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Abstract 

„Der prophylaktische Einsatz von Bakteriophagen gegen Listerien im Produkt 

Zwiebelmettwurst“ 

In Europa ist die Zahl der Lebensmittelinfektionen durch Listerien trotz steigender Hygie-

neanforderungen der Lebensmittelindustrie stetig gestiegen. Menschen mit einem intakten 

Immunsystem erkranken in der Regel nur selten bzw. nur mit leichten grippeartigen 

Symptomen. Besonders gefährdet an einer Listeriose zu erkranken sind die Risikogruppen: 

Kinder, Senioren, abwehrgeschwächte Menschen und Schwangere. Bei 30% der Infizierten 

endet eine Listeriose mit dem Tod. Da Listerien ubiquitär in der Umwelt vorkommen, kann 

auch durch die Anwendung einer guten hygienischen Praxis eine Kontamination von 

Lebensmitteln nicht zu 100% ausgeschlossen werden. Eine sichere Methode zur Abtötung 

von Listerien, ist die Erhitzung von Lebensmitteln. Ist dies nicht möglich, wie zum Bei-

spiel bei dem deutschen Rohwurst-Produkt Zwiebelmettwurst, so muss nach anderen 

Lösungen gesucht werden. Das niederländische Unternehmen EBI Food Safety bietet mit 

ihrem Produkt Listex P100 eine neue Möglichkeit für die Lebensmittelindustrie sich vor 

Listerien in ihren Produkten zu schützen. Zum Einsatz bei der Bekämpfung von Listerien 

kommen hierbei Bakteriophagen. Der Phage P100 infiziert spezifisch Listeria spp. und 

tötet somit die Bakterien auf eine natürliche Art und Weise ab, ohne andere für die 

menschliche Verdauung nützliche Bakterien zu beeinflussen.  

In der Literatur konnten bereits erste erfolgreiche Anwendungen im Bereich Rotschmier-

käse und bei der Lachsherstellung verzeichnet werden. Die vorliegende Bachelorarbeit 

untersucht, inwiefern die prophylaktische Behandlung mit Bakteriophagen beim Produkt 

Zwiebelmettwurst eingesetzt werden kann. Daneben wird ebenfalls der Einsatz von der 

Schutzkultur Holdback 261 im Produkt Zwiebelmettwurst getestet. Desweiteren erfolgen 

der Versuch einer rechtlichen Einordnung des Produktes Listex P100 bezüglich der Dekla-

ration, sowie eine Betrachtung des ethischen Aspekts von den Einsatz von Bakteriophagen 

(Viren) in Lebensmitteln. 

Untersucht wird die technologische Wirkungsweise der Bakteriophagen bei der 

Behandlung des Rohstoffes Schweinefleisch. Bei den Laborversuchen wird zunächst das 

Rohmaterial mit Listerien beimpft und anschließend mit einer definierten Menge des 

Produktes Listex P100 behandelt. In der ersten Versuchsreihe werden verschiedene Kon-

zentrationen des Produktes Listex P100 getestet. Folgende Ergebnisse wurden verzeichnet: 
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Im ersten Versuch konnte aufgrund einer zu geringen Einwirkzeit von zehn Minuten, kein 

Unterschied zwischen behandelten und unbehandelten Proben hinsichtlich der Listerien-

keimzahl festgestellt werden. Im zweiten Versuch wurden dementsprechend längere Ein-

wirkzeiten gewählt. Hier konnte bei der Verwendung von 2.6 x 108 PbE/cm2 und einer 

Einwirkzeit von einer Stunde bereits eine Abnahme um ca. 50% der ursprünglichen 

Listerien erkannt werden. Eine weitere Erhöhung der Einwirkzeiten und des Phagentiters 

zog eine Erhöhung der Abtötungsrate nach sich. Bei einer natürlich vorkommenden 

Belastung von bis zu 200 KbE/g Schweinefleisch, würde eine Behandlung bei diesem 

Versuchsaufbau eine Reduzierung auf 100 KbE/g bringen. Damit würde sich der Wert 

innerhalb des vorgeschriebenen gesetzlichen Grenzwertes von 100 KbE/g Listerien für 

Zwiebelmettwurst befinden (VO EG 2073/2005). Hersteller von Zwiebelmettwürsten 

können, unter den Bedingungen von einer Stunde Einwirkzeit und einer Phagendichte von 

2,6 x 108 PbE/cm2, das Produkt Listex P100 benutzen, um die Anzahl der vorkommenden 

Listerien zu verringern. Die Schutzkultur hatte wahrscheinlich aufgrund der geringen 

Reifetemperatur der Zwiebelmettwurst nur einen sehr geringen Einfluss auf die Listerien-

population und ist somit ungeeignet zur Eliminierung von Listeria monocytogenes im 

Produkt Zwiebelmettwurst. 

Die Arbeit zeigt, dass unter Einhaltung der genannten Parameter, die Behandlung des 

Rohmaterials beim Produkt Zwiebelmettwurst einer Verringerung der Listerienpopulation 

hervorrufen kann. 
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Abstract 

“The Prophylactical Application Of Bacteriophage P100 To Control Listeria In 

Zwiebelmettwurst” 

In Europe, the number of foodborne infections by Listeria monocytogenes, despite in-

creasing health standards of the food industry, has increased steadily. Healthy people 

normally don’t develop disease symptoms or show only mild flu-like symptoms. 

Particularly at risk of developing listeriosis are children, the elderly, immunocompromised 

people and pregnant women. 30% of the listeriose-cases show a fatal outcome. Because 

Listeria germs are ubiquitous in the environment, a contamination of food products can’t 

be excluded for sure even by the application of good hygienic practice. A safe way to 

inactivate Listeria would be a heat treatment of the food products. However, in products 

like the German “Zwiebelmettwurst” (a spreadable, cured, slightly fermented sausage), a 

heat treatment would alter the typical characteristics of the product. The Dutch company 

EBI Food Safety offers with LISTEX P100 a new appliance for the food industry to protect 

food products against Listeria. Listex is a suspension of the broad range Bacteriophage 

P100, which specifically infects Listeria spp. and thus kills the bacteria in a natural way, 

without affecting other bacteria beneficial to human digestion. First successful applications 

in soft cheese and salmon processing have already been reported in the literature. 

In this bachelor thesis, the prophylactic treatment with bacteriophage in the product 

Zwiebelmettwurst will be analyzed. In addition, the use of the protective culture Hold 

Back 261 is tested as an alternative. Furthermore, the attempt to place legal classification 

of the product Listex P100 with respect to the declaration, as well as an chapter about the 

ethical aspect of the use of bacteriophage (viruses) in food. The technological effectiveness 

of bacteriophage in the treatment of the raw pork is investigated. 

In the laboratory experiments, the raw material is first inoculated with Listeria 

monocytogenes and then treated with a defined amount of product LISTEX P100. In the 

first experiment, different concentrations of the product Listex P100 have been tested. In 

this trial, the contact time between P100 and the artificially contaminated pork before 

processing was limited to ten minutes. In the consequence, no differences between treated 

and untreated samples could be observed regarding the survival of Listeria monocytogenes. 

In the second trial, the optimal contact time as well as phage concentration was 

determined. Using a phage concentration of 2.6 x 108 pfu/cm2 and a contact time of 60 
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minutes, a decrease of about 50% of the initial Listeria population could be observed. A 

further increase in exposure time and phage concentration was accompanied with a further 

reduction of the Listeria population. The protective culture Holdback 261 showed, 

probably due to the low fermentation temperature during ripening, only a very small effect 

on the Listeria population.  

Considering a naturally occuring contamination level of up to 200 cfu/g of pork, a Listex 

treatment would result in a reduction of Listeria below 100 cfu/g. This would match the 

prescribed legal limit of 100 cfu/g for Listeria monocytogenes in Zwiebelmettwurst 

(Regulation EC 2073/2005). Manufacturers of Zwiebelmettwurst can use under the 

conditions of one hour exposure and a density of 2.6 x 108 pfu/cm2, the product Listex P100 

to reduce the number of contaminating Listeria spp. The work shows that in accordance 

with the parameters above, the handling of raw materials in the Zwiebelmettwurst within a 

reduction in Listeria populations is possible.  
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1  Einleitung  

 

2010 wurden dem Robert-Koch Institut durch die Gesundheitsämter 389 Listeriose Fälle in 

Deutschland gemeldet, wobei die Dunkelziffer um ein Vielfaches höher liegen dürfte. Die 

Zahl der Listeriose Erkrankungen ist trotz höherer Hygieneanforderungen von 2001 bis 

2010 stetig gestiegen (Robert-Koch-Institut 2010).  

Bei schweren Verläufen von Listeriose kann es zu Blutvergiftungen, Gehirn- und Gehirn-

hautentzündungen kommen, bei denen 30% der Infizierten sterben (Krämer 2007, 83). 

Neben den fatalen gesundheitlichen Schäden einer Listeriose kommen wirtschaftliche 

Schäden durch den Verwurf von Produkten oder durch Imageschäden hinzu. Eine sichere 

Methode zur Abtötung von Listerien in Lebensmitteln, welche nicht durch Erhitzung von 

Listerien befreit werden können, wäre somit von großem Nutzen. Nicht nur für die 

Lebensmittelproduzenten, die sich vor Kontaminationen mit Listerien und den 

verbundenen Schäden schützen könnten, sondern auch für die allgemeine Sicherheit von 

Lebensmitteln, wäre eine sichere Methode zur Abtötung von Listerien in Lebensmitteln, 

welche nicht durch Erhitzung von Listerien befreit werden können wünschenswert.  

Eine Lösung dieser Problematik verspricht das Produkt Listex P100 der niederländischen 

Firma EBI Food Safety. Das Produkt besteht aus einer Bakteriophagensuspension, welche 

gezielt zur Abtötung von Listerien eingesetzt werden soll. Dies ist ein vielversprechender 

Ansatz, der Potenzial haben könnte, zu einem industriellen Standard zu werden. Lebens-

mittelproduzenten könnten sich mit relativ geringem Aufwand gegen Listerien-Kontami-

nationen in ihrem Produkt auf natürliche Weise schützen. Die neue prophylaktische 

Methode wird bereits europaweit mit großem Interesse betrachtet. Das BIOHAZ-Gremium 

der EFSA hat die Empfehlung ausgesprochen, die Erforschung der Wirkung von verschie-

denen Phagen in Kombination mit unterschiedlichen Lebensmitteln zu fördern (EFSA 

2009, 20). 

Der Fachliteratur nach, wurden und werden bereits erste erfolgreiche Versuche für den 

Einsatz von Bakteriophagen gegen Listerien bei den Produktgruppen Schmierkäse und 

Fisch durchgeführt (Carlton, et al. 2005, 13-40).  

Für die folgenden Untersuchungen hat sich die Autorin für das Risikoprodukt Zwiebel-

mettwurst (Rohwurst) entschieden, da noch keine Erfahrungen hinsichtlich der Behandlung 
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mit Listex P100 bei diesem Produkt vorliegen. Das Produkt ist speziell für Deutschland 

relevant, da Zwiebelmettwurst europaweit fast ausschließlich in Deutschland verzehrt 

wird. Zwiebelmettwurst ist eine Rohwurst, d.h. das Rohmaterial kann nicht erhitzt werden, 

um eine Listerienkontamination zu beseitigen. Somit zählt Zwiebelmettwurst zu den 

potenziellen Risikolebensmitteln, die mit Listerien kontaminiert sein könnten. Der Einsatz 

von Listex P100 um Kontaminationen mit Listerien im Nachhinein zu eliminieren, ist 

damit für das Produkt Zwiebelmettwurst besonders interessant. Neben dem Einsatz von 

Bakteriophagen wird ebenfalls die Schutzkultur Holdback 261 der Firma Danisco auf ihre 

Wirksamkeit beim Produkt Zwiebelmettwurst untersucht. 

Im Laufe der Arbeit wird vorab die Problematik von Listerien genauer betrachtet, um 

anschließend näher auf die Methode der prophylaktischen Behandlung mit Bakteriophagen 

eingehen zu können. Unter diesem Punkt werden auch eine ethische Betrachtung der Ver-

wendung von Bakteriophagen in Lebensmittel, sowie ein Versuch der rechtlichen Einord-

nung des Produktes Listex P100 aufgeführt.  

In den Hauptuntersuchungen wird analysiert, ob und unter welchen technologischen Um-

ständen das Produkt Listex P100 und die Schutzkultur Holdback 261 für den Einsatz bei 

Zwiebelmettwürsten geeignet ist. Dazu werden Zwiebelmettwürste aus mit Listerien be-

impftem Schweinefleisch hergestellt. Diese werden zum einen mit dem Produkt Listex 

P100 mit verschieden Konzentrationen und Einwirkzeiten behandelt und zum anderen mit 

der Schutzkultur Holdback 261. Anhand der Versuchsergebnisse schließt die Arbeit mit 

einer Prognose für den Einsatz von Bakteriophagen im Produkt Zwiebelmettwurst für die 

Lebensmittelindustrie in Deutschland ab. 
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2  Listeria monocytogenes  

2.1  Eigenschaften von Listerien 

 

Listerien sind grampositive Stäbchenbakterien, die ubiquitär in der Umwelt vorkommen. 

Zurzeit sind acht Spezies von Listeria bekannt: L. innocua, L. grayi, L. welshimeri, L. 

seeligeri, L. monocytogenes, L. ivanovii (Bülte 2008, 13), L. rocoutiae (Leclercq, et al. 

2006, 2210) und L. marthii (Graves, et al. 2010). Von diesen Spezies sind nur L. 

monocytogenes und Stämme von L. ivanovii für Mensch und Tier pathogen (Baumgart, et 

al. 2004, 179). Diese pathogenen Stammformen besitzen alle ein bestimmtes Hämoloysin, 

das Listeriolysin O, ein Exotoxin das rote Blutkörperchen zerstört. Stämme ohne 

Hämoloysin sind generell nicht humanpathogen (Sinell 2004, 52). Die Art L. ivanovii tritt 

äußerst selten als Krankheitserreger beim Menschen auf (Bülte 2008, 14). Die 

humanpathogene Species L. monocytogenes ist hingegen wesentlich bedeutender. Es 

existieren mindestens elf Serotypen, von denen zwei etwa 90% der klinischen Infektionen 

verursachen (Kunz 1994, 168). Verantwortlich für die meisten Listeriose-Erkrankungen 

beim Menschen sind die Serotypen 1/2a und 4b (Krämer 2007, 82). Bei schwerwiegenden 

Ausbrüchen konnte häufig der Serotyp 4b als Verursacher festgestellt werden (Bülte 2008, 

43). 

Listerien können fakultativ anaerob wachsen, d.h. sie können auch bei sauerstoffarmen 

Bedingungen gedeihen, sind durch eine Begeißelung beweglich und bilden keine Sporen 

(Krämer 2007, 81). Das Wachstumsoptimum liegt zwischen 30° C und 37° C. Jedoch 

können sie sich auch bereits bei niedrigen Temperaturen (-0,4°C) vermehren (Bartel und 

Malzcan 2003, 133). Listerien können relativ niedrige aw – Werte (aw > 0,8) und niedrige 

pH Werte (pH >  4,5) tolerieren. Durch eine Temperaturbehandlung von oberhalb 72° C, 

können Listerien abgetötet werden (Krämer 2007, 81). Das Tiefgefrieren von Lebensmit-

teln hingegen können Listerien problemlos überleben (BfR- Bundesinstitut für 

Risikobewertung 2008, 2). Aufgrund dieser Eigenschaften gelten folgende Lebensmittel 

als besonders risikoreich: Milchprodukte, besonders Rohmilchprodukte, sowie Fleisch und 

geräucherter oder fermentierter Fisch. Konserven oder verarbeitete Lebensmittel, die eine 

Hitze- oder Säurebehandlung während der Produktion erfahren, können von Listerien 

lediglich durch eine Sekundärinfektion als Überträger in Frage kommen. Dies sollte aller-

dings durch eine „gute Herstellpraxis“ vermieden werden können (Pichardt 1998, 187). 
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Die Primärinfektion der Lebensmittel kann während des Herstellungsprozesses durch 

Erreger im Stuhl des Schlachttieres erfolgen. Sekundärinfektionen können durch die Um-

gebung (zum Beispiel Maschinenanlagen, Förderbänder etc.) oder verwendetes 

Waschwasser geschehen. Eine Kontamination des Fleisches ist auf diesem Wege möglich 

(Krämer 2007, 82). 

 

2.2  Krankheitsbild: Listeriose 

 

Eine Kontamination von Listerien im Lebensmittel kann man weder am Geruch noch am 

Aussehen von Produkten erkennen, da Listerien nicht zum allgemeinen Verderb von 

Lebensmitteln führen. Da die Infektionsdosis bei einer Listeriose recht hoch ist, erkranken 

in der Regel gesunde Menschen nicht oder nur leicht. Das Ausmaß der Erkrankung ist 

abhängig von der aufgenommenen Anzahl der Erreger (BfR- Bundesinstitut für 

Risikobewertung 2008, 1). Besonders gefährdet sind folgende Risikogruppen: Kinder, 

Senioren, abwehrgeschwächte Menschen und Schwangere. Bei Schwangeren kann eine 

Listeriose zu Fehl- oder Frühgeburten führen (Keweloh 2009, 216). Zudem kann von der 

infizierten Mutter in der Schwangerschaft oder während der Geburt der Erreger auf das 

Ungeborene übertragen werden. Diese Übertragung hat fatale Folgen: Infizierte Neugebo-

rene sterben häufig nach ihrer Geburt oder tragen geistige Behinderungen davon (BfR- 

Bundesinstitut für Risikobewertung 2008, 1). 

Bei einer Infektion gelangen die Bakterien am häufigsten über kontaminierte Lebensmittel 

in den Gastrointestinaltrakt. Aufgrund der Säureempfindlichkeit sterben bereits im Magen 

ein großer Teil der pathogenen Bakterien ab. Bei ausreichend hoher Keimzahl verursachen 

sie durch das Eindringen in die Epithelzellen des Dünndarms entzündliche Prozesse. Durch 

die Blutbahn breitet sich der Infekt im gesamten Körper aus. Dies ist mit einem Anstieg an 

Leukozyten verbunden, welcher wiederum mit entzündlichen Prozessen einhergeht 

(Krämer 2007, 85). Unterschiedliche Symptome sind die Folge, bei denen 30% der 

Infizierten sterben (Baumgart, et al. 2004, 180). Typische Krankheitssymptome einer 

Listerios sind Fieber, Erbrechen, Durchfall und Muskelschmerzen. Da die Krankheits-

symptome recht ähnlich sind, kann eine Listeriose- Erkrankung leicht mit einer Grippe 

verwechselt werden. 
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Um irreversible Schäden der Gehirnzellen zu vermeiden, sollte die Therapie so schnell wie 

möglich erfolgen. Zurzeit wird vorwiegend Ampicillin verwendet. Bei einer Penicillin- 

Unverträglichkeit kann auf folgende Antibiotika ausgewichen werden: Teracycline oder 

Chloramphenicol (Krämer 2007, 86).  

Laut dem Robert-Koch Institut sind zwischen den Jahren 2001 und 2009, 3092 Listeriose 

Fälle in Deutschland bekannt geworden. Bei lediglich 194 dieser Fälle sind Informationen 

bezüglich der Serotypen vorhanden. Bei der Mehrzahl der Infektionen handelt es sich um 

die Serotypen 4b (53%) und 1/2a (45%), die übrigen 2% der Infektionen gingen mit dem 

Serotypen 1/2b einher (Robert-Koch-Institut 2010, 344). 

Seit 2001 ist in Deutschland ein ansteigender Trend der Listeriose Fälle zu verzeichnen. 

Die meisten Fälle sind in den Jahren 2005 und 2006 zu beobachten. Die Zunahme ist nicht 

auf schwangerschaftsassoziierte Ausbrüche zurückzuführen. Vielmehr handelt es sich bei 

der Hälfte der Fälle um ältere Personen (70 Jahre oder älter). Zu dieser Zeit ist auch ein 

Anstieg der Listerieninfektionen in anderen Ländern (zum Beispiel: Finnland, Dänemark, 

Niederlande) zu erkennen. Als Ursachen können zum einen der demografische Wandel, 

aber auch die Zunahme des Verzehrs von Risiko-Lebensmitteln, Fertigprodukten oder 

einer suboptimalen Lagerung von Lebensmitteln angesehen werden. Auch die verlängerten 

Haltbarkeitszeiten von Lebensmitteln können zu einer Anreicherung von Listerien beitra-

gen (Robert-Koch-Institut 2010, 345). 

 

2.3  Problematik von Listerien in der Lebensmittelindustrie 

 

Listerien verursachen in der Lebensmittelindustrie enorme wirtschaftliche Schäden unter 

anderem durch Rückrufaktionen von Waren und dem Verwurf von kontaminierten Roh-

stoffen. Zudem erfährt das Unternehmen oder die Branche einen erheblichen Imagescha-

den, der ebenfalls wirtschaftliche Schäden nach sich zieht.  

Für Hersteller von Nahrungsmitteln wäre daher ein wirksamer prophylaktischer Einsatz 

von Bakteriophagen gegen Listerien eine interessante Option. „Sie können sich mit ver-

gleichsweise geringem Aufwand gegen die immensen Folgen einer Listerienkontamination 

ihrer Produkte absichern“(Sossna 2005, 993).  



15 
 

Um Listeriose Erkrankungen weitgehend zu verhindern, ist die Lebensmittelindustrie 

durch die europäische Verordnung 2073/2005 zur Einhaltung folgender Lebensmittelsi-

cherheitskriterien verpflichtet:  

In verzehrfertigen Lebensmitteln, die für Säuglinge oder für besondere medizinische 

Zwecke bestimmt sind, darf Listeria monocytogenes während der Haltbarkeitsdauer in 25g 

nicht nachweisbar sein. Bei allen übrigen verzehrfertigen Lebensmittel, die die 

Vermehrung von Listeria monocytogenes begünstigen können, darf Listeria 

monocytogenes bevor das Lebensmittel die unmittelbare Kontrolle des Lebensmittelun-

ternehmers verlassen hat, ebenfalls in 25g nicht nachweisbar sein. Während der Haltbar-

keitsdauer gilt der Grenzwert von 100 KbE/g. Lebensmittel, die die Vermehrung von 

Listeria monocytogenes nicht begünstigen können, dürfen ebenfalls den Grenzwert von 

100 KbE/g während der Haltbarkeit nicht überschreiten (VO EG 2073/2005, Kapitel 1, 

S.15). 

Voruntersuchungen von Dr. rer. nat. H. Andreas Hartmann aus dem Institut Dr. Erdmann 

haben ergeben, dass Listeria monocytogenes nicht in der Lage ist, sich während der Halt-

barkeitsdauer von zwei Wochen bei 8°C im Produkt Zwiebelmettwurst zu vermehren. Das 

Produkt Zwiebelmettwurst begünstigt die Vermehrung von Listeria monocytogenes nicht. 

Der Grenzwert von 100 KbE/g muss während der Haltbarkeitsdauer der Zwiebelmettwurst 

eingehalten werden. Vorausgesetzt die prophylaktische Behandlung von Lebensmitteln mit 

Bakteriophagen gegen Listerien, würde eine Reduktion von unter 100 KbE/g im Lebens-

mittel verursachen, könnten die gesetzlichen Regelungen eingehalten werden. Folgend 

wird die theoretische Funktionsweise der neuen Methode vorgestellt. Dafür wird zunächst 

auf die allgemeinen Eigenschaften von Bakteriophagen eingegangen und erläutert, wie 

diese für den gezielten Einsatz gegen Listerien genutzt werden können. 

 

2.4  Problematik von Listerien in Rohwurstprodukten 

 

Bei dem Produkt Zwiebelmettwurst handelt es sich um ein Rohwurstprodukt, welche nicht 

durch Erhitzung von Listerien befreit werden kann. Es muss daher nach anderen Methoden 

gesucht werden, um diese Produktkategorie vor Listerien zu schützen. 
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Die Lösung, Lebensmittel mittels Gamma-, UV- oder ionisierender Bestrahlung von uner-

wünschten Mikroorganismen zu befreien, ist in Deutschland nach § 8 des Lebensmittel- 

und Futtermittelgesetzbuch verboten. Erlaubt sind bisher lediglich die Bestrahlung von 

getrockneten Gewürzen und Kräutern. Daher scheidet die Bestrahlung von Zwiebelmett-

würsten aus, um Listerien zu eleminieren. Zudem müssen diese als bestrahlt 

gekennzeichnet werden (BVL- Bundesamt für Verbraucherschutz und 

Lebensmittelsicherheit 2006). 

Des Weiteren wird zurzeit im Bereich des Einsatzes von einer Hochdruckbehandlung von 

Lebensmitteln zur Abtötung von pathogenen Bakterien geforscht (Demazeau und Rivalain 

2011, 1365-2672). In flüssigen Lebensmitteln konnte bereits 2008 eine Reduktion von L. 

innocua verzeichnet werden (Mosqueda-Melgar, et al. 2008). In McIlvaine Puffer konnte 

Listeria monocytogenes besonders bei niedrigen pH Werten von 3,5 reduziert werden 

(Saldana, et al. 2010). Inwieweit eine Übertragung dieser Methode auf das Produkt Zwie-

belmettwurst möglich ist, bleibt bisher unerforscht. 

Eine weitere mögliche Vorgehensweise ist die Verwendung von Schutzkulturen, wie sie in 

der Käseherstellung üblich ist (Max Rubner-Institut 2011). Schutzkulturen bestehen i.d.R. 

aus Milchsäurebakterien, welche das Wachstum unerwünschter Keime im Produkt durch 

verschiedene Mechanismen hemmen. Diese Hemmung erfolgt einerseits kompetitiv (durch 

Besetzung der Nischen) und andererseits durch die Produktion von Milchsäure, welche das 

Wachstum von Listerien hemmt (Geisen, Lücke und Kröckerl 1990, 94). Spezielle 

antilisterielle Schutzkulturen enthalten zudem Bakterien, welche Listerien durch die Pro-

duktion von Bakteriocinen abtöten. Die verwendete Kultur Holdback 261 enthält einen 

Stamm des Lactobacillus plantarum, welcher das Bakteriocin Pediocin PA-1 produziert 

(Ennahar, et al. 1996, 4381–4387 ). Im Unterschied zur Salami wird Zwiebelmettwurst 

allerdings i.d.R. kalt fermentiert. Dies könnte das Wachstum der Laktobazillen und somit 

die Wirksamkeit der Schutzkultur beeinträchtigen. Die Schutzkultur Holdback 261 der 

Firma Danisco wird in dieser Arbeit im Produkt Zwiebelmettwurst getestet. Laktobazillen 

sind unter anderem ein Bestandteil der Holdback 261 Schutzkultur.  

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit wird in der Untersuchung des prophylaktischen 

Einsatzes von Bakteriophagen gegen Listerien liegen. Diese Methode wird in dem 

nachstehenden Kapitel 3 genauer betrachtet. 
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3  Die prophylaktischen Vorgehensweise gegen Listerien mit Hilfe von 
Bakteriophagen 

3.1  Eigenschaften von Bakteriophagen 

 

Das Wort Bakteriophagen stammt aus dem Griechischen und bedeutet „Bakterien Esser“ 

Diese Bezeichnung ist treffend, da Bakteriophagen Bakterien nutzen, um sich in ihnen zu 

vermehren. Bei diesem Prozess stirbt das Bakterium (Wirtszelle) ab, d.h. die Bakteriopha-

gen „verzehren“ Bakterien. Bakteriophagen (auch einfach als „Phagen“ bezeichnet) gezielt 

gegen Listerien einzusetzen ist demzufolge, vom Namensursprung ausgehend, schon recht 

naheliegend. Phagen sind ubiquitär verbreitet und Schätzungen zufolge existieren auf der 

Erde 1031 Bakteriophagen. Bakteriophagen haben keinen eigenen Stoffwechsel, sondern 

sind vollständig von zellulärem Stoffwechsel ihrer Wirtszelle abhängig. Demzufolge 

können sie sich auch nur mit Hilfe einer geeigneten Wirtszelle vermehren. Da Bakterio-

phagen sich nicht aktiv fortbewegen können, sind sie auf Diffusion, Aerosole oder 

Vektoren angewiesen (Graw und Henning 2006, 115). 

Treffen eine geeignete Wirtszelle und ein Bakteriophage aufeinander, so erkennt der Phage 

spezifische Rezeptorstrukturen der Zelle, und es kommt zu einer spezifischen Bindung an 

die Zelloberfläche (Adsorption). Mit der Bindung geht die Freisetzung der Bakteriophagen 

-DNA aus dem Phagenkopf und der Injektion in die Bakterienzelle einher. Nach der Injek-

tion wird folgender Prozess eingeleitet: „Replikation der Phagen DNA, Transkription und 

Translation der Phagengene, self- assembly der Kopf- und Schwanzstrukturen und 

Verpackung der DNA, Auflösung der Wirtszellwand (Lyse) und Freisetzung der 

Nachkommensphagen“ (Tochterphagen) (Heller, Fieseler and Loessner 2011, 10). Die 

Verpackung der DNA geschieht durch die Bildung von Kapsiden, in welche die DNA 

eingebaut wird. Eine spezielle Form der Infektion zeigen die temperenten Phagen, welche 

ihre Phagen – DNA zunächst in das Genom der Wirtszelle einbauen. 

Die meisten Bakteriophagen zeigen eine hohe Wirtsspezifität, d.h. sie können nur 

bestimmte Bakterien-Gattungen oder -Arten infizieren. Das Wirtsspektrum ist begrenzt, da 

Bakterien artfremde DNA durch Restriktions- und Modifikationssysteme erkennen können 

und durch Hydrolyse zerstören. Bakterien können auch, ähnlich wie bei dem Einsatz von 

Antibiotika, Resistenzen zum Beispiel durch die Veränderung des Rezeptors entwickeln. 

Ein ständiges Wechselspiel zwischen der Veränderung des Bakteriums und einer 
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entsprechenden Anpassung des Bakteriophagens ist in der Evolution zu beobachten. 

Aufgrund der hohen Wirtsspezifität, ist beim Einsatz von Bakteriophagen in Lebensmitteln 

eine Beeinflussung der körpereigenen Bakterien, die für die menschliche Verdauung nötig 

sind, nicht zu erwarten (Heller, Fieseler and Loessner 2011, 11-60).  

Bei dem Produkt Listex P100 handelt es sich um den virulenten Phagen P100, der 

spezifisch Listeria spp. infiziert und somit abtötet. Der Phage P100 soll ca. 95% der 

natürlich vorkommenden L. monocytogenes Isolate infizieren. Resistenzen gegenüber des 

Phagens sind bislang noch nicht beobachtet worden (Klump, et al. 2008, 5755). Der Phage 

P100 lässt sich der Familie Caudoviralis zuordnen. Mitglieder dieser Familie zeichnen sich 

durch eine doppelsträngige DNA, ein ikosaedrisches Kapsid und ein Schwanzteil aus. Da 

der Phage P100 ein langes kontraktiles Schwanzstück besitzt, kann man ihn der Gattung 

Myoviridae zuteilen (Klump, et al. 2008, 5755). Auf der nachfolgenden Abbildung sind 

zwei Bakteriophagen vom Typ P100 zu erkennen: 

 

 

 

Abbildung 1: Pfeile markieren das kontraktile Schwanzstück vom Bakteriophagen, Typ P100 

Quelle: (Klump, et al. 2008, 5756) 

 

Der linke, hellere P100 Bakteriophage hat in seinem Kapsid noch verpackte DNA, der 

rechte Bakteriophage hingegen hat durch Injektion bereits seine DNA in einer Wirtszelle 
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freigelassen und erscheint daher dunkler. Bei Untersuchungen aus dem Jahr 2008 konnten 

morphologisch kaum Unterschiede zwischen den Phagen P100 und A511 gefunden 

werden. Untersuchungen des Genoms aus dem Jahr 2008 haben ergeben, dass alle tRNA 

Gene des A511 Phagens auch im P100 Phagen identifiziert werden können. Es kann 

folglich davon ausgegangen werden, dass diese Phagen genetisch nah miteinander 

verwandt sind (Klump, et al. 2008, 5755).  

 

3.2  Listex P100 der Firma EBI Food Safety 

 

Die private, niederländische Firma EBI Food Safety stellt Bakteriophagen für die Lebens-

mittelindustrie her. Die Bakteriophagen sollen die Lebensmittelsicherheit steigern, indem 

sie spezifisch pathogene Bakterien unschädlich machen (De Meester and Offenhaus 2011). 

Auf der Unternehmenswebseite bewirbt das Unternehmen ihr Produkt Listex P100 unter 

anderen mit folgenden Slogans: 

“Bacteriophages... 

 

- control pathogens such as L. monocytogenes 

- are bacteria’s natural enemy 

- are easy to apply 

- are organic 

- do not affect treated food  

- are species-specific 

- are Generaly Recorgnized As Safe (GRAS).” (De Meester and Offenhaus 2011) 

 

Die zu untersuchende Bakteriophagensuspension, welche spezifisch Listerien abtöten soll, 

nennt sich Listex P100. Der Phagentiter der Lösung beträgt laut Herstellerangaben 1 x 1012 

PbE/ml. Der enthaltene Phage hat ein besonders breites Wirkspektrum gegen Listerien 

(Heller, Fieseler and Loessner 2011, 85). Ein Produkt, welches all diese Anforderungen 

erfüllt, könnte für die Lebensmittelindustrie von großer Bedeutung sein. Das Zitat von 

Napoleon I. Bonaparte (1769 – 1821) zeigt, welcher grundlegender Gedanke dieser 

Methode zugrunde liegt: „Der Feind meines Feindes ist mein Freund“. Diesen 
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Grundgedanken will man sich in der Mikrobiologie durch Bakteriophagen zu Nutzen 

machen. Bakteriophagen sind die natürlichen Feinde von Bakterien. 

Die amerikanische FDA (Food and Drug Administration) Organisation hat den Bakterio-

phagen P100 als allgemein sicher anerkannt (De Meester and Offenhaus 2011). Besonders 

interessant für die folgenden Untersuchungen ist der Bereich der Wirksamkeit des 

Produkts gegen Listerien. Eine zuverlässige Wirkungsweise der Produkte ist für die 

Industrie unverzichtbar. Auch die beworbene einfache Handhabbarkeit des Produktes soll 

näher beleuchtet werden.  

Laut Unternehmensbroschüre (2010) wurde das Produkt Listex P100 bereits mit dem FIE 

Gold Award „The Best Innovation in Food Ingrediens 2007“ ausgezeichnet. Die 

Auszeichnung wird als eine Bestätigung von der Industrie angesehen, dass der Einsatz von 

Bakteriophagen in Zukunft zu einem industriellen Standard werden könnte.  

 

3.3  Methodenbeschreibung: Einsatz von Phagen gegen pathogene Bakterien 

 

Die Abtötung von Listerien mittels Bakteriophagen ist eine neue, relativ unerforschte 

Methode. Der von EBI Food Safety verwendete Bakteriophage P100 infiziert spezifisch 

Listeria spp. Durch die Injektion von Phagen DNA in die Wirtszellen (Listerien), werden 

diese in Folge abgetötet. 

Es wurden bereits Versuche während der Reifung von Rotschmierkäse durchgeführt. Eine 

Reduktion der pathogenen Listerien in Abhängigkeit von Phagendosis und der Anwen-

dungsintervalle bis hin zu einer vollständigen Abtötung konnte verzeichnet werden 

(Carlton, et al. 2005, 312). Bei diesen Untersuchungen ist zu beachten, dass einer der 

Autoren des Artikel, Dirk De Meester, der Director of Business Development der 

Herstellerfirma des Produktes Listex P100 EBI Food Safety ist. Eine weitere Untersuchung 

von A. Holck und J. Berg hat bei der Verwendung von virulenten Phagen in Kombination 

mit Schutzkuluren im Produkt Kochschinken eine Reduktion des Listerienvorkommens 

aufzeigen können. Darüber hinaus sind Veröffentlichungen über mögliche Anwendungsbe-

reiche des Produktes Listex P100 noch recht begrenzt. Zum einen liegt dies an der 

Aktualität des Forschungsgegenstandes, zum anderen werden vermutlich nicht alle 

Forschungsergebnisse publiziert. Das Interesse und der Forschungsbedarf sind daher sehr 
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groß. Dies wird ebenfalls deutlich, da bereits auf Verlangen des Generaldirektors für 

Gesundheit und Verbraucher der Europäischen Kommission 2009 ein wissenschaftliches 

Gutachten zum Thema „Die Verwendung und Wirkungsweise von Bakteriophagen in der 

Lebensmittelerzeugung“ von der EFSA (European Food Safety Authority) erstellt wurde. 

Als Hauptergebnis konnte lediglich folgender Zusammenhang festgestellt werden: „Die 

Verringerung der Bakterienpopulation ist umso größer, je höher das Verhältnis von 

Bakteriophagen zur Wirtszelle ist“.  

Das Gremium für Biologische Gefahren empfiehlt die Erstellung eines Leitliniendoku-

ments, in dem Daten zur Entfernung von Oberflächenkontaminationen von Lebensmitteln 

tierischer Herkunft mittels Bakteriophagenbehandlung gesammelt und evaluiert werden 

können (EFSA 2009, 2-26). Anhand dieser Empfehlungen ist zu erkennen, dass die neue 

prophylaktische Methode zur Bekämpfung von Listerien nicht nur für die Lebensmittelin-

dustrie, sondern auch für öffentliche Einrichtungen von großem Interesse ist. 

Eine weitere denkbare Anwendung von virulenten Bakteriophagen, wäre der Einsatz zur 

Dekontamination von Industriemaschinen (Guenther, et al. 2009, 99).  

 

3.4 Problematik der Anwendung von Listex P100 im Produkt Zwiebelmettwurst 

 

Wie bereits im vorangegangenen Kapitel erläutert, gibt es bisher relativ wenige Publikatio-

nen über den Einsatz von Bakteriophagen gegen Listerien bei unterschiedlichen 

Lebensmitteln. Hinzu kommt, dass der rechtliche Rahmen der Verwendung von Bakterio-

phagen in Lebensmitteln noch nicht ausreichend in allen Ländern geklärt ist. Im Kapitel 

„3.6 Rechtliche Problematik / Deklaration Listex P100“ wird genauer auf diese 

Problematik in Deutschland eingegangen. Auf Grund dieser Fakten ist es auch nicht 

ersichtlich, inwiefern Phagen in der Lebensmittelindustrie in Deutschland bereits 

verwendet werden. 

Lediglich in der Tageszeitung der „Tagesanzeiger“ konnte man eine Einschätzung 

bezüglich der aktuellen Verwendung von Bakteriophagen in der Lebensmittelindustrie 

finden. In dem „Tagesanzeiger“ wurde bereits 2008 berichtet, dass Fischverarbeiter 

Bakteriophagen in das Waschwasser geben, mit dem die Fische nach dem Entgräten 

gesäubert werden. Auch Weichkäsehersteller würden laut Tagesanzeiger bereits die neue 
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Methode verwenden (Fosgreen 2008). Nach Steven Hagens (Chief Scientific Officer von 

EBI Food Safety) sind die Hauptanwendungsgebiete ihres Produktes, wie der 

Tagesanzeiger veröffentlichte, geschmierter Käse und Lachs. Mit der Behandlung von 

Produkten aus rohem Schweinefleisch hingegen hat EBI Food Safety selbst noch keine 

Erfahrungen gemacht. Dies liegt daran, dass nur in Deutschland rohes Schweinefleisch in 

Form von Zwiebelmettwurst verzehrt wird. In anderen europäischen Ländern ist dies tradi-

tionell nicht der Fall. 

Der Einsatz von Bakteriophagen im Produkt Zwiebelmettwurst stellt insofern eine Heraus-

forderung dar, als dass es sich um ein festes Produkt handelt. Bakteriophagen können sich 

nicht aktiv bewegen, so dass sie direkt mit den Listerien in Kontakt gebracht werden 

müssen (Heller, Fieseler and Loessner 2011, 11). Bei dem Produkt Schweinefleisch, ist 

gewöhnlich lediglich die Oberfläche des Rohmaterials mit Listerien kontaminiert, so dass 

die Behandlung der Oberfläche des Rohstoffes zu einer signifikanten Abnahme der 

Listerienpopulation führen sollte. Würde man die Phagen direkt in das fertige Brät geben, 

ist selbst bei höchsten Konzentrationen die Wahrscheinlichkeit sehr gering, dass die 

Phagen auf Listerien treffen. Daher wird in den folgenden Untersuchungen die Oberfläche 

des Schweinefleisches behandelt. 

 

3.5  Alternative Methode: Schutzkultur Holdback 261 der Firma Danisco 

 

Neben dem prophylaktischen Einsatz von Bakteriophagen zur Eliminierung von Listerien, 

wird ebenfalls die Schutzkultur Holdback 261 auf ihre Wirksamkeit hin untersucht. Die 

Schutzkultur Holdback 261 besteht aus folgenden Mikroorganismen: Staphylococcus 

xylosus, Lactococcus lactis und Lactobacillus plantum. Staphylococcus xylosus dient 

hauptsächlich der Reifung und Aromabildung. Lactococcus lactis und Lactobacillus 

plantum wirken unterdrückend auf unerwünschten Mikroorganismen. Lactococcus lactis 

erzeugt durch kompetitive Hemmung eine Konkurrenzflora für pathogene Bakterien, d.h. 

diese werden durch Verdrängung unterdrückt. Lactobacillus plantum produziert neben 

Milchsäure ein Bacteriocin (Pediocin PA-1), welches ebenfalls zur Abtötung von Listerien 

beitragen kann. Als Trägerstoff dient Dextrose.  
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Nach Herman Sloot (Sales Manager von Danisco Holland) wird die Schutzkultur bereits 

erfolgreich bei anderen Rohwurstprodukten wie Salami verwendet. Diese Rohwurstpro-

dukte werden im Gegensatz zur Zwiebelmettwurst warm fermentiert. In den 

Untersuchungen soll herausgefunden werden, ob trotz der niedrigen Temperaturen der 

Einsatz der Schutzkultur zur Abtötung von Listerien möglich ist. Die oben stehenden 

Informationen, beziehen sich auf die Aussagen von dem Sales Manager der Firma Danisco 

Herman Sloot, bzw. sind der Produktbeschreibung im Anhang auf S.20 zu entnehmen.  

 

3.6  Ethischer Aspekt des Einsatzes von Bakteriophagen gegen Listerien 

 

Bei einem positiven Ergebnis der folgenden Untersuchungen würde der Einsatz von 

Bakteriophagen zu einer erheblichen Steigerung der Lebensmittelsicherheit führen. Die 

Verwendung der prophylaktischen Methode wäre dann von Nutzen für die Gesellschaft. 

Demgegenüber steht, dass Bakteriophagen von der Klassifikation her zu den Viren zählen. 

Denn Bakteriophagen sind Viren, die Prokaryoten als Wirtszellen benutzen. Viren können 

eine Vielzahl von Krankheiten beim Menschen auslösen. Jedoch sind nicht alle Viren 

humanpathogen. In der Gesellschaft wird das Wort Virus, dessen ungeachtet fast zwangs-

läufig mit etwas Negativen assoziiert, etwas was Krankheiten auslösen kann. Eine 

Verwendung von Viren in Lebensmitteln stellt für den unaufgeklärten Konsumenten eine 

große Herausforderung dar. Es müsste eine Menge Aufklärungsarbeit geleistet werden, 

bevor der Konsument eine Aufführung von Bakteriophagen in der Zutatenliste von 

Lebensmitteln akzeptieren oder vielleicht sogar begrüßen würde. 

Die Deklaration von Bakteriophagen in Deutschland befindet sich rechtlich noch in einer 

Grauzone. Sollte es zu dem Entschluss kommen, dass man gesetzlich den Einsatz von 

Bakteriophagen im Produkt nicht kennzeichnen muss, so würde der Konsument unwissend 

bleiben. Die betreffenden Bakteriophagen stellen zwar keine gesundheitliche Gefahr dar, 

jedoch ist ein Verschweigen des Einsatzes nicht im Sinne des mündigen Verbrauchers. 

Wird hingegen der Einsatz sichtbar auf dem Produkt deklariert, kann man die Reaktionen 

des Verbrauchers nur wage abschätzen. Trotz gesundheitlicher Unbedenklichkeit und 

eventuellem Nutzen bei der Verwendung von Phagen, muss davon ausgegangen werden, 

dass es Konsumenten geben wird, die die Verwendung von Bakteriophagen in Lebensmit-

tel kritisch betrachten. Mögliche Gründe sind vielfältig.  
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Der Kauf von Lebensmitteln geschieht vielmals spontan und aus emotionalen Gründen. 

Eine Verpackung auf der Viren deklariert sind, wird vermutlich gegenüber herkömmlichen 

Produkten eher schlechter verkauft. 

 

3.7 Rechtliche Problematik / Deklaration Listex P100 

 

In Deutschland sind bisher noch keine speziellen gesetzlichen Regelungen für den Einsatz 

von Bakteriophagen getroffen worden. Festzuhalten ist, dass die Sicherheit, der in den 

Verkehr gebrachten Lebensmitteln besonders wichtig ist. Dieser zentrale Grundsatz ist im 

Artikel 14 der VO EG 178/2002 vorgeschrieben. Lebensmittel müssen demnach auf jeden 

Fall für den Verbraucher sicher und bekömmlich sein.  

Beim Einsatz von Bakteriophagen würde dieser Grundsatz ebenso gelten und zwar 

unabhängig von dem konkreten technologischen Einsatz der Bakteriophagen. Dies 

bedeutet, dass eine Einstufung der gesundheitlichen Unbedenklichkeit von Bakteriophagen 

für die Verwendung nötig ist. Diese Einstufung muss von der Wissenschaft geliefert 

werden. Die VO EG 178/2002 enthält zur Einstufung der gesundheitlichen 

Unbedenklichkeit keine weiteren Anforderungen. „Es genügt der wissenschaftlich-

fachliche Beleg für die Sicherheit des Lebensmittels, dessen Validität im Streitfall von 

Behörden und Gerichten zu überprüfen ist“ (Dr. Teufer and Dr. Jagow 2007, 33). 

Man kann davon ausgehen, dass von Bakteriophagen keine gesundheitliche Gefährdung 

für den Menschen ausgeht. Die amerikanische FDA Organisation hat das Produkt Listex 

P100 als gesundheitlich unbedenklich eingestuft („Generaly Recorgnized As Safe – 

GRAS“). Die Verwendung des Produktes ist in Amerika rechtlich abgesichert (De Meester 

and Offenhaus 2011).  

In Deutschland ist hinsichtlich der Verwendung von Bakteriophagen zur Dekontamination 

von Lebensmitteloberflächen neben der Einstufung zur gesundheitlichen Unbedenklichkeit 

desweiteren eine Zuordnung in eine lebensmittelrechtliche Kategorie für die rechtliche 

Beurteilung nötig. Besonders interessant ist dies im Hinblick auf die Deklarationspflicht. 

Offensichtlich ist, dass Bakteriophagen nicht als gewöhnliche Zutat im Sinne des LFGB 

eingeteilt werden können. Die Zuordnung zwischen Zusatzstoff und Verarbeitungshilfs-
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stoff ist indessen rechtlich nicht ganz so offensichtlich. Laut LFGB sind Zusatzstoffe wie 

folgt definiert: 

„Lebensmittel-Zusatzstoffe sind Stoffe mit oder ohne Nährwert, die in der Regel weder 

selbst als Lebensmittel verzehrt noch als charakteristische Zutat eines Lebensmittels 

verwendet werden und die einem Lebensmittel aus technologischen Gründen beim 

Herstellen oder Behandeln zugesetzt werden, wodurch sie selbst oder ihre Abbau- oder 

Reaktionsprodukte mittelbar oder unmittelbar zu einem Bestandteil des Lebensmittels 

werden oder werden können“ (LFGB 2005, 4). 

Bei Bakteriophagen besteht der technologische Grund in der Dekontamination der Roh-

stoffe. Während der Verwendung können Bakteriophagen als Zusatzstoff mittelbar oder 

unmittelbar zu einem Bestandteil des Lebensmittels werden, was bei der tatsächlichen 

Verwendung auch geschieht. Bei der rechtlichen Einordnung von Bakteriophagen als 

Zusatzstoff würde dies für die Deklaration eine verpflichtende E-Nummer auf der Zutaten-

liste bedeuten, welche allgemein beim Konsumenten nicht positiv wahrgenommen wird. 

Ein „Clean Labeling“ ohne E-Nummern wäre für Produkte, welche mit Bakteriophagen 

behandelt worden sind unter diesen Umständen nicht mehr möglich.  

Die Zusatzstoffrahmenrichtlinie 89/107/EWG nach Artikel 1 Abs. 3a gilt allerdings nicht 

für Verarbeitungshilfsstoffe bzw. nach § 2Abs. 3 Nr. 1 LFGB gelten Verarbeitungshilfs-

stoffe nicht als Zusatzstoffe. (Dr. Teufer and Dr. Jagow 2007, 15). Verarbeitungshilfsstoffe 

sind Im LFGB folgend definiert: 

„Stoffe, die nicht selbst als Zutat eines Lebensmittels verzehrt werden, jedoch aus techno-

logischen Gründen während der Be- oder Verarbeitung von Lebensmitteln verwendet 

werden und unbeabsichtigte, technisch unvermeidbare Rückstände oder Abbau- oder 

Reaktionsprodukte von Rückständen in gesundheitlich unbedenklichen Anteilen im für die 

Verbraucherin oder den Verbraucher bestimmten Lebensmittel hinterlassen können, die 

sich technologisch nicht auf dieses Lebensmittel auswirken“(LFGB 2005, 4). 

 

Je nach Bakteriophagen-typ, Dosierung und Anwendung können unvermeidbare Rück-

stände von Bakteriophagen im Endprodukt enthalten sein, was der Definition von Verar-

beitungshilfsstoffen nahe käme. Desweiteren muss die gesundheitliche Unbedenklichkeit 

geklärt werden. Die Voraussetzung, dass die Bakteriophagen sich nicht technologisch auf 

das Enderzeugnis auswirken dürfen, ist hingegen kritisch zu betrachten. Es ist 
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wahrscheinlich nicht auszuschließen, dass ein Teil der Bakteriophagen im Enderzeugnis 

als aktive Form noch vorliegt. Diese Überdosierung wird von der Industrie sogar 

eingefordert werden, um die Wirksamkeit der Bakteriophagen zu sichern. Möglicherweise 

können Bakteriophagen auch vor einer erneuten Kontamination vor pathogenen Bakterien 

schützen. Eine wünschenswerte Eigenschaft, die damit allerdings die Bakteriophagen von 

den Verarbeitungshilfsstoffen ausschließen würden, da sie sich dann technologisch im 

Endprodukt auswirken würden.  

 

Solange wissenschaftlich belegt werden kann, dass Bakteriophagen keine technologische 

Wirkung im Endprodukt haben, muss man Bakteriophagen als Verarbeitungshilfsmittel 

einordnen. Um zu prüfen, ob eine Zuteilung zu den Verarbeitungshilfsstoffen möglich ist, 

wurde im Kapitel 5.3.1 eine Untersuchung zum Nachweis von aktiven Bakteriophagen im 

Enderzeugnis durchgeführt. 

 

Scheidet die Einordnung zu den Verarbeitungshilfsstoffen aus, so ist die naheliegende 

Zuordnung die der Zusatzstoffe (Dr. Teufer and Dr. Jagow 2007, 23). Zusatzstoffe dürfen 

nur nach vorheriger Zulassung im Produkt mit entsprechender Kennzeichnung verwendet 

werden. „Nach deutschem Recht (§ 6Abs. 2 LFGB) findet das in § 6Abs. 1 Nr. 1 a LFGB 

enthaltene Verbot für nicht zugelassene Zusatzstoffe keine Anwendung auf Enzyme und 

Mikroorganismuskulturen“ (Dr. Teufer and Dr. Jagow 2007, 20). Da Bakteriophagen 

biologisch betrachtet zu der Welt der Mikroorganismen gehören, könnte man soweit gehen 

und sie als Mikroorganismenkultur betrachten. Damit würden sie von der Zulassungs-

pflicht befreit sein. Anknüpfend wären Bakteriophagen somit ein Zusatzstoff, der nicht 

zugelassen werden muss. 

 

Wie man deutlich erkennen kann ist die Zuordnung von Bakteriophagen in den rechtlichen 

Rahmen recht schwierig. Der Einsatz von Bakteriophagen befindet sich zurzeit in einer 

rechtlichen Grauzone. Sicherlich werden in Zukunft Entscheidungen getroffen, die die 

gesetzliche Problematik beim Einsatz dieser neuen technologischen Methode klären 

werden. 
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4 Vorbereitende Untersuchungen 

4.1  Auswahl von Listerienstämmen durch Feintypisierung 

4.1.1  Identifizierung von Listeria monocytogenes  

 

Für die Untersuchungen wurden Listerien verwendet, die während Analyseuntersuchungen 

im Institut Dr. Erdmann isoliert wurden. Um möglichst Listerien zu erhalten, welche 

typischerweise in Zwiebelmettwurst auftreten können, wurde darauf geachtet, dass die 

Proben aus Schweinefleisch oder Hackfleisch stammen. Damit nach Abschluss dieser 

Arbeit ein Zugriff auf die betreffenden Listerienstämme möglich ist, wurden die Listeria 

monocytogenes Isolate in die Stammsammlung des Instituts Dr. Erdmann übernommen. 

Die biochemische Identifikation der Bakterien wurde mittels API Listeria Streifen durch-

geführt. Die Eigenschaften des Listerienisolates können durch Farbumschläge in den 

Kammern beobachtet werden. Mittels der Farbumschläge wird die Reaktion des Isolates 

als positiv oder negativ ausgewertet. Anhand der Kombination der Reaktionsergebnisse 

kann mittels einer Datenbank von Biomerieux die Species erkannt werden. Mit einer 

statistischen Sicherheit von 98,6% handelt es sich bei dem Listerienisolat ED 760 um die 

Spezies Listeria monocytogenes. Im Anhang auf den Seiten 1-2 ist beispielhaft das 

Ergebnis des API Listeria Streifens des Listerienisolates ED 760 zu finden, sowie die 

Betriebsanleitung des verwendeten API Systems. 

Mit Hilfe dieser Methode wurden vierzehn Listerienisolate als Listeria monocytogenes 

identifiziert. Elf der Isolate stammen aus Schweinefleisch und drei aus Hackfleisch. Alle 

vierzehn Listerienisolate gehören der Spezies Listeria monocytogenes an, da Listeria 

monocytogenes die „lebensmittelhygienisch bedeutendste Spezies darstellt“ und die 

Spezies L. ivannovii äußerst selten als Krankheitserreger des Menschen in Erscheinung tritt 

(Bülte 2008, 14).  

Da verschiedene Isolate von L. monocytogenes sich untereinander in ihren Eigenschaften 

unterscheiden können, werden für die Hauptuntersuchung möglichst viele verschiedene L. 

monocytogenes Stämme verwendet. Die Feintypisierung der L. monocytogenes Isolate 

wurde anschließend mittels einer PCR basierten Methode durchgeführt. 
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4.1.2  Feintypisierung mittels REP – PCR und Gelelektrophorese  

 

Um die verschiedenen Isolate von L monocytogenes weiter zu differenzieren, wurde 

zunächst die DNA der Bakterien isoliert. Die Methodenvorschrift zur manuellen Isolation 

genomischer DNA aus Bakterien des Dr. Erdmann Instituts liegt im Anhang auf Seite 4 

vor. Es gab keine Abweichung von der Methodenvorschrift.  

Bei der REP - PCR (repetive element PCR fingerprinting) wird ein Primer verwendet, der 

an repetitive DNA Elemente der Bakterien bindet. Auf diese Weise können verschiedene 

Isolate anhand ihres Bandenmusters unterschieden werden (Versalovic, Koeuth und Lupski 

1991, 6824). Mittels solcher REP - PCR wurden spezifischen DNA Fragmente der 

Listerien Isolate vervielfältigt, um diese später durch eine Gelelektrophorese auftrennen zu 

können. Die REP-PCR erfolgte in einem Volumen von 25µl und folgenden Reaktionsbe-

dingungen: 12,5 mM Tricine; 42,5 mM KCl; 2,5 mM MgCl2; 20pmol Primer; 6% Dextran 

5µl DNA; 1,2 U Crimson Taq Polymerase (NEB BioLabs) bei einem pH- Wert von 8,5. 

Um eine gute Differenzierung zu erhalten, wurden zwei unterschiedliche Primer 

verwendet, welche bei Eurofins MWG Operon bezogen wurden:  

- Box-A1R (5´-ctacggcaaggcgacgctgacg-3´)  

- GTG- 5 (5´-gtggtggtggtggtg-3´) 

 

Anschließend wurden die vorbereiteten Proben in den ThermalCycler C100 der Firma 

BioRad vorschriftsmäßig eingelegt. Bei folgendem Temperaturzyklus wurde die isolierte 

DNA vervielfältigt: zwei Minuten bei 95°C, danach 35 Zyklen jeweils 10 Sekunden bei 

95°C, 40 Sekunden bei 40°, 120 Sekunden bei 68°C und nach diesen 35 Zyklen wurden die 

Proben nochmals 5 Minuten auf 68°C gehalten und zum Abkühlen fünf Minuten bei 5°C. 

Die erhaltenen Proben wurden nach dieser Behandlung direkt in die Geltaschen des 

Elektrophorese Gels pepitiert.  

Die Auftrennung der DNA Fragmente erfolgte in einem Agarose Gel (1,5 % Agarose in 

TAE Puffer: 1mM EDTA, 50mM Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan- Acetat und 

0,25µM Ethidiumbromid) in einer horizontalen Gelelektrophoresekammer. 10µl der 

Proben wurden in nachstehender Reihenfolge in die Geltaschen pepitiert, und bei einer 

Feldstärke von 5V/cm wurden die DNA Fragmente aufgetrennt:  
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Ref., IDE 46, IDE 47, IDE 16, IDE 38, IDE 48, IDE 49, IDE 50,  

IDE 53, IDE 65, IDE 66, IDE 67, IDE 68, IDE 71, ED 760. 

Bei Proben mit folgender Nummer: IDE 46, IDE 47 und ED 760, handelt es sich um 

Listeria monocytogenes Stämme, die aus Hackfleisch gewonnen wurden. Die übrigen 

Proben stammen aus Schweinefleisch.  

 

4.1.3  Ergebnisse der Feintypisierung 

 

Nachfolgend ist ein Foto der durchgeführten Gelelektrophorese von einen Geldokumenta-

tionssystem der Firma BIORAD abgebildet.  

BOX       GTG 

 

Abbildung 2: Gelelektrophorese: Feintypisierung der Listeria monocytogenes Isolate 

 

Zu erkennen sind die Bandenmuster von jeweils fünfzehn Listeria monocytogenes Isolaten. 

Links wurde die PCR mit dem Primer Box-A1R und rechts mit dem Primer (GTG)5 

durchgeführt.  

Ref 46 47 16 38 48 49 50 53 65 66 67 68 71 760  Ref 46 47 16 38 48 49 50 53 65 66 67 68 71 760  
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4.1.4  Diskussion der Ergebnisse der Feintypisierung 

 

Genetisch ähnliche bzw. identische L. monocytogenes Stämme sind durch gleiche Ban-

denmuster zu erkennen. Die Validität der Ergebnisse wird noch erhöht, sobald bei zwei 

Listerienisolate, bei beiden Primern ein ähnliches Bandenmuster zu erkennen ist. Die 

Wahrscheinlichkeit, dass es sich um identische L. monocytogenes Stämme handelt, ist dann 

besonders groß. Im Hauptversuch sollen viele verschiedene Listerienstämme eingesetzt 

werden, um ein für Zwiebelmettwurst repräsentatives Inokulum zu erhalten. Anhand der 

Bandenmuster werden fünf verschiedene Listeria monocytogenes Stämme: IDE 49, IDE 

67, IDE 16, IDE 68 und der Referenzstamm DSM20600 ausgewählt. 

 Die Bandenmuster der Stämme IDE 49 und IDE 50 sind bei den Box-Primer identisch und 

bei dem GTG Primer ähnlich. Der Stamm IDE 49 wurde für die weiteren Versuche 

ausgewählt. Desweiteren wurde der Listerienstamm IDE 67 aufgenommen, da dieser bei 

dem Durchlauf mit den Box-Primer identische Bandenmuster mit den IDE  65, 71 und 68 

aufweist. Bei dem Listerienstämmen IDE 16 ,38, 46 und 47 sind die Bandenmuster bei den 

Box Primern identisch. Daher wurde sich für einen Listerienstamm dieser Gruppe ent-

schieden: IDE 16. Als letzten Listerienstamm wurde die IDE 68 in den Auswahlpool 

aufgenommen, da dieser beim GTG Primer Durchlauf mit der IDE 66 identisch ist und 

auch beim Box Primer identische Bandenmuster mit mehreren Listerienstämmen aufweist 

(IDE 67,65 und 71). 
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4.2  Titer Bestimmung des Produktes Listex P100 und Empfindlichkeitstest 

4.2.1  Durchführung: Empfindlichkeitstest und Titer Bestimmung 

 

Parallel zu den Untersuchungen für die Auswahl von Listerienstämmen wurde ein 

Empfindlichkeitstest mit dem zu untersuchendem Produkt Listex P100 gemacht. Ziel des 

Tests war es herauszufinden, inwieweit die Listerienstämme sensitiv gegenüber den 

Phagen P100 sind und eventuelle resistente Listerienstämme zu identifizieren. Da bei dem 

Produkt Listex P100, welches für die Untersuchungen verwendet werden soll, das 

Mindesthaltbarkeitsdatum um acht Wochen überschritten war, wurde ebenfalls der 

Phagentiter der Suspension bestimmt. Nach Ablauf der Mindesthaltbarkeit ist eine 

Reduktion des Phagentiters zu erwarten. Laut EBI Food Safety kann mit dem vorliegenden 

Produkt gearbeitet werden, wenn der Phagentiter noch hoch genug ist. Dazu wird die 

Anzahl der Phagen ermittelt, die Bakterienzellen infizieren, sich in diesen vermehren und 

somit Plaques ausbilden (PbE). Die Firma EBI Food Safety stellte freundlicherweise auf 

Nachfrage eine Arbeitsanweisung zur Verfügung. Diese ist im Anhang auf Seite 3 zu 

finden.  

Zudem wurde im Empfindlichkeitstest alle Listerienisolate auf mögliche Resistenzen 

untersucht. Vorab wurden die empfohlenen Nährböden hergestellt: Soft-Agar Nährböden, 

feste Agar Nährböden und flüssige Nährmedien. Für den Soft Agar Nährboden wurde ein 

½ starker BHI empfohlen, der insgesamt 5 g/l Natriumchlorid und 0.4% Agar enthält, und 

der feste Nährboden enthält 1,2% Agar. Diese wurden nach den Herstellerangaben zube-

reitet und autoklaviert. Außerdem wurden Übernachtkulturen der L. monocytogenes 

Stämme angelegt, bei denen die Empfindlichkeit gegenüber dem Phagen P100 auf Nähr-

böden getestet werden sollte.  

Folgend wurden vierzehn Röhrchen mit 5ml des zuvor erwärmten flüssigen soft Agar 

gefüllt und 200µl der Übernachtkulturen hinzu pepitiert. Anschließend wurden feste ½ 

BHI Agar-Nährböden mit der Bakteriensuspension beimpft. Auf die beimpften Nährböden 

wurden anschließend 10µl verschiedener Verdünnungen von Listex P100 aufgebracht. 

Dazu wurde eine Verdünnungsreihe hergestellt. Als Puffer diente SM-Puffen (100mM 

NaCl, 10mM MgSO4 , 50mM Tris-HCL, pH-Wert: 7,5).  
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Folgende neun Verdünnungen wurden auf Nährböden mit der Menge von 10µl 

aufgetragen: 

1. pur    6.  1:107 

2. 1: 100   7.  1:108 

3. 1: 104   8.  1:109 

4. 1: 105   9.  1:1010 

5. 1:106 

 

Die Positionierung der verschiedenen Phagen Konzentrationen auf den Nährböden, er-

folgte nach dem Schema, welches auf der unteren Grafik zu erkennen ist. 

 

 

 

 

 

Abbildung 3: Auftragschema der verschiedenen Verdünnungsstufen des Listex P100 

  

1010 109 108 

107 106 105 

104 102  1
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4.2.2  Ergebnisse: Empfindlichkeitstest und Titer Bestimmung 

 

Nach der Bebrütungszeit von einem Tag bei 25°C konnten folgende Ergebnisse verzeich-

net werden: Der Listerienstamm IDE 13 reagiert am sensitivsten auf die 

Phagenbehandlung. Bei der Verdünnung von 1:108 konnten acht Plaques gezählt werden. 

Der Phagentiter beträgt demnach 8x1010 PbE/ml. Das folgende Foto zeigt den Listeriens-

tamm IDE 68: 

 

Abbildung 4: Phagen Titer Bestimmung beim Listerienstamm IDE  68 

Die ovalen Formen der Lysishöfe sind entstanden, da die Nährböden bereits in den Brut-

schrank transportiert wurden, als die Phagenlösung noch nicht komplett eingetrocknet war.  

 

4.2.3  Diskussion der Ergebnisse des Empfindlichkeitstest 

 

Der Empfindlichkeitstest zeigt, dass bei allen Listerienstämmen mindestens bei der unver-

dünnten Phagenlösung eine Plaquebildung zu erkennen ist. Demzufolge ist keiner der 

untersuchten Listerienstämme resistent gegenüber des Phagens P100. Bei der 

unverdünnten Suspension ist stets eine konfluente Lyse zu erkennen. Dies liegt an der sehr 
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hohen Phagenkonzentration von 8x1010 PbE/ml (Titer der Bakteriophagenlösung). Dieser 

hohe Wert steht der Anzahl der Bakterien gegenüber. Erfahrungsgemäß hat eine ausge-

wachsene Kolonie Kultur 1x109 Bakterienzellen pro ml. Da 200µl Kultur 5ml Softagar 

inokuliert wurden, sind auf dem Nährboden 2x108 KbE (Kolonie bildende Einheit). Pro 

lysierte Fläche (ca. 1cm2, entspricht in etwa der Fläche der aufgebrachten Phagensuspen-

sion) entspricht dies 4x106 KbE/cm2. Dem gegenüber stehen auf dieser Fläche bei der 

höchsten Konzentration 8x108 PbE/ cm2 Phagen (Phagentiter: 8x1010 PbE/ml = 8x108 

PbE/10µl).  

Dies bedeutet, dass bei der höchsten Konzentration 200 Phagen auf eine Bakterienzelle 

kommen, so dass man davon ausgehen kann, dass jede Bakterienzelle einen Phagen trifft. 

Nimmt die Konzentration der Phagen allerdings ab, so ist zu erkennen, dass nicht alle 

Listerien klare Hemmhöfe bilden. Eine mögliche Erklärung für diesen Phänotyp wäre, dass 

die Phagen zwar die betreffenden Zellen infizieren und abtöten, aber nicht in der Lage 

sind, sich zu vermehren. In der Folge entsteht nur eine trübe Lysiszone, auf dem noch 

Listerien vorhanden sind und sich vermehren können, sobald alle Phagen „aufgebraucht“ 

sind. Beispielweise ist auf dem folgenden Foto die Reaktion des Listerienstammes IDE 

Nummer 67 mit dem Phagen P100 zu erkennen. 

 

Abbildung 5: Phagen Titer Bestimmung beim Listerienstamm IDE 67 
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Bei der höchsten Konzentration kann man eine deutliche Lyse erkennen. Bei der 1:100 

Konzentration ist nur noch eine sehr schwacher, trübe Lysezone sichtbar. Bei dem 

Listerienstamm IDE 67 hingegen ist bis zum Verhältnis 1:1000 eine klare Plaquebildung 

zu erkennen, was auf eine erfolgreiche Vermehrung der Phagen innerhalb der Bakterien-

zelle schließen lässt. 

 

5 Hauptuntersuchungen 

5.1  Vorbereitung: Beimpfen des Rohmaterials 

 

Vorbereitend für die Hauptversuche wurde die Oberfläche des Fleisches mit einer Suspen-

sion kontaminiert, welche vier repräsentative L. monocytogenes Stämme aus 

Schweinefleisch enthält. Diese Stämme konnten durch die Feintypisierung mittels PCR 

ausgewählt werden (IDE 49, IDE 16, IDE 67, IDE 68). Zu den vier aus Schweinefleisch 

isolierten Stämmen, wurde zusätzlich der Referenzstamm DSM 20600 eingesetzt. Über 

Nacht wurden diese Stämme bei Raumtemperatur in ½ BHI angereichert. Für die 

Anlegung der Inokulationssuspension wurden jeweils 1ml der fünf angelegten 

Übernachtkulturen in ein 50ml Gefäß pepitiert und dann auf 50ml mit Ringer Lösung 

aufgefüllt.Um die Bakterienanzahl exakt einstellen zu können, wurde die Anzahl der 

Bakterien in der Bakterienlösung untersucht. Dazu wurde wie folgt eine Verdünnungsreihe 

angelegt. 1000µl Bakteriensuspension wurde in 9 ml Ringerlösung pepitiert, um eine 1:10 

Verdünnung zu erreichen. Die Verdünnungsreihe wurde bis zum Verdünnungsfaktor 5 

hergestellt, wobei zwischen jeder Stufe eine 1:10 Verdünnung vorgenommen wurde. Von 

der vierten und fünften Verdünnungsstufe wurde daraufhin 100µl auf PC Platten spirali-

siert und bei 37°C bebrütet.  

Die manuelle Auszählung der fünften Verdünnungsstufe ergab 250 Kolonien. Demnach 

sind in dieser Verdünnungsstufe noch 2,5x103 KbE/ml. In der Stammlösung müssten 

folglich 2,5x108 KbE/ml enthalten sein. Die Auszählung der vierten Verdünnungsstufe 

erfolgte mittels eines Countermats und ergab 2,3x104 KbE/ml. Die Ergebnisse liegen recht 

nah beieinander. Da die manuelle Auszählung der niedrigeren Konzentration genauer ist, 

wurde sich an diesem Wert orientiert. Nachfolgend sind Fotos der bebrüteten PC Platten zu 

sehen: 
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Abbildung 6: Bestimmung der Bakterienanzahl, Verdünnungsstufe 4 

 

 

Abbildung 7: Bestimmung der Bakterienanzahl, Verdünnungsstufe 5 
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Desweiteren konnte durch diese Untersuchung sicher gestellt werden, dass die verwendete 

Listeriensuspension keine Kontaminationen anderer Bakterien enthält. Wie auf dem Fotos 

zu erkennen, sind alle Kolonien gleichmäßig, mit glatten Rand und weißlich glänzend auf 

der PC Platte gewachsen. 

Bei der Auswahl der Inokulationsdichte von Listeria monocytogenes musste ein Kompro-

miss zwischen einer natürlicherweise zu erwartenden Kontamination von ca. 100 KbE/g 

und einer für die statistische Auswertung erforderlichen möglichst hohen Keimzahl gefun-

den werden. Das Inokulum wurde so gewählt, dass das Rohmaterial mit 2,5x104 KbE/cm2 

Listerien kontaminiert wird. 

Je Ansatz wird 3 kg Fleisch zu ca. 600g schweren Fleischabschnitten portioniert. Die 

Fleischabschnitte hatten durchschnittlich folgende Abmessungen: 10cm x 10cm x 6cm; 

folglich beträgt die Oberfläche pro Stück 440cm2. Pro Ansatz wurden fünf Abschnitte 

benötigt, um das gewünschte Gesamtgewicht von drei Kilogramm zu erreichen. Dies ergibt 

eine Gesamtoberfläche von ca. 2200cm2 (440cm2 x 5 = 2200cm2) pro Ansatz.  

Für die Kontamination dieser Oberfläche wurden 0,3ml der Bakteriensuspension (2,5x108 

KbE/ml) mit Ringer Lösung bis zu 40ml aufgefüllt. Mit dieser Lösung wurde das Fleisch 

durch Besprühen beimpft und anschließend einen Tag bei 4°C gelagert, damit die Listerien 

sich an die neue Umgebung adaptieren können. Das Fleisch sollte gemäß untenstehender 

Rechnung mit 3,1 x 104 KbE/ cm2 kontaminiert worden sein (2,5x108 KbE/ml x 0,3ml / 

2200cm2 = 3,4 x 104 KbE/cm2). 
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5.2 Nachweis von Bakteriophagen im Enderzeugnis 

5.2.1 Versuchsaufbau: Nachweis von Bakteriophagen 

 

Um die rechtliche Einordnung der Bakteriophagen differenzierter betrachten zu können, 

wurde untersucht, ob in den mit Listex P100 behandelten Zwiebelmettwürsten die 

Bakteriophagen im Enderzeugnis noch nachweisbar sind. Für die Zuordnung einer 

rechtlichen Lebensmittelkategorie ist das Vorhandensein von Bakteriophagen im 

Endprodukt von großer Bedeutung. Falls keine Phagen mehr nachweisbar sind, würde 

dieser Fakt es erleichtern, die Verwendung des Phagens P100 in die lebensmittelrechtliche 

Kategorie der Verarbeitungshilfsmittel einzuordnen, da eine Voraussetzung für 

Verarbeitungshilfsstoffen ist, dass der eingesetzte Stoff keine technologischen Einfluss auf 

das Enderzeugnis haben darf. Nach dieser Einstufung könnten, wie in Kapitel 3.7Rechtliche 

Problematik / Deklaration Listex P100 beschrieben, Bakteriophagen ohne Zulassung und 

Deklaration auf der Zutatenliste verwendet werden.  

Neben der Kontrolle der Bakteriophagen im Produkt wurde ebenfalls kontrolliert, ob die 

hitzeinaktivierten Phagen, die im Hauptversuch eingesetzt wurden, durch die Wärmebe-

handlung abgetötet wurden. Zum Nachweis von Phagen im Produkt wurde eine Verdün-

nungsreihe mit den homogenisierten Proben aller Ansätze aus der ersten Versuchsreihe 

(Kapitel 5.3) angelegt und wie in Kapitel 4.1.2 beschrieben Nährböden mit der sensitivsten 

Listerienkultur IDE 68 hergestellt.  

Aus allen sechs Ansätzen des ersten Hauptversuches wurde jeweils eine Zwiebelmettwurst 

auf das Vorhandensein funktioneller Phagen analysiert. Folgende sechs Ansätze sind im 

Hauptversuch hergestellt worden: 1. Ansatz = Kontrolle, ohne jegliche Behandlung von 

Listex P100; 2. Ansatz = Zwiebelmettwürste mit Schutzkultur, ohne Listex; 3. Ansatz = 

Behandlung mit hitzeinaktivierten Bakteriophagen; 4. Ansatz = Behandlung mit 1,3 x105 

PbE/g; 5. Ansatz = Behandlung mit 1,3 x 106 PbE/g; 6. Ansatz = Behandlung mit 1,3 x107 

PbE/g. 
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5.2.2  Ergebnisse: Nachweis von Bakteriophagen 

 

Fotos der behandelten Nährböden sind im Anhang Seite 7 zu finden. Bei der Kontrollprobe 

(Ansatz 1), die Probe die mit der Schutzkultur (Ansatz 2) sowie die Probe mit der mit der 

hitzeinaktivierten 1:10 verdünnten Phagenlösung (Ansatz 3) konnten keine Plaques erkannt  

und somit keine Phagen nachgewiesen werden. Die untersuchte hitzeinaktivierte Phagen-

Inolulationslösung zeigte ebenfalls keine Plaquebildung.  

Bei den Ansätzen, welche mit verschiedenen Konzentrationen von aktiven Phagen behan-

delt wurden (Ansätze 4-6), konnten Plaques gezählt werden. Ansatz 4 zeigt bei einer 

Behandlung mit 1,3 x104 PbE/g eine Plaquebildung. Es konnten vier Plaques gezählt 

werden. Bei Ansatz 5 kann auch bei einer Behandlung mit 1,3 x105 PbE/g noch drei 

Plaques gezählt werden. Ansatz 6 zeigt die Behandlung mit 1,3 x106 PbE/g zwei Plaques. 

Der nachfolgenden Tabelle sind die nachgewiesenen Phagenanzahl in den Ansätzen 4 bis 6 

zu den Untersuchungszeitpunkten 0h, 21h und 44h nach der Herstellung zu entnehmen. 

Tabelle 1: Nachweis von Phagen im Enderzeugnis 

Ausgangstiter 0h 21h 44h   

Ansatz 4) 1,3x106 PbE/g 4x10E4 PbE/g 4x10E4 PbE/g trübe Plaques   

Ansatz 5) 1,3x107 PbE/g 3x10E5 PbE/g 4x10E4 PbE/g trübe Plaques   

Ansatz 6) 1,3x108 PbE/g 2x10E6 PbE/g 2x10E5 PbE/g trübe Plaques   
 

Da beim Ansatz 4 bei der Verdünnungsstufe 1:100 vier Plaques erkannt worden, sind in 

der Zwiebelmettwurst 40.000 PbE/g Phagen enthalten. Vier Plaques bei der Verdünnungs-

stufe 1:100 entsprechen 40 PbE bei der 1:10 Verdünnung. Auf den Nährboden wurden 

allerdings lediglich 10µl der Probe aufgetragen. Dies entspricht 4.000 PbE/ml. Da die 

Zwiebelmettwurst zur Untersuchung in Peptonwasser im Verhältnis von 1:10 homogeni-

siert wurde, sind in der Zwiebelmettwurst 40.000 PbE/g. Analog wurden die Anzahl der 

Phagen in den Ansätzen 5 und 6 berechnet. Die Phagenanzahl wurde während der Untersu-

chungen weiterhin kontrolliert und ist der Tabelle 1 zu entnehmen. 

Um die Ergebnisse besser zu interpretieren zu können, wurde berechnet wie viele Phagen 

im Vergleich zu der ursprünglichen zugegebenden Phagenmenge noch nachgewiesen 

werden konnten. 
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Der Zwiebelmettwurst wurde im vierten Ansatz 1,3 x 106 PbE/g zugegeben. 

Erläuterung:  Phagentiter: 8 x 1010  PbE/ml, bei einer Verdünnung von 1:1000 à 8 x 107 

PbE/ml, 50ml wurden davon für 3kg Fleisch verwen-

det: . 

Diese Anzahl lässt sich nun mit der nachgewiesenen Phagenanzahl ins Verhältnis setzten: 

. Direkt nach der Herstellung konnte man bei diesem Ansatz demnach 

einen Phagen pro ca. 33 ursprünglich eingesetzten Phagen nachweisen. Analog konnte im 

Ansatz 5 ein Verhältnis von 1: 44 gefunden werden ( ) und beim 

sechsten Ansatz konnte pro 66 eingesetzten Phagen 1 Phage nachgewiesen werden 

( ).  

 

5.2.3  Diskurssion der Ergebnisse: Nachweis von Bakteriophagen 

 

Die Untersuchung zeigt, dass bei den Ansätzen 1, 2 und in der hitzeinaktivierten Phagen-

suspension keine aktiven Bakteriophagen nachgewiesen werden konnten. Falls dennoch 

aktive Phagen in die untersuchte Probe gelangt sein sollten, wäre der Phagentiter demnach 

kleiner als 100 PbE/ml (da lediglich 10µl von der 1:10 verdünnten Lösung auf die Nährbö-

den gegeben wurde). Diese Nachweisgrenze ist hinreichend, um davon ausgehen zu 

können, dass erstens die Kontrollprobe und die Schutzkulturprobe nicht kontaminiert 

wurden und zweitens die Wärmebehandlung der Phagensuspension erfolgreich war. Die 

Autorin kann demnach davon ausgehen, dass bei dem Herstellungsprozess keine 

Phagenübertragung mit der Kontrollprobe bzw. der Schutzkulturprobe stattgefunden hat. 

Zur Sicherheit wurde auch die Wurstprobe auf Phagen untersucht, welche mit der hitze-

inaktivierten Lösung behandelt wurde (Ansatz 3). Wie zu erwarten war, zeigt sich bei 

dieser Probe selbst bei der niedrigsten Verdünnung keine Lyse, so dass keine Phagen 

nachgewiesen werden konnten. 

Bei den Proben, welche mit verschiedenen Konzentrationen von Phagen behandelt wurden 

(Ansatz 4-6), lassen sich Bakteriophagen direkt nach der Herstellung im Produkt nachwei-

sen. Es ist gut zu erkennen, dass die Anzahl der im Produkt nachgewiesenen Phagen mit 
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der Ursprungskonzentration korreliert. Je mehr Phagen eingesetzt werden, desto mehr 

können letztendlich auch nachgewiesen werden. Allerdings nimmt die Anzahl der aktiven 

Phagen nach Herstellung der Zwiebelmettwürste sehr schnell ab, so dass nach 44h nur 

noch „trübe Plaques“ beobachtet werden konnten. 

Weiterhin ist zu beobachten, dass bei einer höheren Phagenanzahl im Produkt weniger 

Phagen nachgewiesen werden können. Bei der höchst dosierten Probe im Ansatz 6 konnte 

pro 66 eingesetzte Phagen einer nachgewiesen werden. Werden weniger Phagen eingesetzt 

wie zum Beispiel im Ansatz 4, so kann jedoch jeder 33ter Phage nachgewiesen werden.  

Nach Informationen von Steven Hagens (Chief Scientific Officer von EBI Food Safety) 

sind die verwendeten Phagen nach 24 Stunden nicht mehr im Produkt aktiv. Wie der 

Tabelle 1 zu entnehmen ist, können nach 21h Bakteriophagen in der Zwiebelmettwurst 

nachgewiesen werden. Beim nächsten Untersuchungszeitraum (44h) erscheinen bereits 

trübe Plaques. Die trübe Plaquebildung ist eventuell auf die vorhandenen Laktobazillen der 

Starterkultur zurückzuführen. Diese können auf BHI-Platten wachsen und werden nicht 

durch den Phagen P100 infiziert. 

Für die rechtliche Einordnung von Bakteriophagen, würden diese Untersuchungsergeb-

nisse daher noch nicht vollständig ausreichen, um das Produkt Listex P100 von den 

Verarbeitungshilfsstoffen ausschließen. Zwar können nach 21h aktive Phagen nachgewie-

sen werden, jedoch kommt das Produkt Zwiebelmettwurst erst nach einer Reifung von 48h 

in den Markt. Die Bedeutung der trüben Plaquesbildung müsste in weiteren Experimenten 

näher untersucht werden, um herauszufinden, ob Phagen nach 48h im Enderzeugnis vor-

liegen. Wäre dies der Fall, so würde die Verwendung des Produkts in Zwiebelmettwurst 

eine technologische Wirkung erzielen und wäre somit von den Verarbeitungshilfsstoffen 

ausschließen. Dies würde bedeuten, dass das Produkt als Zusatzstoff einzuordnen wäre.  
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5.3 Erste Versuchsreihe 

5.3.1 Versuchsaufbau der ersten Versuchsreihe 

 

Das inokulierte Schweinefleisch wurde in den einzelnen Ansätzen wie folgt behandelt: 

1. Ansatz  Kontrollprobe, ohne jegliche Behandlung 

2. Ansatz  statt Starterkultur Schutzkultur Holdback 261 

3. Ansatz  50 ml 1:10 verdünnte, hitzeinaktivierte Listex P100 Suspension  

4. Ansatz  50 ml 1:1000 verdünnte Listex P100 Suspension 

5. Ansatz  50 ml 1:100 verdünnte Listex P100 Suspension 

6. Ansatz  50 ml 1:10 verdünnte Listex P100 Suspension. 

 
Wie in Kapitel 4.2 untersucht, betrug der Phagentiter des verwendeten Listex P100 

Produktes zur Zeit der Applikation 8x1010 PbE/ml. Nach einer Einwirkzeit von ca. zehn 

Minuten wurde das Rohmaterial mit den benötigten Zutaten zu Zwiebelmettwürsten 

verarbeitet und bei 6°C gelagert. Die benutzte Rezeptur befindet sich im Anhang Seite 5. 

Zudem sind im Anhang auf der Seite 11 Fotos von dem beimpfen Fleisch und dem Brät zu 

finden. 

 

Auf dem Fleisch sind 3,4 x 104 KbE/ cm2 Listerien (5.1  Vorbereitung: Beimpfen des 

Rohmaterials). Für den 4. Ansatz (1:10 verdünnte Listex P100 Lösung) wurden 4x1011 

PbE/50ml Phagen eingesetzt (8x109 PbE/ml x 50 ml = 4x1011 PbE/50ml). Dies sind 

PbE/cm2. Das Verhältnis der Phagen zu den Listerien im Ansatz 

4 ist folglich:  

5347  . 

Analog dazu liegt im Ansatz 5 das Verhältnis 535 und bei Ansatz 6 das Verhältnis 53 

. Abgerundet wird mit folgenden Werten gearbeitet 5000 , 500  und 50 .  

Zu fünf festgesetzten Zeitpunkten (0, 21 und 44 Stunden, sowie 6 und 13 Tage nach Her-

stellung) sollten von allen sechs Ansätzen jeweils drei Proben genommen werden und auf 

Listerien untersucht werden. Dazu wurden Proben von ca. 10g in einem Verhältnis von 
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1:10 mit Peptonwasser homogenisiert, und nach einer Stunde Ruhezeit bei Raumtempera-

tur wurden 100µl der homogenisieren Probe auf „Brilliance Listeria“ Platten (List) spirali-

siert. Direkt nach der Herstellung wurde zusätzlich jeweils 1ml auf List-Platten pepitiert, 

um eine niedrigere Nachweisgrenze zu erhalten. Da bei den vorliegenden Ergebnissen 

keine sehr niedrige Nachweisgrenze erforderlich war, wurde in den folgenden Untersu-

chungszeitpunkten auf diesen Untersuchungsschritt verzichtet. Des Weiteren wurden die 

pH - Werte der Proben gemessen.  

 

5.3.2  Ergebnisse der ersten Versuchsreihe 

 

Auf den folgenden zwei Seiten sind die Ergebnisse des ersten Versuches den Tabellen zu 

entnehmen. Tabelle 2 zeigt den Verlauf der pH- Werte, und Tabelle 3 können die vorge-

fundenen Keimzahlen von Listeria monocytogenes entnommen werden. 
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5.3.3  Diskussion der Ergebnisse der ersten Versuchsreihe  

 

Tabelle 2 zeigt, dass bei allen Ansätzen ist pH- Wert im Laufe der Untersuchungszeit-

punkte leicht gestiegen. Gewöhnlich sollte der pH-Wert im Laufe der Reifung etwas 

absinken. Der pH-Wert im Enderzeugnis sollte zwischen 5,4 und 5,7 liegen. Je niedriger 

der Wert ist, desto höher ist die mikrobiologische Stabilität, Werte unterhalb von 5,4 

würden jedoch das Produkt sensorisch auffällig erscheinen lassen. Der vergleichsweise 

hohe pH Wert könnte durch eine zu geringe Zugabe von Milchsäure (Spiro Spezial) bei der 

Herstellung erklärt werden. 

Der Tabelle 3 kann man entnehmen, dass nach 44 Stunden keine signifikante Abnahme der 

Listerienpopulation festgestellt werden konnte. Die geringen Unterschiede der Listerienan-

zahl zwischen den einzelnen Untersuchungszeitpunkten können sich auf 

Messungenauigkeiten zurückführen lassen. Nach diesen Versuchsergebnissen scheinen die 

Bakteriophagen keinen Einfluss auf die Anzahl der Listerien im Enderzeugnis zu haben.  

Schutzkultur Holdback 261 der Firma Danisco scheint bei dieser Lebensmittelmatrix und 

den äußeren Bedingungen ebenfalls wirkungslos zu sein. Die geringe Temperatur von 6°C 

während der Lagerung der Zwiebelmettwürste könnte zu gering für ein Wachstum und die 

Produktion der antimikrobiellen Substanzen der enthaltenen Mikroorganismen sein. 

Auf Grund dieser Ergebnisse wurde nochmals Kontakt mit dem Hersteller des Produktes 

Listex P100 aufgenommen. Steven Hagens (Chief Scientific Officer von EBI Food Safety) 

erläutere, dass EBI Food Safety noch keine Erfahrung mit der Behandlung des Produkts 

Zwiebelmettwurst hat. Jedoch seien erfahrungsgemäß die Phagen lediglich 24 Stunden auf 

dem zu behandelten Lebensmittel aktiv. Da nach 44 Stunden noch kein Einfluss des 

Produktes Listex P100 auf die Listerienpopulation festgestellt werden konnte, wurden auf 

die weiteren Untersuchungszeitpunkte nach sieben bzw. nach vierzehn Tage verzichtet.  

Desweiteren wurde die genaue Vorgehensweise des Versuchsaufbaus nochmals gemein-

sam besprochen und mögliche Gründe für die scheinbare Wirkungslosigkeit der Phagen zu 

finden. Ein möglicher Grund dafür, dass die Bakteriophagen in diesem Versuchsaufbau 

wirkungslos erscheinen, könnte die geringe Einwirkzeit von zehn Minuten auf der Fleisch-

oberfläche sein.  
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Nach dem Wolfen des Fleisches ist die Wirkung der Phagen erheblich reduziert, da 

dadurch die Fläche, auf der die Phagen mit den Listerien in Kontakt treten können, um ein 

Vielfaches erhöht ist. Daher sollen den folgenden Untersuchungen die Einwirkzeit der 

Bakteriophagen bedeutend erhöht werden. Zudem sind die verwendeten Phagenkonzentra-

tionen durch den erniedrigten Ausgangsphagentiter eventuell zu gering. Laut Steven 

Hagens ist eine Verwendung des Produktes mit vorgefundenem Phagentiter mit einer 

Verdünnung von 1:10 weiterhin möglich. Die vorgenommenen Verdünnungen im Ansatz 

zwei und drei mit bis zu 1:1000 verdünnter Listex P100 Lösung ist allerdings höchstwahr-

scheinlich zu gering, um signifikante Unterschiede aufzeigen zu können. 

Im weiteren Versuch soll daher der Einfluss der Einwirkzeit auf die Wirkung der Phagen 

untersucht werden. Folgende Einwirkzeiten sollen untersucht werden: eine Stunde, drei 

Stunden und eine Einwirkung über Nacht von 18 Stunden. Die Konzentrationen der Listex 

P100 Lösung wird in allen Ansätzen einer 1:10 Verdünnung entsprechen. Ein weiterer 

Ansatz mit 18 Stunden Einwirkzeit wird mit der unverdünnten Listex P100 Suspension 

behandelt. 

 

5.4 Zweiter Versuchsreihe 

5.4.1  Versuchsaufbau der zweiten Versuchsreihe 

 

Um die Einwirkzeit der Bakteriophagen in Abhängigkeit zur Wirkung auf die Listerien zu 

beurteilen, wurden nochmals fünf Ansätze vorbereitet. Die Ansätze wurden mit 2kg ange-

setzt, da aus dem ersten Versuch bekannt war, dass der Mengenverlust durch das Wolfen 

gering ist. Alle Ansätze wurden wie in Kapitel `5.2 Beimpfung des Rohmaterials` 

beschrieben, mit Listerien beimpft. Die gleichen fünf Listerienstämme aus dem ersten 

Hauptversuch wurden über Nacht kultiviert, jeweils 1 ml jeder Listeriensuspension in ein 

Gefäß pepitiert und auf 50ml mit Ringerlösung aufgefüllt (1:10 Verdünnung). Für jeden 

Ansatz (2kg) wurden 0,2ml dieser Inokulationssuspension mit Ringerlösung auf 40ml 

aufgefüllt und mittels Besprühen das Rohmaterial beimpft. Für einen 2kg schweren Ansatz 

wurden drei Fleischteile mit 600g (10cm x 10cm x 6cm) und ein kleines Fleischstück mit 

200g (10 cm x 5cm x 4cm) portioniert. Die Oberfläche der Ansätze betrug ca. 1540cm2 (3 
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x 440cm2 + 220cm2 =1540cm2). Das Fleisch wurde demnach mit kontaminiert 3,2 x 104 

KbE/cm2 (2,5 x 108 KbE/ml x 0,2ml / 1540cm2 = 3,2 x 104 KbE/cm2 ).  

Nach einer 24 stündigen Adaptationsphase wurde das Schweinefleisch mit einer 1:10 

Verdünnung des Produktes Listex P100 behandelt und nach einer, drei bzw. 18 Stunden 

Einwirkzeit mit den weiteren Zutaten zu Zwiebelmettwurst verarbeitet. Die Phagenanzahl 

der Suspension in diesen Ansätzen betrug 4x1011 PbE/50ml (8x109 PbE/ml x 50 ml = 

4x1011 PbE/50ml). Dies sind PbE/cm2 ( PbE/cm2).  

Das Verhältnis der Phagen zu den Listerien im Ansatz 4 ist folglich:  

8116   , ca. 8.000  

Beim vierten Ansatz betrug die Einwirkzeit ebenfalls 18 Stunden und der Ansatz wurde 

mit einer unverdünntem Listex P100 Suspension behandelt. Die Phagenanzahl der Suspen-

sion im vierten Ansatz betrugt demnach 4x1012 PbE/50ml  

(8 x 1010 PbE/ml x 50ml = 4 x 1012 PbE/50ml). Dies entsprechen PbE/cm2 

( PbE/cm2). 

Das Verhältnis der Phagen zu den Listerien in diesem Ansatz beträgt: 

81168  , 80.000 . 

Der erste Ansatz diente als Kontrollprobe und wurde nicht mit Bakteriophagen behandelt. 

Die Rezeptur befindet sich im Anhang auf Seite 5. Nach der Auskunft von EBI Food 

Safety sind die Bakteriophagen nach dem Wolfen durch die vergrößerte Oberfläche nicht 

mehr in der Lage, die Listerienpopulation bedeutsam zu senken. Daher wurden lediglich 

die Listerienanzahl direkt nach der Herstellung, 22 Stunden und vierzehn Tage nach der 

Herstellung untersucht. Ein signifikanter Unterschied zwischen den 22 Stunden und nach 

Ablauf der gewöhnlichen Mindesthaltbarkeit ist nicht zu erwarten, zumal Untersuchungen 

aus dem Hause Dr. Erdmann ergeben haben, dass sich Listeria monocytogenes nicht im 

Produkt Zwiebelmettwurst vermehren kann. 
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5.4.2  Ergebnisse der zweiten Versuchsreihe 

 

Auf den nächsten Seiten sind den Tabellen 4 und 5 die Keimzahlen und die pH-Werte der 

untersuchten Ansätze zu den unterschiedlichen Untersuchungszeiträumen zu entnehmen.
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5.4.3  Diskussion der Ergebnisse der zweiten Versuchsreihe 

 

Wie man in der Tabelle 3 erkennen kann, liegen die pH Werte innerhalb des Normberei-

ches für Zwiebelmettwürste. 

Zur besseren Übersicht wurden die Werte aus der Tabelle 4 in der folgenden Grafik 

visualisiert: 

 

 

Abbildung 8: Visuelle Darstellung der Ergebnisse des zweiten Versuchs 

 

Unter diesem Versuchsaufbau kann man deutlich einen Einfluss der Bakteriophagen auf 

die Listerienpopulation erkennen. Bei der Verwendung einer 1:10 verdünnten Phagenlö-

sung ( PbE/cm2) kann eine Abnahme von ca. 50% der ursprünglichen Listerien 

verzeichnet werden.  

Wird die Einwirkzeit um weitere zwei Stunden verlängert, so reduziert sich die Listerie-

nanzahl um fast zwei Drittel. Eine weitere Erhöhung der Einwirkzeit von 18 Stunden bei 

gleicher Phagenkonzentration reduziert die Listerienanzahl geringfügig mehr. Erhöht man 

hingegen die Anzahl der Phagen auf PbE/cm2 überleben von den ursprünglichen 
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Listerien lediglich knapp 4%. Es ist demnach ein sehr hoher Überschuss an Phagen nötig, 

um eine erhebliche Abnahme der Listerien zu erreichen. 

Wie bereits vermutet, wirken die Phagen nach dem Wolfen des Fleisches nur noch gering-

fügig bzw. zeigen nach 22 Stunden eine unbeträchtliche Wirkung. Der Rückgang der 

Listerienanzahl lässt sich vermutlich nur bis zu 22 Stunden nach der Herstellung auf die 

Phagenbehandlung zurückführen. Zwar kann man nach 22 Stunden noch eine leichte 

Abnahme der Listerienpopulation erkennen, jedoch kann dieses Ergebnis auch bei den 

Kontrollproben verzeichnet werden. Es muss demnach davon ausgegangen werden, dass 

der Rückgang der Listerien nach 22 Stunden natürlicher Art ist und sich auf die Lebens-

mittelmatrix der Zwiebelmettwurst zurückführen lässt. Der größte Effekt der Behandlung 

tritt, wie erwartet, vor dem Wolfen ein.  

Laut EG VO 2073/2005 dürfen in 25 g höchstens 100 KbE/g in Produkt Zwiebelmettwurst 

nachgewiesen werden. Natürlich vorkommende Kontaminationen von Schweinefleisch 

liegen in Bereichen von bis zu 200 KbE/g vor. Unter den Voraussetzungen, welche in der 

zweiten Versuchsreihe beschrieben wurden, kann man bereits eine Abnahme von 50% der 

ursprünglichen Listerienpopulation erreichen. Dies würde, mit der Annahme einer natür-

lich vorkommenden Listerien Kontamination von bis zu 200 KbE/g, einen Wert von 100 

KbE/g bedeuten. Mit diesem Wert liegt der Hersteller immer noch im rechtlich erlaubten 

Grenzwert von maximal 100 KbE/g.  

Festzuhalten ist, dass je höher die Konzentration der Phagen ist, desto höher ist die Abtö-

tungsrate der Listerien. Daneben ist ein weiterer Einflussfaktor auf die Wirkung der 

Phagen die Einwirkzeit der Bakteriophagen vor der Verarbeitung des Fleisches. Der erste 

Hauptversuch hat gezeigt, dass eine zehnminütige Einwirkzeit zu gering ist, um signifi-

kante Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten Erzeugnissen festzustellen. 

Eine Einwirkzeit von einer Stunde hingegen genügt bereits, um 50% der ursprünglichen 

Listerienpopulation abzutöten. Ein noch besseres Ergebnis kann bei noch längeren Ein-

wirkzeiten erzielt werden. 
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6 Fazit: Prognose für den Einsatz von Bakteriophagen 

 

Zwei wesentliche Parameter beeinflussen die Wirksamkeit von Listex P100 im Produkt 

Zwiebelmettwurst: zum einen die Einwirkzeit und zum anderen die Konzentration der 

Phagen. Um eine signifikante Abnahme der Listerien zu erreichen benötigt man einen 

wesentlichen Überschuss von Bakteriophagen. Zudem hat die Einwirkzeit von Listex P100 

ebenfalls einen großen Einfluss auf die Wirksamkeit. Die Bakteriophagen müssen min-

destens eine Stunde bevor das Fleisch verarbeitet wird auf das Rohmaterial aufgebracht 

werden. Längere Einwirkzeiten erhöhen den Wirkungsgrad genauso wie höhere Konzent-

rationen von Bakteriophagen in der Lösung.  

Mit der Verwendung von mindestens 2,6 x 108 PbE/cm2 und einer Einwirkzeit von einer 

Stunde, kann man bereits eine Abnahme von 50% der ursprünglichen Listerienpopulation 

erreichen. Unter Einhaltung der vorher beschriebenen Parameter würde die prophylakti-

sche Behandlung des Rohstoffes zu einer Steigerung der Lebensmittelsicherheit führen. 

Die Behandlung von Schweinefleisch mit Listex P 100 zur Herstellung von Zwiebelmett-

wurst, stellt für Listeria monocytogenes eine Hürde dar. Zwar konnte in den 

vorangegangen Untersuchungen keine vollständige Abtötung aller Listerien erzielt werden, 

jedoch ermöglicht die Behandlung mittels Listex P100 eine Reduktion der nachweisbaren 

Listeria monocytogenes im Produkt. Bei der Verwendung von 2,6 x 109 PbE/cm2 konnten 

die Listerien im Produkt um 96% reduziert werden. 

Eine 100%ige Sicherheit, wie man sie zum Beispiel mit einer Hitzebehandlung erreichen 

könnte, ist voraussichtlich mit dem Produkt Listex P100 nicht möglich. Es bleibt vermut-

lich immer ein Restrisiko, dass ein Bakterium nicht von einem Bakteriophagen getroffen 

wird und somit die Behandlung überlebt. 

Der prophylaktische Einsatz von Bakteriophagen gegen Listerien im Produkt Zwiebel-

mettwurst kann nichtsdestotrotz Potenzial für die Industrie haben. Sollten sich Unterneh-

men allerdings für die Verwendung von Bakteriophagen gegen Listerien im Produkt 

entscheiden, so müsste zunächst die rechtliche Problematik der Zulassung und Deklaration 

geklärt werden. Zudem würde es sich empfehlen, weitere Untersuchungen mit unter-

schiedlichen Phagenkonzentrationen und Einwirkzeiten durchzuführen, um diese 

Parameter optimal aufeinander einstellen zu können. Daneben sollte das betreffende 
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Unternehmen prüfen, inwieweit sich der Einsatz der neuen Methode ökonomisch rechnen 

würde. Je nachdem, wie viel Verlust durch den Verwurf von kontaminiertem Rohmaterial 

entsteht, könnten sich die Mehrkosten für den Kauf des Produktes Listex P100 lohnen. 

Zusammenfassend kann das Produkt Listex P100 und damit der Einsatz von Bakteriopha-

gen gegen pathogene Keime Potential für die Industrie haben. 
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A. Methodenvorschrift API Listeria  

A.1  Betriebsanleitung des verwendeten API Listeria Systems 
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A.2  Ergebnis des Api Listeria IDE 760 
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B.  Arbeitsanweisung der Firma EBI Food Safety: Phagentiter Bestimmung 
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C.  Methodenvorschrift des Dr. Erdmann Instituts: Isolierung genomischer 
DNA 
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D.  Rezeptur : Zwiebelmettwurst  

 

Versuch 1: 

Schweineschulter     3000g  94,90% 

AVO Meister Club Starterkultur    0,35g  0,01% 

(Artikelnummer: 608112) 

Nitritpökelsalz     68,50g  2,17% 

Gewürzmischung     32,00g  1,01% 

Spiro Spezial      60,00g  1,89% 

Sterildarm           

       3160,85g 100% 

Versuch 2: 

Schweineschulter     2000g  94,90% 

AVO Meister Club Starterkultur    0,21g  0,01% 

(Artikelnummer: 608112) 

Nitritpökelsalz     45,72g  2,17% 

Gewürzmischung     21,28g  1,01% 

Spiro Spezial      41,92g  1,89% 

Sterildarm           

       2107,48g 100% 
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Zubereitung : 

- Fleisch in Würfel schneiden 

- Zugabe von Nitritpökelsalz, Gewürzmischung und Starterkultur- vermengen 

- Zugabe von Spiro Spezial- vermengen 

- Wolfen mit einer 3mm großen Lochscheibe (MADO, Modell Primus) 

- Füllen mit einem Handfüller (Dick) in Sterildärme 

- Reifung in der Klimakammer bei +6°C 

 

Für den Ansatz 6 des ersten Versuchs wurde statt der Starterkultur 1,8g Schutzkultur der 

Firma Danisco eingesetzt (Holdbac 261). 
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E.  Ergebniss des Versuchs: Nachweis von Bakteriophagen 

Phagennachweis direkt nach Herstellung der Zwiebelmettwürste: 

  

Ansatz 1 : 0h Kontrolle    Ansatz 2: 0h Schutzkultur 

 

Ansatz3: 0h Hitzeinaktiviert   Ansatz 4: 0h Phagenbehandlung 1:1000 

 

Ansatz 5 : 0h Phagenbehandlung 1:100  Ansatz 6: 0h Phagenbehandlung 1:10   
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Hitzeinaktivierte Phagenlösung 

Die Unebenheiten in Agar lassen sich darauf zurückführen, dass beim Herstellen des 

Nährbodens des Agar bereits an Temperatur verloren hat. Folglich kam es zu 

Klumpenbildung. Die Plaquebildung ist auf den Fotos teilweise schwer zu erkennen. 

hitzeinaktivuert  
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21h nach der Herstellung: 

Auf die Untersuchung der Kontroll-, Hitzeinaktivierten- und Schutzkulturproben wurde im 

folgenden verzichtet, da nach der ersten Kontrolluntersuchung davon ausgegangen werden 

kann, dass die Proben keine Phagen enthalten. Wie auf den Fotos zu erkennen ist der Agar 

durch die Pepitierspitze leicht beschädigt worden. Dies lässt sich in den Fotos schlecht von 

den Lysezonen unterscheiden. 

 

Ansatz 3:21h Phagenbehandlung 1:1000   Ansatz 4:21h Phagenbehandlung 1:100  

 

Ansatz 5:21h Phagenbehandlung 1:10 
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Phagennachweis 45h nach der Herstellung: 

  

Ansatz 3:45h Phagenbehandlung 1:1000   Ansatz 4:45h Phagen  behandlung 1:100

 

Ansatz 5:45h Phagenbehandlung 1:10 

 

Ab diesem Zeitpunkt ist eine trübe Plaquebildung zu erkennen. 
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F. Fotodokumentation des Hauptversuches 

 

Beimpfte Schweineschulter nach der Behandlung mit Listex P100 

 

Grundmasse vor dem Wolfen 

 

Brät nach dem Wolfen (Lochscheibe 3mm) 
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G.  Methodenvorschrift: quantitativer Listeria monocytogenes Nachweis des 
Dr. Erdmann Instituts 
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H. Produktinformationen der Schutzkultur Holdback 261 
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I.  Auflistung der Bezugsquellen der verwendeten Arbeitsmittel 

 

Holdback 261 Danisco, Kopenhagen, Dänemark 
Lixtex P100 EBI Food Safety, Wageningen, Holland 

Brilliance Listeria Agar Base Oxoid, Basingstoke, England 
Brain Heart Infusion  Oxoid, Basingstoke, England 
Peptonwasser Oxoid, Basingstoke, England 
Plate Count Oxoid, Basingstoke, England 

Brilliant Listeria Agar Oxoid, Basingstoke, England 

Starterkultur  AVO, Belm, Deutschland 
Gewürze AVO, Belm, Deutschland 
frische Schweineschulter Tönnies, Rheda-Wiedenbrück, Deutschland 
Spiro Spezial AVO, Belm, Deutschland 

Sterildärme Kalle, Wiesbaden, Deutschland 
 




