umgebung 23 tuft, 0.5 m?
{von Milcheinlauf bis
Dicklegung)
24 Rithrwerkabdeckung
{Unterseite)
25 Abwasser aus Siphon
Personal 26 Schiirze des Késers
27 Hande ungewaschen
28 Héande gewaschen
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Tabelle 2: Verwendete Reinigungs- und Desinfektionsmittel flir
den Phagen-Resistenztest’
im Suspen-

Handelsbezeichnung  vom Hersteller empfchlen sionstest
und Konzen- Temperatur  Konzen-
Anwendungsgebiet tration und Zeit tration pH

handwarm
Ps standard 1o 28/n bis kechend 1% 12,15
nur Reinigung 5—10 Min.
Ps-z-spezial 0,5—2% 40—860 °C 1% 11,35
Reinigung
u. Entkeimung
Ps-z-on 0,5—1%% 60—70°C 1% 11,40

(verlorene R.)
Reinigung
u. Entkeimung 1,6—2% (CIP)  3—10 Min.
P: Hypochloran-H 0,1—0,25% 25—30°C 0,1% 9,45
nur Entkeimung bei CIP 10—20 Min.
bei CiP

1 Die R+D-Mittel sind in verdankenswerter Weise von der Firma
Henkel & Cie. AG Pratteln zur Verfligung gestellt worden

3. Ergebnisse und Diskussion

Von der Stufenkontroite erwarteten wir Antwort auf folgen-

de Fragen:

— Wird die Phagenkontamination durch Rohstoffe, Kultur,
Geratschaften, Umgebung oder Personal verursacht?

- Wia entwickelt sich der Phagentiter wahrend der Kase-
fabrikation?

Tabelle 3 enthilt die Ergebnisse der Stufenkonirolle.

Tabelle 3; Stufenkontrolle auf Phagen in der Raciette-Kiserei
Probe Phagen
Nr, Bezeichnung pfu/mi, g, dm?
1 Roh-Mischmilch <10
2 Sirtenrahm 8,2 X190
3 Past. Kessimilch <10
4 Betriebskultur 4,6 X108
5 Calciumchlorididsung 90
6 Lab <10
7 Eingelabte Milch 1,2108
8 Wasser vor Pasteur <10
o Wasser nach Pasteur <710
10 Molke vor Vorpressen 86104
11 Molke nach Vorpressen b,/ 2104
12 Kése vor 1. Wenden 33X 1
13 Kése vor Salzbad 7AXID
14 Saizbad 7,3 103
15 Schotte aus Lageriank 3,7 X102
16 Fertigerwand <10
17 Blrste 2,0X10?
18 Vorpressieb 3,0102
19 Kelle <10
20 Vorpressplatte <10
21 Kasetuch 2,7 X103
22 Jarb, Innenseite 48102
23 Luft, ¥z m? 2,010
24 Rihrwerkabdeckung <10
25 Abwasser aus Siphon 43X 102
26 Schiirze des Kasers 9.3x103
27 Hénde, ungewaschen 7.0X 104
28 Hande, gewaschen <10

Rohstoffe: In Rohmilch, Lab und Wasser konnten keine
Phagen nachgewiesen werden. Hingegen enthielt die
CaCl:-Losung 90 Phagen/ml. Da sich das Wasser zum L&-
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sen von CaClz als phagenfrei erwies, ist anzunehmen, dass
die Phagenkontamination durch Molkenriickstiande (ber
den Eimer geschah.

Obwohl wir in der Rohmilch keine Phagen nachzuweisen
vermochten, ist es durchaus méglich, dass in der Lieferan-
tenmilch Phagen vorkommen konnen. Dies gilt ganz beson-
ders Tir Késereien mit Molkenrlickgabe an die Milchprodu-
zenten.

Kultur: Im Betriebssadurewecker mit mesophilen homo- und
neterofermentativen Milchsdurebakterien liess sich mit
4,6 X10¢ Phagen/m! ein sehr hcher Phagengehalt feststel-
lfen. Kulturen anderer Kasereien mit ahnlicher Fabrikation
wiesen vergieichbare Phagentiter auf (i1). Phagenzahlen
in der hier aufgezeigten Grdssenordnung scheinen also
durchaus keine Seltenheit zu sein und brauchen sich nicht
zwingend in einer Stérung der Milchsauregarung bemerk-
bar zu machen. Da gerade bei der Kulturenbereitung eine
moglichst aseptische Arbeitsweise beachtet wird, darf eine
Kontamination in diesem Ausmass ausgeschiossen werden,
Wahrscheiniicher ist es, dass der hohe Phagengehalt der
Kuttur auf spontane oder induzierie Freisetzung temperen-
ter Phagen aus lysogenen Bakterien zuriickzuflhren ist.
Lysogene Milchsaurebakierien-Stamme sind in den Kultu-
ren sehr oft vorhanden. Nicht ausgeschlossen ist ander-
seits eine Kontamination der Kuiturmilch (ber die Luft
wahrend der Beimpfung. Falls diese virulenten Phagen
ihren Wirtsstamm finden, kdnnte sich die anfanglich gerin-
ge Zah! wahrend der Bebriitung der Kuitur stark erhéhen.

Gerdtschaften: Die Resultate in Tabelle 3 zeigen, dass
Kasefertigerwand, Vorpressplatte, Rihrwerkabdeckung
und Kelle frei von Phagen waren und daher beim Vorkisen
keine Kontamination verursachten. Am Vorpressieb konn-
ten jedoch 300 Phagen/dm? nachgewiesen werden. Ueber
die Vorpressieb-Flache von 5 m? gelangten insgesamt
1,5%10% Phagen in den Késebruch bzw. auf die Késeober-
ftiche.

Kéasetuch und Holz-Jarb waren stirker mit Phagen konta-
miniert.

Da spétere Untersuchungen die hohe Wirksamkeit des im
Betrieb verwendeten Reinigungs- und Desinfekiionsmitteis
(Ps~z-on, Tab. 4 und 5) zeigen, ist nicht anzunehmen, dass
die am Vorpressieb und Holz-Jarh fesigestellten Phagen
den Reinigungsprozess Uberiebten. Vielmehr ist zu ver-
muten, dass sie nachtraglich (ber Hande, Schiirzen oder
Spritzer auf die gereinigte Oberflache gelangt sind. Beim
Kéasetuch hingegen, das nur in kaltem Leitungswasser ge-
split und anschliessend getrocknet wird, ist von den Rei-
nigungsmassnahmen her keine bedeutende Phagenreduk-
tion zu erwarten.

Luft: Im Vergleich mit dem Keimgehalt einer sauberen
Raumluft {200—1000 Keime/m?) ist der Phagentiter mit 4000
Phagen/m? als hoch anzusehen. Interessanterweise wurde
dabei ein Phagentyp festgestelli, der sonst in keiner Probe
zu finden war.

Personal: An der Schiirze und den ungewaschenen Han-
den des Kasers waren relativ viele Phagen zu finden, die
von der Molke stammen kénnten, mit welcher der Kaser
wahrend der Fabrikation zwangslaufig in Berlhrung kommt.
Beachtenswert ist, dass routinemassiges Handewaschen
im Waschtrog die Phagen eliminierte.

Abwasser und Sailzbad: Der positive Phagennachweis in
diesen Proben zeigt wiederum, dass die Phagen mit der
Moike verschleppt wurden.

Phagentiter wahrend der Fabrikation: Aus Abb.1 ist die
Beeinflussung des Phagentiters der Kessimilch durch die
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Kultur deutlich ersichtlich, Wahrend des Fabrikationspro-
zesses bis zur Salzbehandlung des Késes steigt der Pha-
gentiter nur am Anfang der Fabrikation von 2,3X10* auf
1,2 105 Phagen/ml an, um sich dann wahrend des ganzen
Verlaufes praktisch nicht mehr zu veréndern. THEYERL
et al. (15) stellten in einer Camembert-Késerei wéhrend
der Fabrikation eine ahnliche Phagenvermehrung fest.

Abb.1: Verdnderung des Phagentiters wadhrend der Raciette-

Fabrikation
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Fir die weiteren Versuche haben wir aus der Betriebs-
phagen-Population folgende drei Phagen isoliert:

— Phage 11 mit Str. cremoris Stamm 11 als Indikator
- Phage 29 mit Str. cremoris Stamm 29 als Indikator

— Phage 32 mit Str. diacetylactis Stamm 32 als Indikator

Resistenz gegen Reinigungs- und Desinfektionsmittel

Beim Suspensionstest ohne Belastung mit Magermilch
wurde die Wirksamkeit alier in Tab. 2 aufgefilhrten Reini-
gungs- und Desinfektionsmittel in empfohlener Konzentra-
tion gegen die Phagen t1 und 32 geprift. Die Einwirkungs-
zeit betrug max. 20 Minuten. Wie aus Tab. 4 hervorgeht,
flihrte bereits die Einwirkungszeit von 30 Sekunden bej
allen Mitteln zum maximal messbaren Reduktionsfaktor.
Dies kann einer praktisch 100%igen Abtdtung der einge-
impften Phagen gleichgesetzt werden. Um den Tempera-
tureinfiuss auszuschiiessen, wurden diese Versuche bej
.20°C durchgefihrt. Bei der vom Hersteller empfohlenen
Anwendungstemperatur wire daher eine noch héhere
Wirksamkeit zu erwarten.

Im Suspensionstest mit Belastung (Tab. 5) zeigte nur das
Desinfektionsmitte! Ps-Hypochloran-H gegeniiber den Pha-
gen 11 und 32 selbst nach 20 Minuten Einwirkungszeit ei-
nen ungenigenden Reduktionsfaktor. In der Praxis muss
daher die Verunreinigung der Desinfektionsidsung mit
Miichrickstdnden unbedingt vermieden werden.
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Tabelle 4: Reduktionsfaktoren (RF) beim Suspensionstest mit
Reinigungs- und Desinfektionsmitieln ohne Belastung

Anfangstiter Reduktionsfaktoren nach

Phage der Einwirkungszeit von 30 Sek.
Testidsung Ps Pa-z- P2 Hypo-
Phagen/ml standard  spezial  Ps-z-on  chloran-H

11 1,3103 >3.1 >3 >3,1 >34
32 4,0X107 =561 >5,6 >56 >58

'RF 3,1 bzw. 56 bedeutet, dass nach der Einwirkungszeit bei
einer Nachweisgrenze von 100 Phagen/ml keine Phagen mehr
nachweisbar waren.

Tabelle 5: Reduktionsfaktoren (BF) beim Suspensionstest mit
Reinigungs- und Desinfektionsmitteln mit 2% Belastung

(Magermiich)

Anfangstiter  Reduktionsfaktoren nach

Phage Produki der verschiedenen
Testiésung Einwirkungszeiten (Min.)
Phagen/ml '/ 1 5 10 20
11 Psstandard 50104 271227 27 27 27
Ps-z-spezial 50104 2,7 >27 >27 >27 >27
Ps-z-on 1,6X107 521 >52 >52 >52 52
P: Hypochioran-H 1,6 X107 25 24 24 24 32

32  Pastandard 4,0X107 >56'>58 >56 >56 >58
P:-z-spezial 40107 >56 >56 >66 >56 >586
P3-z-on 40%107 56 >56 >56 >56 >58
P Hypochloran-H  4,0107 20 20 22 23 31

TRE >»27 bzw. 25,2 bzw. >>56 bedeutet, dass nach der Ein-
wirkungszeit bei einer Nachweisgrenze von 100 Phagen/mi keine
Phagen mehr nachweisbar waren.

Hitzeresistenz

In Bezug auf Hitzeresistenz zeigten die untersuchten Pha-
gen betrachiliche Unterschiede. In Abb. 2 und 3 sind die
Ueberlebenskurven und die zugehdrigen linearen Regres-
sionsgeraden der isolierten Phagen 11, 29 und 32 darge-
steilt,

Ueberlebensrate bei 65°C: Abbildung 2 zeigt die Ueber-
lebenskurven bei 65°C in M17-Bouillon. Von besonderem
Interesse ist die Ueberlebensrate flr die Dauererhitzung
bei 85°C wahrend 30 Minuten. Phage 29 (berstand diese
Hitzebehandiung fast unbeschadet, dagegen zeigte Phage
32 nach 30 Minuten eine mittiere Ueberlebensrate von 32
Prozent und Phage 11 lediglich noch 4 Prozent. Die Ueber-
lebenskurven der letztgenannten Phagen 11 und 32 zeigen
einen gebrochenen Verlauf. Als mogliche Erklarung fur
dieses Verhalten kommt eine inhomogene Phagensuspen-
sion in Frage. Aufgrund der durchgefiihrien Isolierungs-
und Reinigungsschritte wie auch der einheitlichen Plaque-
Grésse sind die Suspensionen jedoch mit grosser Sicher-
heit als homogen zu betrachten. Nicht lineare Kurven fan-
den u.a. KOKA und MIKOLAJCIK (7). Sie vermuten, dass
zwei oder mehr Komponenten hzw, Reaktionen am Hitze-
inaktivierungsprozess beteiligt sind.

Ueberlebensrate bel 72 °C: Erwartungsgemass wurden die
Phagen bei 72°C rascher inaktiviert als bei 65°C. Abb. 3
zeigt die Ueberlebenskurve der drei Phagen bei 72°C in
M17-Bouilton.
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Abb.2: Hitzeresistenz der Phagen 11, 29 und 32 bei 65°C
(Medium: M17-Beuillon, pH 6,77}
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Ua die Kasereimilch in der Regel bei 72—759C wahrend
mindestens 15 Sekunden hitzebshandelt wird, priften wir
die Resistenz auch bei 729C, 15 Sekunden, Phage 32 Uber-
lebte zu 5 Prozent diese Bedingungen, Phage 29 wies
eine Ueberlebensrate von 88% auf. Ganz im Gegensatz
dazu iberlebter von Phage 11 nur 0.2% diese Hitzebe-
handiung.

Bemerkenswert ist die unterschiediiche Empfindlichkeit
von Phage 29 und 32 im Hitzeresistenztest. Phage 29 zeig-
te bei 65°C eine hohere Ueberlebensrate als Phage 32,
wahrend dies bei 72 ¢C umgekehrt war.
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Abb. 3: Hitzeresistenz der Phagen 11, 29 und 32 bei 72°C
(Medium: M17-Bouiilon, pH 8,77)
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Ueberlebenskurve bei 90°C: Die zwei Phagen mit der
héchsten Ueberlebensrate bei 72°C wurden bei 90°C in
Suspensionegn mit sehr hohem Phagentiter von ca. 5X
10¢ml schon nach 5 Sekunden praktisch eliminiert (Tab.
6). Diese Ergebnisse sind von Bedeutung fiir die Kulturen-
milchbereitung.

Tabelle 6: Ueberieben der Phagen bei 90°C

Fhage Anzgh! Phagen/ml nach Hitzebehandiung von
Nr. 0 5 Sek. 10 Sek.
29 5,5 10¢ <10 <10
32 4, 1108 10 <1g

D-Werte: Aus den Ueberlebenskurven sind die in Tabella 7
dargesteliten D-Werte anhand der linearen Regression be-
rechnet worden. Danach wére bej 65°C eine 770-mindtige
Haltezeit notwendig, um die Population des Phagen 29 um
eine Zehnerpotenz zu vermindern. Bei 72 °C genigt bereits
eine 12-minttige Haltezeit fur die 90%ige Reduktion
der hitzeresistenten Phagenpopuiation. Da unsere Versu-
che in M17-Bouilion durchgefilthrt wurden, ist anzunehmen,
dass im Milieu Milch noch mit langeren Haltezeiten zu rech-
nen wire, KOKA und MIKOLAJCIK (7) konnten namlich
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bei ihren Versuchen in Magermiich immer eine héhere
Ueberlebensrate als in Bouillon becbachten, was auf eine
gewisse schitzende Wirkung der Milch hinweist.

Tabelle 7: D-Werte

Tempetatur Phage Nr.
8 29 %5
65 °C 22 770 62
72°C 0,09 5 12

4. Schiussfolgerungen

Aufgrund der durchgefihrten Untersuchungen kbnnen die
einleitend gestellten Fragen wie folgt beantwortet werden:
Auch in einer gut und seit ianger Zeit ohne S&uerungs-
storung arbeitenden Kaserei treten (berall Phagen z. T. in
sehr hoher Zahl auf. Als wichtigste Phagenquelle wurde
die Kultur erkannt. Von dieser ausgehend sind die Phagen
tberall dort anzutreffen, wo ein Kontakt mit der Moike
maglich ist. Von den erwadhnten Phagenstandorten droht
fir die Sauerung eine poteniielle Gefahr, insbesondere
wenn sich dort vorhandene Phagen unter giinstigen Bedin-
gungen noch anreichern. Dazu kdnnen Phagen an trocke-
nen QOberflichen recht lange infektionsfahig bleiben (10).
Den Reinigungs- und Desinfektionsmassnahmen kommt
daher auch aus dieser Sicht eine grosse Bedeuiung zu.
Die Versuche haben gezeigt, dass die in Kiserelen héufig
verwendeten Reinigungs- und Desinfektionsmittel bei vor-
schriftsgeméassem Einsatz gegen die Phagen sehr wirksam
sind. Konsequent durchgefiihrte Hygienemassnahmen sind
daher geeignet, den «Betriebsphagen-Pegel» — ausgenom-
men bei der Kultur — siets wirksam herabzusetzen und
alifgltige Phageninfektionsketten erfolgreich zu unterbre-
chen.

Bemerkenswert ist, dass sich die mit der Kultur in die
Kessimilch eingeschieppten Phagen wihrend des Fabrika-
tionsprozesses nur unbedeutend vermehrien. Eine Beein-
trdchtigung des Sauerungsverlaufes konnte trotz des rela-
tiv hohen Titers von ca. 10° Phagen/ml nicht fesigestelit
werden. Die Konstanz der Phagenzahl wahrend der Kase-
herstellung kann folgendermassen erklart werden:

— In der Kultur und somit in der bheimpften Kessimilch
sind keine Wirtsstamme vorhanden.

- Dig Temperaturerhdhung wihrend der Kasefabrikation
auf 36°C verhindert vorlbergehend die Phagenver-
mehrung. SOZZI et al. (9) konnten namlich mit Str.
lactis-Phagen zeigen, dass bei einem Vermehrungsopii-
mum von 33 °C das Temperaturmaximum bei 35 °C resp.
37°C lag. Daritber fand keine Phagenzunahme mehr
statt, obwohl der Wirtsstamm noch in der Lage war,
sich zu vermehren.

— Andere, zum Teil noch nicht abgekldrte Mechanismen
sind fir den «Gleichgewichtszustand» in dieser hetero-
gen zusammengesetzten Milchsaurebakterien/Phagen-
Gesellschaft verantwortlich.

Résumeé

Contamination par les bactériophages dans les
fromageries suisses

3. Contréle par étapes dans une fromagerie a raclette

Le contrdle par étapes dans une fromagerie & péte demi-
dure (Raciette) a permis de donner une indication sur
Porigine et la propagation de bactériophages. Il s'est avéré
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gue le levain mésophile était la principale source de con-
tamination avec 5X10¢ phages/ml. Le lait cru qui servait
a la fabrication du fromage, comme la présure et l'eau
étaient exempts de phages virulents. Comme les déter-
gents et les désinfectants utilisés étaient trés efficaces
contre les phages isolés, 'on peut admetire que la recon-
tamination du matériel de 300 phages/dm? maximum est
due au petit-laif. Pendant la fabrication du fromage une
zugmentation insignifiante de phages a éié observée. La
résistance a la chaleur des trois phages isolés a éte
étudiée aux températures de 65, 72 et 90°C. Les valeurs
Dss pour les deux Str.cremoris et le Str. diacetylactis
s'élévent & 22 et 770, respectivement 62 minutes. Les va-
leurs D correspondantes atteignent 0,09 et 5, respective-
ment 12 minutes. A 90°C les phages ont éié éliminés en
5 segcondes maximum.

Summary

Phage-contamination in swiss cheese factoties

3. Step-wise examination in a racletie factory

The step-wise examination in a factory for semi-hard chee-
se (Racleiie) swould give information on the origin and
location of bacteriophages. The mesophile starter culture
was recognized as the main source of phages with 5x10¢
per ml. in the cheese-milk, in rennet as well as water no
phages were found. The detergents and desinfectants used
in the factory proved to be effective against the isclated
phages. During cheese-making, only a slight increase of
the number of phages was observed. Heat resistence at
65, 72 and 90°C of the three isolated phages was deter-
mined. The Des-Values for the two Str. cremoris- and the
Str. diacetylactis-phage were at 22, 770 and 62 min. res-
pectively. The corresponding Dmn-values were 0,08, 5 and
12 min. respectively. At 80°C, ail phages were eliminated
in less than 5 seconds.
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