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Ausgangssituation

Pseudomonaden gehoren zu den am weitesten verbreiteten psychrophilen (kalteliebenden) Verderbniserre-
gern, besonders in aerob gelagerten Lebensmitteln mit einem hohen Wassergehalt und einem neutralen pH-
Wert, wie Fleisch, Fisch, Gefligel und Milch.

Pseudomonaden in Rohmilch werden zwar durch Hitzebehandlungen inaktiviert, problematisch ist aber die
Produktion von hitzestabilen Enzymen durch diese Bakterien, da viele der protein- und fettabbauenden En-
zyme nach Sterilisationsverfahren, wie einer Pasteurisation oder einer UHT-Behandlung, weiter aktiv bleiben
und damit die Qualitat und Sensorik, das optische Erscheinungsbild und die Haltbarkeit der Milch auf Dauer
stark beeintrachtigt werden. Zudem kann die Bildung dieser Enzyme durch ausgedehnte Lagerzeiten bei nied-
rigen Temperaturen bei den Milcherzeugern oder in Molkereibetrieben sogar beglinstigt werden, da solche
Bedingungen einen selektiven Vorteil fiir psychrophile Pseudomonaden bieten.

Im Rahmen des IGF-Vorhabens 20027 N konnten bereits direkte Eintragsrouten der Bakterien in die Milch
identifiziert werden. Besonders Stellen am Melkzeug und im Melksystem, die von der automatischen Reinigung
schwer erfasst werden, zeigten z. T. einen sichtbaren mikrobiellen Bewuchs und eine entsprechend hohe Be-
lastung mit Pseudomonaden. Grundsatzlich wurden auf Gummioberflachen, besonders Dichtungen, die héchs-
ten Pseudomonas-Keimzahlen ermittelt. Grund hierfiir konnte eine leichtere Adhasion von Bakterien an diese
Oberflachen sein, was die Bildung mikrobieller Biofilme begiinstigen wiirde. Als Biofilm wird ein physiologi-
scher Wachstumszustand von Mikroben bezeichnet, bei dem sich freischwimmende (planktonische) Zellen an
einer Oberflache ansiedeln und sich in eine Schleimschicht bestehend aus verschiedenen extrazelluldren poly-
meren Substanzen (EPS) einbetten. Der resultierende Biofilm ist durch eine erhéhte Resistenz gegeniiber Des-
infektions- und Reinigungsmitteln gekennzeichnet, da chemische Substanzen die Schleimschicht (auch Biofilm-
matrix genannt) unter Umstanden nur schwer penetrieren kdnnen. Ergebnisse des IGF-Vorhabens 20027 N
sowie weitere Studien belegen zudem, dass die Produktion proteolytischer und lipolytischer Enzyme durch
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biofilmassoziierte Bakterien deutlich erhoht ist, was bei unzureichender Reinigung von Melkequipment zu ei-
ner kontinuierlichen Kontamination der Rohmilch fiihren kann.

Zu den gangigen HygienemalRnahmen in milchproduzierenden Betrieben gehodren der Einsatz chemischer Des-
infektions- und Reinigungsmittel sowie strikte Hygienevorschriften. Der Einsatz von Standardreinigern reicht
jedoch oftmals nicht aus, um bakterielle Biofilme effektiv von schwer zuganglichen Oberflachen zu entfernen.
Eine vielversprechende Erganzung zu etablierten Verfahren stellt die Biokontrolle durch Bakteriophagen dar
(kurz: Phagen), d. h. von Viren, die spezifisch Bakterien infizieren und selektiv abt6ten. Es sind bereits mehrere
kommerzielle Phagenprodukte (z.B. EcoShield®, SalmoFreshTM, ListShield) auf dem internationalen Markt er-
haltlich, die zur Biokontrolle von verschiedenen pathogenen Bakterien (z.B. Escherichia coli, Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes) in lebensmittelrelevanten Bereichen Einsatz finden. Die Nutzung geeigneter Phagen-
Cocktails zur Biokontrolle von Pseudomonaden ist bisher jedoch noch keine gangige Praxis.

Ziel des Forschungsvorhabens war es deshalb, die Wirksamkeit von Phagen zur Beseitigung von verderbnisre-
levanten Pseudomonas-Bakterien zu untersuchen, um Phagen gegen relevante Milchverderbsorganismen der
Pseudomonas-Gruppe zu identifizieren und deren Effizienz als Agenzien zur Biokontrolle im praxisnahen MafR-
stab zu bewerten, wobei das Augenmerk auf der Beseitigung von Multispezies-Biofilmen lag.

Forschungsergebnisse

Im Rahmen des Vorhabens wurden aus unterschiedlichen Umweltproben insgesamt 36 Bakteriophagen iso-
liert, die eine lytische Aktivitat gegenliber verderbnisrelevanten Pseudomonas-Stammen zeigten. Von diesen
Phagen erwiesen sich 29 als genomisch eindeutig unterscheidbar und wurden naher charakterisiert. Die Un-
tersuchungen der Wirtsspektren auf Fest- und in Flissigmedium zeigten deutliche Unterschiede in der Infekti-
onseffizienz der einzelnen Phagen in Abhangigkeit vom Versuchsansatz. Wahrend einzelne Phagen in FlUssig-
kultur eine hohe Aktivitat aufwiesen, erwies sich die Analyse auf Festmedium als besser geeignet, um biofilm-
relevante Eigenschaften abzubilden. Auf dieser Grundlage wurde eine Auswahl geeigneter Phagen fiir weiter-
flihrende Untersuchungen getroffen.

Parallel dazu wurde ein Langzeit-Biofilm-Monitoring auf finf milchproduzierenden Betrieben durchgefiihrt.
Uber acht Quartale hinweg wurden Biofilmproben von kritischen Stellen entnommen und mikrobiologisch so-
wie molekularbiologisch analysiert. Die Ergebnisse zeigten, dass die Biofilme eine hohe mikrobielle Diversitat
aufweisen und sich aus einer relativ stabilen Kernmikrobiota sowie einer variablen, hof- und zeitabhangigen
Zusatzflora zusammensetzen. Pseudomonas-Spezies waren dabei insgesamt nicht dauerhaft dominant, traten
jedoch in einzelnen Proben zeitweise in erhéhter Abundanz auf. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die Bio-
filmbelastung stark vom jeweiligen Betrieb, der technischen Ausstattung und dem Reinigungsmanagement be-
einflusst wird.

Die Untersuchungen zur Wirksamkeit von Phagen gegenliber Biofilmen ergaben differenzierte Ergebnisse. Eine
besonders ausgepragte Wirkung wurde beim praventiven Einsatz beobachtet. Die Neubildung von Biofilmen
konnte durch Phagen deutlich gehemmt werden, wobei Phagencocktails im Vergleich zu Einzelphagen eine
starkere Wirkung zeigten. Die Wirksamkeit von Phagen auf bereits etablierten Biofilmen war hingegen deutlich
eingeschrankter. Die Effekte waren dabei stark abhangig von der Oberflache, auf der die Biofilme gewachsen
waren. Wahrend Biofilme auf Metalloberflachen reduziert werden konnten, zeigte sich auf Biofilmen auf Gum-
mioberflachen eine deutlich geringere Wirksamkeit. Darliber hinaus erwiesen sich Biofilme, die aus mehr als
einer Wirtsspezies bestanden, als weitgehend unempfindlich gegeniiber einer alleinigen Phagenbehandlung.

Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der Untersuchung der Resistenzbildung gegeniiber Phagen. Dabei konnte
gezeigt werden, dass auch beim Einsatz eines Phagencocktails aus mehreren Phagen phagenresistente Pseu-
domonas-Kolonien entstehen kénnen. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass der Einsatz von Phagencocktails das
Risiko einer Resistenzbildung nicht vollstéandig ausschlieRt und dieser Aspekt bei zukiinftigen Anwendungskon-
zepten berticksichtigt werden muss.
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Ein zentrales Ergebnis des Vorhabens war der Nachweis eines klaren synergistischen Effekts bei der kombinier-
ten Anwendung von Phagen mit etablierten Sdure-Lauge-Reinigern. Durch diese Kombination konnten auch
etablierte Biofilme effizient reduziert werden, wahrend Einzelanwendungen deutlich weniger wirksam waren.
Die Ergebnisse zeigen, dass Phagen insbesondere als erganzende MaRnahme bestehender Reinigungsverfah-
ren sinnvoll eingesetzt werden kénnen.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass Phagen insbesondere im praventiven Einsatz sowie in Kombination mit
chemischen Reinigungsverfahren ein Potenzial zur Kontrolle von Pseudomonas-Biofilmen besitzen, wahrend
die Grenzen einer alleinigen phagenbasierten Biofilmbekdampfung klar aufgezeigt wurden. Die gewonnenen
Erkenntnisse liefern damit eine fundierte Grundlage fir die Weiterentwicklung realistischer, kombinierter Hy-
gienestrategien in milchproduzierenden Betrieben.

Wirtschaftliche Bedeutung

Die Milcherzeugung und Milchverarbeitung gehdren zu den bedeutendsten Wirtschaftsbereichen im deut-
schen Agrar- und Erndahrungssektor. Deutschland zahlt zu den gréRten Erzeugern von Kuhmilch innerhalb der
Europaischen Union und lieferte 2024 rund 31,3 Millionen Tonnen Rohmilch an Molkereien, davon etwa 4,5 %
aus okologischer Erzeugung. Die Molkereiunternehmen in Deutschland erzielten im Jahr 2024 einen Umsatz
von rund 39,6 Mrd. €, was im Vergleich zu friiheren Jahren eine deutliche Steigerung darstellt. Ca. 50 % der
erzeugten Milch wurde 2024 in Form verschiedener Produkte exportiert, was einem Anteil des Exports am
Gesamtumsatz von etwa 30 % entspricht.

Genaue Zahlen zum 6konomischen Schaden durch mikrobiellen Verderb im milchverarbeitenden Sektor wer-
den statistisch nicht erhoben, belaufen sich weltweit laut Schatzungen jedoch auf ca. 20-30 %. Einen Uber-
durchschnittlichen Anteil der aus Milch isolierten psychrotrophen Bakterien gehdren der Gattung Pseudomo-
nas an. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass eine Kontamination mit Pseudomonaden auch in
Deutschland erhebliche finanzielle Schaden in Milliardenh6he durch Qualitdtsminderungen und Verderb ver-
ursacht.

Eine Anwendung von Phagen bietet daher milchverarbeitenden Betrieben, insbesondere KMU, die Moglich-
keit, Produktionsverluste zu reduzieren, indem verderbnisférdernde Pseudomonaden inaktiviert werden und
somit die Bildung von verderbnisrelevanten und hitzeresistenten Enzymen, wie z. B. Lipasen und Proteasen,
verhindert wird. KMU sind in besonderem MaRe von mikrobiell bedingten Qualitdtsminderungen betroffen,
da sie haufig mit begrenzten personellen, technischen und finanziellen Ressourcen arbeiten und auf stabile
Prozesse sowie eine hohe Produktsicherheit angewiesen sind. Ein sicheres Produkt, welches weniger Verderb-
niserreger der Gattung Pseudomonas enthalt und in dem keine verderbnisrelevanten Enzyme vorkommen,
steigert daher die Haltbarkeit und damit auch die Wirtschaftlichkeit der Herstellung in verschiedenen Statio-
nen der Produktionspipeline bis hin zum Konsum.

Der im Rahmen dieses Projektes untersuchte Einsatz von Pseudomonas-spezifischen Phagen diente dabei zu-
nachst der Evaluation des Konzepts der Biokontrolle von biofilmassoziierten Pseudomonaden in praxisnahen
Modellversuchen. Die gewonnenen Erkenntnisse ermdglichen eine realistische Einschatzung des Potenzials
und der Grenzen des Phageneinsatzes und zeigten, dass insbesondere der praventive Einsatz von Phagen sowie
deren Kombination mit etablierten Reinigungsmitteln Ansatzpunkte bieten um bestehende Hygienekonzepte
gezielt weiterzuentwickeln, ohne bestehende Prozesse grundlegend verandern zu mussen. Fiir KMU bedeutet
dies, dass durch eine gezielte praventive Anwendung das Risiko einer Biofilmentstehung reduziert und damit
der Aufwand fiir nachgelagerte, kostenintensive ReinigungsmalRnahmen verringert werden kann.
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