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Ausgangssituation

Durch Lebensmittel ibertragene Infektionen mit dem ubiquitdren Bakterium Listeria (L.) monocytogenes tre-
ten zwar vergleichsweise selten auf, sind aufgrund der Schwere des Krankheitsverlaufs und der hohen Letalitat
aber von grofRer Bedeutung. Im Jahr 2020 wurden in Deutschland 575 Infektionen mit 31 Todesfallen gemeldet
(RKI, 2021). Bei einem Ausbruch im Jahr 2018 mit 109 Fallen von Listeriose konnte ein Fleischprodukt als sehr
wahrscheinliche Ursache identifiziert werden (RKI, 2019). Hinsichtlich einer Kontamination mit L. monocyto-
genes konnen sowohl erhitzte Fleischerzeugnisse, wie Briihwiirste oder Kochschinken, durch Sekundarkonta-
mination, z.B. beim Aufschneiden, als auch Fleischerzeugnisse zum Rohverzehr, wie Rohwiirste, durch Primar-
und/oder Sekundarkontamination betroffen sein. Neben den vielfiltigen, etablierten MaRnahmen zur Reduk-
tion von L. monocytogenes wahrend der Herstellung von Fleischerzeugnissen bieten neue Verfahren zur Keim-
reduktion, wie die nicht-thermische Hochdruckbehandlung und die Biokonservierung mit Bakteriophagen, eine
Moglichkeit, das Risiko des Vorkommens von L. monocytogenes in Fleischerzeugnissen weiter zu senken.

Die Hochdruckbehandlung ist ein nicht-thermisches Verfahren zur Haltbarmachung von Lebensmitteln, das auf
der Inaktivierung von vegetativen mikrobiellen Zellen beruht. Dabei werden Driicke von bis zu 600 MPa ange-
wandt, die u. U. aber zur Beeintrachtigung der sensorischen Qualitat der Lebensmittel filhren kénnen. AuBer-
dem ist die notwendige Haltezeit zu lang, um derzeit ein wirtschaftlich interessantes Verfahren gestalten zu
kénnen. Eine Reduktion des Druckes bzw. der Haltezeit wiirde jedoch mit einer Verringerung der Inaktivierung
einhergehen, so dass mehr L.-monocytogenes-Zellen die Behandlung tiberleben wiirden.
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Zur Reduzierung von L. monocytogenes kénnen auch hochwirksame, lytische Phagen eingesetzt werden. Ein
limitierender Faktor bei der Anwendung von Phagen in prozessierten Lebensmitteln ist jedoch die Komplexitat
und GroRe der Oberflache, so dass nicht alle Zellen der pathogenen Bakterien bei der Behandlung erfasst wer-
den. Im Gegensatz dazu wirkt hydrostatischer Hochdruck unabhangig von derartigen Matrixgegebenheiten.
Durch Kombination beider MaRnahmen, dem Einsatz L.-monocytogenes-spezifischer Phagen zusammen mit
einer milden Hochdruckbehandlung, kénnte hingegen ein effektiver Schutz gegen Listerien bei gleichzeitiger
produktschonender Herstellung erzielt werden. Hiermit konnte den bestehenden Limitierungen der jeweiligen
Verfahren zur Reduktion von L. monocytogenes in Fleischerzeugnissen begegnet werden.

Ziel des Forschungsvorhabens war vor diesem Hintergrund die Entwicklung eines Konzepts zum Einsatz von
kommerziell erhaltlichen Phagen in Kombination mit Hochdruck zu einer synergistischen Reduzierung von
L. monocytogenes bei Rohwirsten und Briihwiirsten bzw. Kochschinken bei gleichzeitigem Erhalt einer hohen
Produktqualitat. Im Rahmen des Vorhabens soll die Stabilitat bzw. Funktionalitdt der kommerziellen Phagenin
Abhangigkeit der Lebensmittelmatrix und der Rezepturparameter sowie der Druckhdhe und Druckhaltezeit
unter Berlicksichtigung der Lagerungszeit untersucht werden. Weiterhin sollen die Parameter fiir eine Hoch-
druckbehandlung, wie Druckhdhe und Druckhaltezeit, ermittelt werden, die zu keiner wesentlichen Beein-
trachtigung der sensorischen Qualitat der Fleischerzeugnisse, aber gleichzeitig zu einer maximalen Reduktion
bzw. Schadigung von L. monocytogenes bzw. der Phagen flihren. Dabei sollen auch die molekularbiologischen
Hintergriinde der Entstehung drucktoleranter L.-monocytogenes-Stamme beleuchtet werden. AbschlieRend
werden die erarbeiteten Strategien in mikrobiologischen Challenge-Tests an einer Brilhwurst oder einem Koch-
schinken und an einer Rohwurst validiert.

Forschungsergebnis

Zu Projektbeginn wurden mehrere L. monocytogenes-Stamme hinsichtlich ihrer Sensitivitat gegeniiber Hoch-
druck und Phagen charakterisiert. Dabei zeigte sich eine deutliche Stammabhangigkeit. Fiir die Hauptversuche
wurde ein vergleichsweise hochdruck- und phagenresistenter Stamm ausgewahlt, um die Wirksamkeit der
kombinierten Verfahren realistisch bewerten zu kdnnen. Zudem wurden geeignete Methoden zur Applikation
der Phagen auf Fleischerzeugnissen sowie zur quantitativen Bestimmung von Bakterien und Phagen aus den
Lebensmittelmatrices etabliert.

Die Hochdrucksensitivitat der eingesetzten Phagen wurde in Abhangigkeit von verschiedenen Lebensmittel-
komponenten sowie auf den Modellprodukten (Lyoner & Salami) untersucht. Phage P100 erwies sich insge-
samt als stabiler gegenliber Hochdruck als Phage SIL2. Gewiirze und Kochsalz zeigten einen gewissen schiit-
zenden Effekt, wahrend Natriumnitrit keinen relevanten Einfluss hatte. Ab etwa 300 MPa kam es bei beiden
Phagen zu deutlichen Titerreduktionen, wobei die Lebensmittelmatrix einen zuséatzlichen Einfluss auf die Inak-
tivierung hatte.

Die Inaktivierung von L. monocytogenes durch Hochdruck war ebenfalls abhangig von der Produktmatrix — eine
etwas hoéhere Inaktivierung konnte auf Lyoner beobachtet werden. Einzelne Lebensmittelbestandteile beein-
flussten zudem die Hochdruckwirkung, wobei Natriumnitrit einen schitzenden Effekt aufwies. Wiederholte
Hochdruckbehandlungen fiihrten zu einer erhéhten Hochdruckresistenz der Bakterien, was das Adaptations-
potenzial von L. monocytogenes unterstreicht.

Die alleinige Phagenbehandlung fiihrte auf den untersuchten Fleischerzeugnissen nicht zur Ausbildung von
Phagenresistenzen. Phagenresistente Isolate konnten lediglich auf kiinstlichen Nahrmedien nachgewiesen
werden. Genetische Analysen zeigten, dass diese Resistenzen liberwiegend auf Veranderungen der Zellwand-
struktur zuriickzufiihren sind.

Ein zentraler Fokus des Projektes lag auf der Kombination von Hochdruck- und Phagenbehandlung. Dabei
zeigte sich, dass die Wirksamkeit der kombinierten Verfahren von mehreren Faktoren abhangt, insbesondere
von der Behandlungsreihenfolge, der Druckhohe, der Haltezeit und der physiologischen Anpassung der Bakte-
rien. Insbesondere fiur Phage P100 konnten bei milden Hochdruckeinstellungen wiederholt synergistische
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Effekte beobachtet werden. Auch fiir Phage SIL2 wurden synergistische Effekte festgestellt, allerdings in gerin-
gerem AusmalS. Hochdruckadaptierte oder phagenresistente Listerien blieben grundsatzlich fiir das jeweils an-
dere Verfahren empfindlich.

Sensorische Untersuchungen zeigten, dass die fiir die kombinierte Behandlung relevanten Hochdruckeinstel-
lungen beim Modellprodukt Lyoner keine nennenswerten Beeintrachtigungen der Produktqualitdt verursach-
ten. Beim Modellprodukt Salami fihrten hingegen bereits sehr milde Hochdruckbehandlungen zu deutlichen
Qualitatseinbullen.

In abschlieBenden Versuchen unter praxisnahen Bedingungen konnte gezeigt werden, dass insbesondere die
Kombination aus Hochdruck und nachgeschalteter Phagenbehandlung bei niedriger Kontaminationshohe eine
nachhaltige Unterdriickung des Wachstums von L. monocytogenes wahrend der Kiihllagerung ermdoglicht. Da-
mit konnte das grundsatzliche Potenzial der kombinierten Technologie zur Verbesserung der mikrobiologi-
schen Sicherheit von Fleischerzeugnissen aufgezeigt werden.

Wirtschaftliche Bedeutung

Die deutsche Fleischwarenindustrie wird von einer Vielzahl von kleinen und mittelstandischen Unternehmen
(KMU) gepragt. Die kombinierte, sequenzielle Anwendung von Phagen und Hochdruck eréffnet diesen Unter-
nehmen die Moglichkeit, die Sicherheit ihrer Erzeugnisse weiter zu erhéhen. Hochdruckbehandlungen, die eine
effiziente Reduktion von Listerien in Fleischererzeugnissen erlauben (400-600 MPa), fiihren in der Regel auch
zu sensorischen Beeintrachtigungen dieser Produkte. Durch mildere Einstellungen ware die Inaktivierung der
Pathogenen allerdings weniger effizient. Die mogliche synergistische Wirkung von Hochdruck und Listerien-
spezifischen Bakteriophagen erlaubt die Ermittlung von Prozessparametern zur Senkung des Drucks bzw. zur
Verkiirzung der Haltezeit und somit zum Erhalt der sensorischen Qualitdt von Fleischerzeugnissen. Daraus
ergibt sich eine hohere Attraktivitdt der hochdruckbasierten ,kalten Pasteurisation” fiir diese Lebensmittel-
produkte.

Die Erkenntnisse zur Hochdrucksensitivitat der Phagen erméglichen es, eine Strategie flir die kombinierte An-
wendung von Hochdruck und Phagen zu erarbeiten und die Reihenfolge der Verfahren zu identifizieren, bei
der die groRtmaogliche Reduktion von Listerien erreicht wird. Dadurch wird das Risiko des Vorkommens von L.
monocytogenes sowie von Produktriickrufen deutlich reduziert. Der kombinierte Einsatz von Hochdruck mit
Bakteriophagen eroffnet zudem die Moglichkeit, die Produkte auch in Lander zu exportieren, in denen eine
Null-Toleranz-Strategie hinsichtlich L. monocytogenes verfolgt wird (wie z. B. den USA). Anwender des kombi-
nierten Verfahrens kbnnen mit diesem Wettbewerbsvorteil ihre Marktoptionen auch im Exportgeschift erwei-
tern.

Publikationen (Auswahl)

1. FEI-Schlussbericht 2025
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