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U Qu'est-ce que les bactériophages ?

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 microscoplc. -
A particle needs to be 10 microns (m) or FINE BEACH SAND 90um >
lesa before it can be inhaled into your a
these spackst GRAIN OF SALT &0pm »
Here's a look at the relative sizes of
some familiar particles »

WHITE BLOOD CELL 25um »

GRAIN OF POLLEN 15um »
DUST PARTICLE (PM1w) <10um

RED BLOOD CELL 7-8pum v

Pollen can trigger allergic reactions
and hay fever—which 1 in 5
Americans experience every year.
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RESPIRATORY DROPLETS 5-10pm »

DUST PARTIGLE (PM2.8) 2.5um » /
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Respiratory droplets have the potential
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* The visibility limits for what the naked
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U Qu'est-ce que les bactéeriophages?

» Organismes microscopiques presents partout ou il y a des bactéries.
" ||Is ont besoin d'un héte bactérien approprié pour se reproduire.

» Réle tres important dans les écosystemes (favorisent la biodiversite,
regulent les populations de bactéries, etc.)

» Une cuve remplie de lait avec des cultures est le paradis des phages.

» Une étude dans des fromageries en Irlande a montré que plus de 60%
des petits-laits collectés contiennent des phages.
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Qu'est-ce que les bactériophages?

*» Organismes simples : ADN dans une enveloppe de protéines.

» Causent des fermentations lentes ou échouées.

= Peuvent altérer les propriétés du produit.

»|_es mémes phages peuvent rester des années dans une fromagerie.
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Les phages attaquent et détruisent les bacteéries lactiques
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Photos prises au microscope électronique (A) de bactériophages de bactéries lactiques, (B) d'un seul phage
apres fixation (adsorption) a la surface cellulaire d'une bactérie lactique et (C) du début de la destruction des
cellules bactériennes par les phages. lllustration : Dr Horst Neve, Institut Max Rubner
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U Cycle de reproduction lytique et lysogénique

par le biais de cellules bactériennes

o Le phage se liea son
hote et injecte son ADN

ADN du phage
\t/\ chromosome
';: j bactérien
’\ ) Cycle O
Iythue O )

Lyse de la L ADN du phage circularise et entre
membrane cellulaire dansle cycle lytique

(V\f/)

phages
Le nouveau phage et la capsule
protéique sont synthétisés et
forment des nouveaux phages

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

1 cellule => plusieurs centaines phages
1 phage => peut ainsi donner naissance a
100 milliards de phages, en moins d'1h'!
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U Cycle de reproduction lytique et lysogénique
par le biais de cellules bactériennes

________
———————
"_— -~

> Les facteurs déclenchants sont:
Stress dU a la chaleur

o II peutarriver que le prophage se \,__t

Y

Le phage se liea son
o s \.llbereetlnltleuncycle lytique S

hote et injecte son ADN

’

ADN du phage

Manque de substances nutritives
chromosome ) i i
/ bactérien Concentration en sel élevée
Plusieurs divisions
cellulaires Stress du au pH
\ / \ / ) Substance antimicrobienne
’\ ) Cycle O Cycle
Iythue O ) lysogénique CO O)

-~ -
——————————————

é

Rayonnement UV...

Lyse de la ‘ADN du phage circularise et entre Les cellules bactériennes
membrane cellulaire dans le cycle lytique ou Iysogenlque 59 reproduisent
et libération des I t
Prophage norma emen
phages OR p 0
" Le nauveau phage et’Ia. cepsule @ L‘ADN du phage intégre le chromosome
§ proteique sontsynthétisés et bactérien par recombination et devientun
2 forment des nouveaux phages prophage.
g‘: Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Beryamin Cummings
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U Multiplication d'une souche de Lactococcus
et de son phage dans du permeéat de lait
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© Effets

négatifs des phages sur la qualité des Gruyeére

Bactéries lactiques thermophiles

Bactéries phagées

Défauts

Controles

Streptococcus Début d’acidification plus lent Consistance des fromages
thermophilus Courbe pH en générale plus lente pH 2h, 4h, 24h
Perturbe aussiles Lb acides lactiques L+ et D-
acidité et microscopie des cultures
Lactobacillus Mauvaise couverture acide = ardme déviant, | Consistance des fromages
delbruecki ssp. mauvaise conservation pH 2h, 4h, 8h, 24h
lactis Moins de protéolyse = gout fade, pate valeur LAP
sablonneuse acides lactiques totales, L+ et D-
Manque de concurrence face aux autres Lb. | acidité et microscopie des cultures
= formation ouverture par Lb. hétéro. Galactose, brunissement
Problemes d’arbmes
Lactobacillus Moins de protéolyse - moins d’arbme valeur LAP
helveticus acides lactiques L+ et D-

acidité et microscopie des cultures
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Analyses

= Suivi du pH des fromages
= Acide lactique, consistance, galactose a 24h

» Sensibilité de la culture a 'air et au petit-lait de la fromagerie
» Méthode rapide pour la déetection de phages
» Sensibilité des souches individuelles
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U Phages dans le petit-lait mari

Phages isolés de petit-lait de différentes

fromageries Gruyere

Souches de de la

culture AOP-G1 D E

FAM 19109 ++ | + | ++ - ++
FAM 19112 - -
FAM 19108 - - - - - - -

FAM 19110 = = = = = = =

Réduction de la croissance: ++ > 40%, + = 10-39%, - pas d‘inhibition
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L’avantage des cultures mixtes brutes (CMB)

Les souches des CMB:

« ont été isoléees de cultures sur petit-lait, un écosysteme largement
adapté aux phages.

« sont naturellement robustes aux phages et disposent de
mecanismes de protection.

« contiennent une multitude de souches dont le spectre est different.

La CMB permet en regle générale de terminer une acidification méme
lors de tres fortes perturbations provoquées par des phages.
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U Cas pratique: probleme de phage avec la CMB
Courbe pH

> Petit-lait de la cuve incubée avec les cultures

o o
280, 1%, 37°C 291, 1%, 37°C BAMOS 1% 37°C
—2801% —280 1% et petit-lait —291 1% —291 1% et petit-lait —BAMOS 1% —BAMOS 1% et petit-lait
Phages | Groupe de discussion novembre 2024 14
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@ Mécanismes de défense des bactéries contre les phages

Cellule
bactérienne

Modification de I'enveloppe La substance virale injectée  La cellule infectée s'autodétruit
cellulaire est degradée ou rendue non  avant que le phage ne puisse
(le virus ne peut plus se fixer).  fonctionnelle se reproduire.
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U Sensibilité de la culture a I’air et au petit-lait de la fromagerie
Conception de 'essai

38 °C
I

- CMB 150

—

U U UUV UV U U

40 ml de lait

2.5 %o (0.1 ml) de culture d’exploitation (basé sur les cultures d’Agroscope)

2.5 %o (0.1 ml) de petit-lait frais de la 1°* charge
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U Acidité des échantillons (°SH)
Lait cru: CMB150, 38°C

Lait cru: référence, 38 °C
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Méthode rapide pour la détection de phages
dans les fromageries

Delvo®Phage test kit

Press release

DSM-Firmenich

BRIGHT SCIENCE. BRIGHTER LIVING.™

« Strips uniquement pour Streptococcus thermophilus et Lactococcus lactis/cremoris
 Meéthode gPCR = détection génétique vivante ou morte
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J. Haldemann

21



U Seuil de détection

Exemple pratique : résultats phages

Mesophage SQ UNDILUTED DAIRY SAMPLE
TARGET RESULT (PARTICLES PER 20-uL REACTION) (PARTICLES PER mL)

Lactococcus d’une fromagerie

— . Lait de cuve avec cultures, petit-lait de cuve
— Detected - High 16,001+ 100,000,001+ décaillage, petit-lait sous presse début sortie,
petit-lait tank x
|
]
— Detected - High/Medium 1,601-16,000 10,000,001 - 100,000,000
I
|
|
]
— Detected - Medium 161-1,600 1,000,001 - 10,000,000 CIP soude 1, CIP soude 2
|
I
I
— Detected - Low/Medium 17-160 100,001 - 1,000,000
I
|
I
I
— Detected - Low 1-16 10,001 - 100,000
I
|
g — CIP acide 1, CIP acide 2, tous les laits des
[o] I . . , .
g — Not Detected 0 <10,001 producteurs (matin). Lait de mélange tank, lait de
§= cuve sans culture, cultures d’exploitation
Phages | Groupe de discussion novembre 2024 22
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U Analyse de la sensibilité des souches individuelles

» Cultures définies—=> Souches hotes bactériennes disponibles
* Quelle est la sensibilité d'une culture aux phages ?

» e petit-lait suspectee est mis en contact avec des souches de la culture

Isolation des phages

adaptation du pH
filtration (0.45 pm)

- Il I
& %
%, P
: ™ | |28 o o o
;} Filtrat de phages souche souche souche
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Petit-lait + filtrat de phages

Phages | Groupe de discussion novembre 2024 23
J. Haldemann




)
Q
0
v}
0
()
t
o
<

U Analyse de la sensibilité des souches individuelles
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La souche n’a
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U Analyse de la sensibilité des souches individuelles

, souche x | souche
Courbe pH \n avec PHA | avec PHA
« 1 2 3 4 5 6 11 12
Al _ _ - f f f ; ; _ _
Bl _ - - f f f ; i _ _
C — — - ir i.r i{- — —
D| _ _ _ H H H _ _
s s s |5 eV H £
ik h N Souche /| controle Souche résis@
S r entierement phagée B 7 aux phages
i ; R | i i _ e P
Retard de la £ f £ £
croissance ‘ = = : - - ; - d - : —
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U Compter et isoler les phages

Les phages ont
lysé toutes les
bactéries

Chaque trou est un phage qui s’est multiplié et a lyser les
bacteries du tapis microbien

Aucune
colonie n’a
éte lysée

Phages | Groupe de discussion novembre 2024
J. Haldemann
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U Bacteriophage insensitive mutants (BIMs)

o Sous-populations
| Mutation > naturellement
= résistantes

Phages | Groupe de discussion novembre 2024
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U Production de BIM’s «Bacteriophage insensitive mutants»

Condition préalable

* Phage isolé
=  Souche hbéte bactérienne

Isoler les 10-15 10 passages
Plaque Test passages P 9 Plaque Test
BiMs sans phages
avecdes ——
Souche hote avec phages

une concentration
élevée de phages

> | g =

Vérification des
$ caractéristiques
technologiques

B N
A yd
A §
% D

; ;

Pas de «trou»

Colonies e
résistentes La résistance
(BIMs) «Renforcement» «Stabilisation» est stable

de la résistance de la résistance

Phages | Groupe de discussion novembre 2024
J. Haldemann
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Sources d’infection pour les bactéries lactiques

Petit-lait = aérosols

résidus dans la fromagerie, stockage, creme de petit-lait
lactofermentateur et lactocoagulateur

Installations et materiels

boues solution CIP alcaline

Cultures
- cultures sur petit-lait
- prophages des cultures commerciales

Lait = surtout lors de la reprise de petit-lait par le producteur de lait

Phages | Groupe de discussion novembre 2024
J. Haldemann
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— — = par lair

o Multiplication en circuits fermeés ou cycles
par le petit-lait

m ’ par la culture d’exploitation
I I \
VYo

Echangeur ) %
R r—=-A—"1
Creme de

|
petit-lait ———n ~ """ T T"TTTTTTT"% L >

m— ]
5 — Cemed -

CIP

L asa A !
—— |
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o Multiplication en circuits fermeés ou cycles

— — = parlair
par le petit-lait
par la culture d’exploitation

Echangeur %
h Y r -0 - 1 ———
Créme de I L ]
petit-lait T T-m- - === > 9
— N E
CIP s
A o
\
eau [soude|acide| pré- \ C D |
A |
S e L F------ |
I
_________________________ |
1. Amélioration: 2. Amélioration:
‘ - Hygiéne - Coupure du cycle par le changement
(C} - Procédés des souches des cultures

- infrastructure - Méthode préparation cultures

Phages | Groupe de discussion novembre 2024 32
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Mesures contre les problemes d’acidification liés aux

phages ()

Source des phages Stratégie

Plan, aménagement,
installation

Fromagerie
9 Déroulement du processus
Nettoyage / désinfection
Microbiologie
Lait cru 2

Traitement du lait

Mesures

Séparation des zones de fabrication
Installations fermeées (par ex. cuve fermée)
Filtration de I‘air

Zone de fabrication en surpression
Mesures pour éviter les aérosols

Optimisation des processus
Echelonnement dans le temps
Rotation des cultures

Nettoyage/renouvellement de la solution alcaline du CIP
Nettoyage a I'acide en alternance

Désinfection (acide péracétique ), UV

Mesures pour éviter les aérosols

L'entreposage au frais empéche la multiplication des
phages
Traitement thermique

Phages | Groupe de discussion novembre 2024
J. Haldemann
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U Mesures contre les problémes d’acidification liés aux

phages (Il)

Source des phages Stratégie

Cultures exemptes de

phages

Interruption des cycles

Cultures

Milieu de culture

Profil de phages différents

Petit-lait
Recirculation des il

composants du lait

producteurs

Autres
Entretien

Créme de petit-lait

Reprise du petit-lait par les

Mesures

Utilisation de cultures résistantes

Travail en conditions stériles

Local séparer (surpression), hors de la zone de prod.
Changement d’habits, désinfection des mains

Rotation des cultures

Milieu de culture stérile

Milieu spécial inhibiteur de phages/anti-phages (par ex.
additifs liant le calcium tels que le citrate,
polyphosphate, etc.)

Choix des cultures

Mesures pour éviter la formation d’aérosols (lors du
remplissage, nettoyage, etc.)

Pasteurisation haute
Interruption du circuit une fois par semaine

Ne laisser aucun récipient de transport dans la
fromagerie

Contréler régulierement les joints

Contréler si la citerne/cuve présente des fissures
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Conditions favorisant les phages dans les fromageries

»Pas de rotation des cultures.
= Utilisation de cultures d'exploitation, surtout avec des cultures définies.

» Pas de séparation spatiale du local de préparation de cultures et du
local de fabrication.

»Fabrication de plusieurs charges dans la méme journée.
»Réincorporation de creme de petit-lait dans la fabrication.

»Retour du petit-lait dans le local de fabrication (également vidange CIP
tank petit-lait)

»CIP inadéquat (monophase etc.) ou solution souillée

*Manque d’hygiene

Phages | Groupe de discussion novembre 2024 35
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Mesures préventives dans les fromageries

Généralités
» Séparation temporelle et spatiale et physique des processus délicats
» Flux de ventilation contrdlé, surpression : local des cultures et local de fabrication (cuve)

Recette
= Préparer la culture d’exploitation acidifiée peux de temps avant de la verser dans la cuve.

» Raccourcir le temps de maturation en cuve. Lorsque le lait commence a cailler, les
phages ne peuvent plus se propager facilement.

= Rotation des cultures

» Lorsque une culture définies (culture avec peux de souches) est phagée, ne plus utiliser
la culture pendant une période prolongée.

» Pasteurisation haute de la creme de petit-lait lorsque celle-ci est réincorporée dans la
cuve.

Phages | Groupe de discussion novembre 2024 36
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© Préparation des cultures d’exploitation ﬁ)
» Endroit aérée N
> A l'exterieur des locaux des productions (labo incl.) 9
> Habits et cheveux propres (avant le passage a la AN

fromagerie) = il
1. Laver les mains L
2. Deésinfecter a 'alcool : mains, sachet, brique de lait. Alcool
80 % ou isopropanol 70 %, temps d’action min 1min. ="
3. Allumer et placer le bec bunsen S/ é‘
4. Inoculer la culture dans la brique
5. Refermer
6. Retourner la brique plusieurs fois, ne pas secouer @
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U Efficacité des désinfectants pour l'inactivation des
phages

Acide peracetique 0.15%

Hypochlorite de sodium 0.08 % > 99% inactivé en < 2 min

©
= Alcool 75 % Généralement inactivé
L Alcool 100 % a 99% en < 10 min
Alcool 50 % Généralement moins de 99%
0

d'inactivation en 15 minutes

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

Phages | Groupe de discussion novembre 2024 38
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Résumé

= |_es bacteriophages sont généralement présents dans les cultures, sous forme de
phages libres, ou de prophages.

» |_es phages virulents se multiplient trés rapidement et atteignent des nombres
extrémement élevés = perturbation de l'acidification, pression infectieuse.

* En regle générale, une seule souche de phage ne peut pas perturber de maniere
significative I'acidification d’une CMB. Les souches infectées sont compensées par
des souches résistantes.

» Pour garantir une inactivation des phages par I’alcool, 'application doit durer
plusieurs minutes.

= |_es cultures définies (principalement les mésophiles) sont particulierement sensibles
aux phages. La rotation des cultures et l'inoculation directe du lait de cuve peuvent
solutionner le probleme

= |_a reésistance des cultures aux phages reste un theme de recherche important chez
tous les producteurs de cultures.

Phages | Groupe de discussion novembre 2024
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PRODUKTION & QUALITAT PRODUCTION & QUALITE

Cultures liquides, sont-elles encore

d’actualité?

Dans

dustrie laitiére, se passer des cultures d'ensemencement direct

est désormais i Cep

de de

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

ERNST JAKOB®, CHRISTOPH KOHN®, ELISA-

BETH EUBSTER*. Depuis le début des années

1980, on dispose de cultures i ensemencement

it dtre afoutées an lait d

direct pouv

diére. Ainsi, on évite la fabrication de cultur

dexploitation, ce qui est avantageus spéciale

ment pour les petites fromageries mais égale-

ment pour celles qui fabeiquent un vaste assor-

timent de spdciali
fabricants se partagent le marché mondial. Par

wjourdhui, environ cing

comtre, s cultuses Tiquides. surtout les cultures

mixtes brutes, lles d

ns L chau-

for-

Acidification rapide
Malgré qu'il existe des cultures & ensemence

ment direct, de nombreuses fron

dustrielles

nales ainsi que des fromagerie:

on liquides. Pour certaines sortes de fro-

mages avec appellation dorigine protégée, Nuti-

lisation de cultures dexpl est fixée dans

ageries artisa-

ujourd hui encore des cultures diaci-

tion. Ceci permet de réduire la durde de fabri-

cation, ce qui représente un avantage considé-
rable pour les fromageries qui produtsent
plusieurs charges par jour. Lors de la fabrica-

tion de fromages au lait cru, une acidification

plus rapide contribue considérablement 3

menter la sécurité alim,

nombre de fermentations

fabricarion des cultures dexploitation est moins

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

ensemencement direct proposent plusieurs

ntes pour chaque type e culture, qui se
par rapport i leur sensibilité i

contre des di

différencie

irentes souches de bac

phages. Erant donné quen général

i t direct cont

le cahier des charges AOR. Une autre raison est
leur bonne activité acidifiante. Lacidification se

déclenche de manibre instantanée alors queles

groscop
ment un marché de niche unique.

direct lyophilisées

ou congelées nécessitent un temps de réactiva-

par espéce de
ries. elles sont particuliérement sensibles aux
phages. raison pout laquelle une rotation des

ment une 4 trods souchy

cultures est indispensable. Cependant, une

rotation est également judicieuse lors de utili-

il » Auch heute noch nicht var pesten Filssigiuituren sus dem Lisbefeld

30 alimenta 3]2015

Phages | Groupe de discussion novembre 2024
J. Haldemann

40



@
o
o
o
(74
o
e
o

<

Merci pour votre attention

John Haldemann
john.haldemann@agroscope.admin.ch

Agroscope une bonne alimentation, un environnement sain
www.agroscope.admin.ch
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