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Kurzfassung

Bakteriophagen gelten als vielversprechende natiirliche antimikrobielle Agenzien gegen
pathogene aber auch verderbniserregende Bakterienspezies in der Lebensmittelherstellung
und auf Lebensmitteln, da sie spezifisch Bakterien abtéten. Sie kommen ubiquitdr in der
Umwelt vor und lassen sich aus Habitaten ihrer jeweiligen Wirtsspezies isolieren. Phagen
bendtigen stoffwechselaktive Bakterienzellen, um sich zu vermehren und in Folge die
Wirtszellen abzutéten. Virulente Phagen durchlaufen ausschlieRlich einen lytischen
Vermehrungszyklus, bei dem die Phagen repliziert und nach Lyse der Wirtszelle freigesetzt
werden. Temperente Phagen konnen neben dem lytischen einen lysogenen Zyklus
einschlagen, bei dem das Phagengenom als inaktiver ,,Prophage” in das Wirtsgenom integriert
und mit diesem repliziert wird, ohne dass Viren gebildet werden und die Wirtszelle abgetotet
wird. Temperente Phagen sind in der Lage, durch spezialisierte Transduktion bakterielle DNA
mit aufzunehmen und zu Ubertragen, wodurch auch unerwiinschte Gene, beispielsweise
Antibiotikaresistenzen, zwischen Bakterienzellen verbreitet werden.

Phagenbehandlungen kdnnen entlang der Lebensmittelkette sowohl im Preharvest-Bereich
(in Tierzucht und im Ackeranbau) als auch im Postharvest-Bereich (Behandlung von Rohware,
in der Produktionskette, am fertigen Lebensmittelprodukt) erfolgen. Sie werden insbesondere
zur Biokontrolle, d.h. der Reduzierung von Pathogenen wie z. B. Toxin bildenden Escherichia
coli, Salmonella enterica oder Listeria monocytogenes eingesetzt, aber auch zur
Biokonservierung, d.h. gegen vorherrschende Verderbniserreger in einem Lebensmittel, wie
z. B. Pseudomonas aeruginosa in Milch oder Clostridium-Spezies in Fleisch. Vorteile ergeben
sich aus ihrer hohen Spezifitat und der Moglichkeit, gezielt unerwiinschte Bakterien zu
reduzieren, ohne die Eigenschaften des Rohstoffes oder des Lebensmittels zu beeinflussen.

Bei der Nutzung von Phagen im Lebensmittelbereich bestehen verschiedene Limitierungen
und Unsicherheiten, die sich unter anderem auf folgende Faktoren zurlickfiihren lassen:

e Enges Wirtsspektrum: Viele Phagen infizieren nur bestimmte Stamme/Serotypen
einer Spezies, was die Effektivitat einschranken kann.

e Unzureichende Kenntnis Uber die auf dem zu behandelnden Lebensmittel
vorherrschenden Stamme bzw. Serotypen der Zielspezies.

e Die Wirksamkeit ist abhdngig von Umgebungsbedingungen wie Temperatur, pH-Wert
sowie insbesondere vom physiologischen Zustand der Wirtszellen.

e Beschaffenheit des Lebensmittels: In mikrostrukturellen Vertiefungen (z.B. Furchen
und Rillen) kdnnen die Wirtszellen fiir Phagen gegebenenfalls schwer zuganglich sein.
Zudem sollte die Lebensmitteloberfliche ausreichend feucht sein, damit sich die
Phagen gut verteilen.

¢ Inhomogene Verteilung der Wirtszellen auf der Oberfliche: Ein hoher Uberschuss an
Phagen ist erforderlich, um sicherzustellen, dass jede Wirtszelle von mindestens einem
Phagen erreicht wird.

e Unsicherheit hinsichtlich der Dauer der Phagenaktivitat, insbesondere im Fall einer
Sekundarkontamination oder wiederaufkommendem Wachstum der Zielspezies nach
Aufbringen der Phagen.

e Wahl des geeigneten Anwendungszeitpunkts entlang der Produktionskette.
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Im Zusammenhang mit der Anwendung von Phagen in der Lebensproduktion werden
verschiedene potenzielle Risiken diskutiert:

e Mogliche Resistenzentwicklung der Wirtszellen infolge einer langer anhaltenden
Koexistenz mit Phagen mit potenziellen Auswirkungen auf die Wirksamkeit
nachfolgender Phagenbehandlungen.

e Potenzielle negative Effekte auf das Darmmikrobiom sowie auf die menschliche
Gesundheit durch die Aufnahme phagenbehandelter Lebensmittel.

e Freisetzung der Phagen in die Umwelt und deren moéglicher negativer Einfluss auf
natirliche Bakterienpopulationen.

e Mogliche Beteiligung der eingesetzten Phagen, obwohl strikt lytisch ausgewahlt, am
horizontalen DNA-Transfer zwischen Bakterienzellen und damit einhergehende
Beglinstigung der Verbreitung von unerwiinschten Genen.

e Freisetzung von Endo- und Exotoxinen auf dem Lebensmittel und im
Gastrointestinaltrakt durch Lyse der entsprechenden Bakterien.

e Potenzielle Allergenitadt der Phagen

e Mogliche Verfalschung der Ergebnisse kulturbasierter Nachweisverfahren durch
aktive Phagen, die in Proben behandelter Lebensmittel verbleiben.

e Fehleinschatzung der Sicherheit des behandelten Lebensmittels, sofern
Phagenanwendungen als Ersatz fiir etablierte Entkeimungsmethoden oder
HygienemaBnahmen betrachtet werden.

Viele der genannten Limitierungen und potenziellen Risiken lassen sich durch sachgerechte
Anwendung (,,good practice”) sowie geeignete SicherheitsmaBnahmen eingrenzen. Dies liegt
in der Verantwortung der Hersteller und/oder des Anwenders. Von zentraler Bedeutung fir
die Lebensmittelsicherheit ist dabei die fundierte Kenntnis der Leistungsfahigkeit und der
Grenzen der Phagenanwendungen.

Vor dem Hintergrund der dargestellten Aspekte zu Limitierungen und potentiellen Risiken
wird als angezeigt erachtet, jeden Phagencocktail einer Einzelfallbewertung zu unterziehen
und entsprechend gesondert zuzulassen. Dariiber hinaus empfiehlt sich die Anwendung eines
QPS-Systems (Qualified Presumption of Safety), wie es bereits fur die Sicherheitsbewertung
von Mikroorganismen in der Lebensmittelherstellung eingesetzt wird.

Es bestehen weiterhin offene Fragestellungen sowie Forschungsbedarf, die im Kontext der
Anwendung von Bakteriophagen in der Lebensmittelproduktion bericksichtigt werden
sollten:

e |dentifizierung und funktionelle Charakterisierung bislang unbekannter Gene im
Genom des zur Anwendung vorgesehenen Phagen.

e Untersuchung einer potenziellen Resistenzentwicklung unter praxisrelevanten
Einsatzbedingungen im Lebensmittelbereich, insbesondere bei der Behandlung von
Arbeitsoberflachen. Es sollte ausgeschlossen werden, dass das Auftreten resistenter
Wirtszellen die Wirksamkeit etablierter Phagencocktails beeintrachtigt.



e Systematische Untersuchungen zur Stabilitdt und Dauer der Wirksamkeit der Phagen
unter verschiedenen Umgebungsbedingungen sowie auf unterschiedlichen
Lebensmitteln bzw. Lebensmittelmatrices.

e Klarung des Einflusses der eingesetzten Phagen auf kulturbasierte Nachweisverfahren
und inwieweit alternative nicht-kulturbasierte Methoden vorzuziehen sind.

e Weiterfiihrende tierexperimentelle und Humanstudien zur Bewertung potenzieller
negativer Auswirkungen auf das Darmmikrobiom und die menschliche Gesundheit,
einschlielRlich der Bestatigung moglicher positiver Effekte.

e Gewahrleistung, dass in Lebensmitteln eingesetzte Phagenspezies nach oraler
Aufnahme nicht systemisch aufgenommen und in physiologische Prozesse
eingreifen, wie es fiir einige Phagenspezies beschrieben wird.

e Klarung, ob die Freisetzung von Endo- oder Exotoxinen aus lysierten Wirtszellen im
Lebensmittel oder im Gastrointestinaltrakt nachteilige Effekte verursachen kann.

e Ermittlung des Beitrags der Phagenanwendungen zur Nachhaltigkeit in der
Lebensmittelherstellung und in der Sicherstellung der Lebensmittelversorgung.

AuBerhalb der Europaischen Union werden in einigen Ldandern kommerzielle Phagenpraparate
eingesetzt, obwohl sie nicht eindeutig als Lebensmittelzusatzstoff, Verarbeitungshilfsstoff
oder Mittel zur Dekontamination von Lebensmitteloberflichen tierischen Ursprungs
eingeordnet worden sind. lhre Zulassung basiert Gberwiegend auf dem GRAS (Generally
Recognized As Safe)-Status, der von der US-FDA (Food and Drug Administration) vergeben
wird. Dieser Status bewertet jedoch weder die Wirksamkeit der Phagen noch die
Anforderungen fir eine Zuordnung der Phagen zu den drei genannten Kategorien. In der
Europdischen Union sind Phagenpraparate bisher aufgrund der Unsicherheiten in Bezug auf
die Zuordnung sowie Bedenken zu ihrer Wirksamkeit und praktischen Anwendung nicht EU-
weit zugelassen. Auf nationaler Ebene ist jedoch eine Zulassung von Phagenpradparaten als
Verarbeitungshilfsstoff gegen Listerien in bestimmten Bereichen mdglich.



1 Einleitung

Bakteriophagen (kurz Phagen) sind Viren, die eine hohe Wirtsspezifitdt aufweisen und gezielt
bestimmte Bakterienspezies infizieren. Phagen wird ein grofRes Potential sowohl in der
Human- und Tiermedizin als auch im Bereich der mikrobiologischen Lebensmittelsicherheit
zugesprochen. So kann durch den Einsatz von Phagen bei der Lebensmittelherstellung oder
direkt am Lebensmittel eine Belastung mit humanpathogenen oder Lebensmittel
verderbenden Bakterien gezielt reduziert werden (Hagens and Loessner 2010). Aktuell wachst
das Interesse an Phagen. Das liegt zum einen an der Zunahme antibiotikaresistenter
Bakterienstimme, aber auch am vermehrten Auftreten von lebensmittelbedingten
Infektionen, die durch Bakterien wie Listeria monocytogenes, Campylobacter spp., Shiga
Toxin-produzierende Escherichia coli und Salmonellen verursacht werden, sowie
Lebensmittelvergiftungen, die z.B. auf Bacillus cereus, Staphylococcus aureus und
verschiedene Clostridium-Spezies zurlickgehen. Zudem besteht groRes Interesse an natirlich
vorkommenden, antimikrobiellen Agenzien aufgrund der Skepsis vieler Verbraucher
gegentber der Verwendung chemischer Konservierungsstoffe in Lebensmitteln oder

chemischen Desinfektionsmitteln auf Verarbeitungsoberflachen (Sillankorva et al. 2012).

Phagen lysieren ausschlieRlich Bakterienzellen, nicht jedoch die Zellen von Menschen, Tier
oder Pflanze (Kutateladze and Adamia 2010). Sie kommen ubiquitar in der Natur vor und sind
ein natirlicher Bestandteil der Darmmikrobiota, ihre Zahl im Darm wird mit 1012 bis 10%®
angegeben (Dalmasso et al. 2014; Shkoporov and Hill 2019). Sie sind in unverarbeiteten und
verarbeiteten Lebensmitteln natlrlicherweise vorhanden (Hudson et al. 2005; Tsuei et al.
2007) und werden somit taglich in groRer Zahl vom Menschen aufgenommen. Phagen sind
seit ihrer Entdeckung im Jahr 1915 umfassend sowohl in der Human- und Tiermedizin als auch
in verschiedenen, landwirtschaftlichen Bereichen in den ehemals Ostblockstaaten zur
Bekdampfung von Bakterien verwendet worden (Sillankorva et al. 2012). Sie eignen sich
besonders fiir eine Anwendung in Lebensmitteln, da sie dem Stress und den
physikochemischen Bedingungen bei der Lebensmittelverarbeitung sehr gut widerstehen
konnen, ihre Wirkung ist aber abhangig von Bedingungen, bei denen die Wirtsbakterien
stoffwechselaktiv sind (Bryan et al. 2016). In der Milchindustrie kdnnen natirlicherweise
vorkommende Phagen Fermentationskulturen stéren und zu Produktionsausfallen fihren
(Pofaska and Sokotowska 2019). Phagen konnen energie- und ressourcenschonend sowie

kostenglinstig in der Anwendung sein, abhdngig davon, wie leicht sie zu isolieren und zu
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vermehren sind (Sillankorva et al. 2012). Sie bieten Vorteile gegentiber vielen konventionellen
Entkeimungstechniken, da sie als biologisches Material ohne eigenen Stoffwechsel die
Produktqualitat nicht verandern und so auch auf roh verzehrten Lebensmitteln wie Obst und
Gemise angewendet werden konnen (Garcia et al. 2008). Phagen kdnnen sich an veranderte
Abwehrmechanismen der Wirtsbakterien kontinuierlich anpassen (Koskella and Brockhurst
2014; Mattila et al. 2015), so dass wirksame Phagen kontinuierlich gegen veranderte
Bakterienspezies oder neu auftretende Stamme aus der Umwelt isoliert werden kénnen, auch
wenn die Suche nach einem hochlytischen Phagen mit breitem Wirtsspektrum zeitaufwendig
und anspruchsvoll sein kann (Glonti and Pirnay 2022; Meaden and Koskella 2013; Sillankorva

et al. 2012).

Als Kritik an einer Phagenanwendung wird haufig angefihrt, dass nicht sicher gewahrleistet
werden kann, dass die eingesetzten Phagen die entsprechenden Bakterienspezies hinreichend
dezimieren. Dies kann an einer hohen Diversitait der Stamme/Serotypen einer
Bakterienspezies, an mutierten Phagen mit verdnderter Wirtsspezifitdit oder an einer
Resistenzentwicklung der Zielbakterien gegeniiber den eingesetzten Phagen liegen. Dariiber
hinaus wird befilirchtet, dass eine solche Resistenzentwicklung mit einer erhéhten
Antibiotikaresistenz oder einer erh6hten Virulenz der Bakterien einher gehen kdnnte. Es wird
auch befiirchtet, dass Phagen nicht, wie vorgesehen, zusatzlich angewendet werden, sondern
statt etablierter, konventioneller Methoden, die zur Gewahrleistung der mikrobiologischen
Sicherheit notwendig sind. Auf dem Lebensmittel verbleibende aktive Phagen kénnten den
kulturbasierten Nachweis ihrer Wirtsbakterien in Lebensmittelproben verfdlschen. Die
unkontrollierte Freisetzung von groBen Mengen der eingesetzten Phagen in die Umwelt,
besonders bei der Oberflaichenanwendung in Tierstall und Produktionsstatten, wird ebenfalls
als mogliches Risiko angefiihrt, da eine unkontrollierte, unter Umstdnden kritische
Veranderung der vorhandenen Bakterienpopulationen durch die freigesetzten Phagen
befurchtet wird. Auch der Transfer von Toxin- und Antibiotikaresistenzgenen wird
verschiedentlich als Risiko von Phagenanwendungen im Lebensmittelbereich genannt, ist aber
durch die unbedingt vorgeschriebene Auswahl virulenter Phagen, die strikt lytisch sind,
unwahrscheinlich. Virulente Phagen integrieren nicht in das Bakterienchromosom und kénnen
nicht gezielt bakterielle Toxin- und Antibiotikaresistenzgene in ihr Genom und damit in die

Virenkapsel aufnehmen und (ibertragen (spezialisierte Transduktion). Negative Effekte auf das



menschliche Darmmikrobiom oder mogliche allergische Reaktionen durch eine hohe

Aufnahmemenge an Phagen werden ebenfalls als potenziell nachteilig diskutiert.

In den USA und in einer Reihe anderer Staaten werden kommerzielle Phagenpraparate bereits
in der Lebensmittelproduktion eingesetzt (eine Ubersicht siehe Roth et al. 2026). In der EU
gibt es keine gesetzlichen Regelungen und keine Zulassung fiir Phagenpraparate. In einigen
europdischen Landern (Niederlande, Schweiz) dirfen Phagen gegen Listerien bei der
Prozessierung von Lebensmitteln als Verarbeitungshilfsmittel, zur Dekontamination von
Produktionsflachen, aber auch auf rohem Fleisch und Gefligel verwendet werden.
Nach bisheriger Beurteilung durch die EFSA werden sowohl im begrenzten Wirtsspektrum der
Phagen/Phagencocktails als auch in einer méglicherweise unzureichenden Wirksamkeit und
dem nicht belegten Verlauf der Phagenaktivitat die Hauptrisiken bei Phagenanwendungen im
Lebensmittelbereich gesehen, besonders, wenn bewahrte Dekontaminationsmethoden

ersetzt werden sollen (EFSA 2012; EFSA 2016).

Die vorliegende Stellungnahme wird sich schwerpunktmaRig mit der Anwendung von Phagen
bei der Herstellung von Lebensmitteln und am fertigen Lebensmittel befassen (,,Postharvest“-
Bereich). Jedoch wird auch die Anwendung bei der Anzucht von Nutztieren und -pflanzen
(,Preharvest“-Bereich) angesprochen. Ziel ist, die mdglichen Risiken, die im Zusammenhang
mit dem Einsatz von Phagen bei der Lebensmittelherstellung genannt werden, auf Basis der
derzeitigen  wissenschaftlichen  Erkenntnisse zu bewerten und gegebenenfalls
Forschungsbedarf zu benennen (siehe auch Roth et al. 2026). Eine Einordnung der Phagen als
unbelebte Partikel mit potenzieller biologischer Wirkung als Lebensmittelzusatzstoff,
Verarbeitungshilfsstoff oder Mittel zur Reduzierung bakterieller Oberflachen-
verunreinigungen auf Lebensmitteln tierischen Ursprungs soll in dieser Stellungnahme
diskutiert werden. Der therapeutische Einsatz von Phagen an Nutztieren ist nicht Thema der
Stellungnahme, der therapeutische Einsatz am Menschen und die Verwendung als
Probiotikum werden in der Diskussion im Zusammenhang mit der Unbedenklichkeit einer
oralen Phagenaufnahme angesprochen. Ebenfalls nicht bewertet werden der Einsatz von
Phagen zur Wasserreinigung und zur Identifizierung von kontaminierenden Bakterienspezies

auf Lebensmitteln sowie die Anwendung von aus Phagen isolierten lytischen Enzymen.



2 Grundlagen zu Bakteriophagen — eine Ubersicht

Bakteriophagen (griechisch: baktérion ,Stabchen”, phagos , Fresser) oder kurz auch Phagen
genannt, vermehren sich durch die Infektion von Bakterien oder Archaeen (Ackermann 2001).
Phagen bilden somit die am haufigsten vorkommende, selbst-replizierende biologische
Einheit auf der Erde (Hill et al. 2018) und die groBte Gruppe von Viren (Ackermann 2001).
Phagen sind ubiquitér in der Natur zu finden und es existieren schatzungsweise 103! bis 10%?
Phagen, die sich in Boden, Wasser aber auch in Lebensmitteln befinden (Emond and Moineau
2007; Potaska and Sokotowska 2019). So werden Werte von 1,5x108/g landwirtschaftlich
genutztem Boden, 10° bis 10°/m| Meerwasser und 7x108 bis 1,5x107/ml Frischwasser genannt
(Vikram et al. 2021). Nach Schatzungen existieren auf der Erde zehnmal mehr Phagen als
Bakterien. Dabei beeinflussen Phagen die in der Umwelt sich befindende Menge an
Bakterienzellen und halten diese im Gleichgewicht (Naureen et al. 2020). Phagen sind in der
Lage, in- und aulRerhalb der Bakterienzelle zu Gberdauern (Batinovic et al. 2019) und zeichnen
sich durch ihre hohe Spezifitdt gegenliber ihren Wirten aus (Potaska and Sokotowska 2019).
Diese Spezifizitat ist auf die spezifische Bindung von Rezeptor-Bindeproteinen der Phagen an
Rezeptormolekile an der Oberflache der Bakterien-Wirtszellen nach dem Schliissel/Schloss-

Prinzip begriindet (Sharma et al. 2017).

Bereits 1896 berichtete der britische Bakteriologe Hankin Uber eine unbekannte,
antibakterielle Aktivitat gegen Vibrio cholerae. Zwei Jahre spater beobachtete der russische
Bakteriologe Gamaleya dhnliches bei Bacillus anthracis (Skorynina et al. 2020). Letztendlich
konnte Twort 1915 in England Zersetzungsprozesse an Staphylokokken auf die Einwirkung von
Phagen zurickfiihren (Twort 1915). Die Benennung als ,Bakteriophagen” geht auf den
Kanadier Félix Hubert d’'Hérelle im Jahr 1917 zurlick (d’Herelle 1917). Er schlussfolgerte, dass
die unregelmaRBig verteilten, Bakterien-freien Stellen auf einem Bakterienrasen auf ein einfach
zu isolierendes, bakteriolytisches Agens zurilickzufihren seien, verursacht durch
»Bakterienfresser” bzw. ,Bakteriophagen” (d'Herelle 1930). Im Jahr 1917 wandte er die
Phagentherapie erfolgreich bei Menschen an, die an dem ,,Ruhrbazillus” (Shigella dysenteriae)
erkrankt waren (Goodridge 2013). D’Hérelle spielte auch fir den Aufbau des Eliava-Instituts
fir Phagenforschung eine grofRe Rolle, das im Jahr 1923 von dem georgischen Mikrobiologen
Prof. George Eliava in Tiflis, Georgien, gegriindet wurde und noch heute existiert

(https://eliava-institute.org/). Da die friihe therapeutische Anwendung der Phagen

unzuverlassig war, obwohl das Wissen durch die Erforschung der Biologie und richtigen
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Anwendung von Phagenmischungen standig erweitert wurde (Hanlon 2007; Kutateladze and
Adamia 2010), wurde ihre Verwendung in westlichen Landern im zweiten Weltkrieg durch die
breite Vermarktung von Antibiotika eingestellt, in der ehemaligen Sowjetunion jedoch

fortgefihrt (Kutateladze and Adamia 2010).

2.1 Aufbau und Wirkung von Bakteriophagen

Phagen besitzen generell eine einfache Struktur. Sie bestehen im Wesentlichen aus einer
Virushille (dem Kapsid), die das Phagengenom umschlieRt (Abbildung 1). Das Kapsid ist aus
viralen, aggregierten Strukturproteinen (Kapsomeren) aufgebaut. Die Kapside einiger Phagen
sind von einer Lipid-Membran umhdiillt, die in der Regel aus der zuvor lysierten Wirtszelle
stammt. Es gibt aber auch Phagen, die selbst Lipoproteine kodieren (Mantynen et al. 2019).
Beim Phagengenom kann es sich um DNA oder RNA handeln, die einzel- oder doppelstrangig
sein kann und fur die Replikation des Phagengenoms sowie die Synthese der Strukturproteine
verantwortlich ist. Am haufigsten findet man Genome aus doppelstrangiger DNA, die eine
GroRe zwischen ca. 10 und 500 kbp haben kdnnen. Die weitaus grofite Zahl (= 90 %) der
bekannten Phagen besitzen zuséatzlich zum Kopf (Kapsid) noch einen Phagenschwanz, der aus
Proteinen besteht (Abbildung 1). Solche Phagen wurden Uber viele Jahre der Ordnung
Caudovirales zugeordnet, die urspriinglich auf Basis ihrer Morphologie drei Familien enthielt
(Maniloff and Ackermann 1998). Die meisten dieser Phagen gehorten zur Familie Siphoviridae,
welche einen langen, nicht kontraktilen Schwanz aufweist (Ackermann and Prangishvili 2012).
Am zweithdufigsten kommen Phagen mit einem kontraktilen Schwanz vor, die der Familie
Myoviridae zugeordnet werden. Schliefllich gibt es noch Phagen mit sehr kurzem Schwanz
(Podoviridae). Durch die grofRe Zahl der mittlerweile sequenzierten Phagengenome und ihre
Diversitat wurde deutlich, dass die herkdmmliche Taxonomie nicht mehr haltbar war. Aus
diesem Grund wurde eine neue Taxonomie flir Phagen vorgeschlagen (Turner et al. 2021), die
vom ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) 2022 umgesetzt wurde.
Demnach werden die schwanzhaltigen Phagen nun in eine Klasse (Caudoviricetes)
eingeordnet, die eine Vielzahl von Familien und Unterfamilien enthalt. Jedoch kann die
Einteilung in ,Siphoviren”, ,Podoviren und ,Myoviren“ zur Beschreibung der Phagen-

morphologie (Abbildung 1) noch beibehalten werden (Turner et al. 2021).
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Abb. 1: Struktureller Aufbau der ,,Siphoviren”, ,,Podoviren“ und ,,Myoviren”

Der Phagenschwanz spielt bei der Bindung an die Wirtszelle eine bedeutende Rolle. Er enthalt
das Rezeptor-Bindeprotein (RBP), welches einen spezifischen Rezeptor auf der Bakterienzelle
erkennt. Das RBP befindet sich meistens an den Enden von Schwanzfasern oder an Spikes der
Basalplatte (Abbildung 1). Als Rezeptoren auf der bakteriellen Oberflaiche kdnnen Proteine
der dulReren Membran (z. B. Porine), Kohlenhydrate, Lipopolysaccharide, Fimbrien, Flagellen,
Pili oder Komponenten einer Kapsel dienen (Stone et al. 2019). Da die Adsorption an die
Wirtszelle der erste und sehr bedeutende Schritt fiir eine erfolgreiche Infektion ist, spielen die
jeweiligen Rezeptoren der Bakterien eine entscheidende Rolle fiir die Wirtsspezifitdt der
Phagen. Diese kann sehr eng, z. B. auf bestimmte Serotypen einer Spezies beschrankt sein,
oder sehr weit reichen, so dass viele unterschiedliche Stimme einer Spezies, mehrere Spezies,

in seltenen Féllen sogar mehrere Gattungen von Bakterien infiziert werden kénnen.

So wie sich das Wirtsspektrum einzelner Phagen voneinander unterscheiden kann, so
unterschiedlich kann auch die lytische Aktivitdt der Phagen sein. Wie stark Bakterien von
Phagen lysiert werden, hangt von mehreren Faktoren ab. So kann die Latenzzeit, also die Zeit
zwischen der Adsorption an die Wirtszelle und Freisetzung neu gebildeter Phagen weniger als
20 Minuten, aber auch mehr als eine Stunde betragen. In dhnlicher Weise kann die WurfgréRe
(Zahl freigesetzter Phagen pro Zelle) von Phagen variieren. Sie liegt meist zwischen unter 10
und mehreren Hundert Phagenpartikeln. Darlber hinaus kénnen sich die lytischen Enzyme
(Endolysine), die am Ende des Infektionszyklus von den Phagen synthetisiert werden, stark in

ihrer Aktivitat unterscheiden. Auf der anderen Seite kann auch die infizierte Wirtszelle, z. B.



durch die Ausbildung von Resistenzen, einen groflen Einfluss auf die lytische Aktivitat von

Phagen haben.

2.2 Virulente und temperente Bakteriophagen

Phagen werden in Abhdngigkeit von ihrer ,Lebensweise” in zwei Gruppen eingeteilt, virulente
und temperente Phagen (Hobbs and Abedon 2016). Virulente Phagen vermehren sich strikt
lytisch, durchlaufen also immer denselben Vermehrungszyklus. Temperente Phagen hingegen
kénnen neben dem lytischen einen lysogenen Vermehrungszyklus einschlagen, bei dem sie in
das bakterielle Chromosom integriert werden oder in seltenen Fallen als Plasmid in den Zellen
replizieren. Bakterien, die einen temperenten Phagen in dieser Weise aufgenommen haben,
werden als lysogen bezeichnet, der aufgenommene Phage heiRt in diesem Zustand Prophage.
Lysogene Bakterien zeichnen sich dadurch aus, dass sie immun sind gegeniber einer
Superinfektion mit dem gleichen oder sehr dhnlichen Phagen. Durch Stressbedingungen (z. B.
UV-Licht) kann der Prophage induziert werden. Das bedeutet, dass sein Genom aus dem
Bakterienchromosom herausgeschnitten wird und der |lytische Vermehrungszyklus
eingeschlagen wird. Nach der Freisetzung aus der Wirtszelle kann der temperente Phage
wieder neue Bakterien infizieren, wobei er sich beziiglich der Infektion entweder lytisch oder
lysogen verhalten kann. Die Entscheidung Uber den gewdhlten Weg findet Uber einen
genetischen Schalter statt, den nur temperente Phagen besitzen. Auch besitzen ausschlieflich
temperente Phagen ein Gen fiir eine Integrase, die fur die Insertion des Phagengenoms in das
bakterielle Chromosom bendétigt wird. Daher kdnnen temperente Phagen durch DNA-

Sequenzierung ihres Genoms leicht erkannt und von lytischen Phagen unterschieden werden.

Grundsatzlich konnen alle Phagen durch Fehler bei der Verpackung der neu synthetisierten
Phagengenome am Ende des lytischen Vermehrungszyklus bakterielle DNA in ihre Kapside
aufnehmen und auf andere Bakterien Ubertragen (generalisierte Transduktion). Durch den
engen Kontakt mit dem bakteriellen Chromosom sind temperente Phagen jedoch eher dazu
befdhigt zu transduzieren als virulente Phagen (Brabban et al. 2005). So sind nur temperente
Phagen in der Lage, bakterielle DNA-Sequenzen, die benachbart zur Integrationsstelle des
Prophagen liegen, durch ungenaues Ausschneiden wahrend der Induktion aufzunehmen und
auf andere Bakterien zu Ubertragen (spezialisierte Transduktion). Die intensive
Wechselwirkung mit dem bakteriellen Chromosom fiihrte dazu, dass einige temperente

Phagen auf ihrem Genom Gene bakteriellen Ursprungs (z.B. Virulenz- oder

10



Antibiotikaresistenzgene), tragen. Wenn solche Phagen nach Infektion eines Bakteriums den
lysogenen Vermehrungszyklus einschlagen, kann der neue Wirt diese Gene exprimieren und
so ggf. seinen Phanotyp verandern (lysogene Konversion) (Briissow et al. 2004). Aufgrund der
dargestellten Unterschiede zu virulenten Phagen sind temperente Phagen fiir Asnwendungen
zur Reduktion von Krankheits- oder Verderbniserregern grundsatzlich nicht geeignet. Sie

werden daher im Folgenden nicht ndaher betrachtet.

2.3 Eigenschaften der Phagen mit Einfluss auf ihre Anwendung

2.3.1 Transduktion als unerwiinschte Eigenschaft

Wie unter 2.2 ausgefiihrt, wird die fir die Sicherheit der Anwendung kritische Eigenschaft der
temperenten Phagen, ihr Genom spezifisch ins Bakterienchromosom zu integrieren und
bakterielle DNA aufzunehmen und zu verbreiten (spezialisierte Transduktion), durch die Wahl
virulenter Phagen, die strikt lytisch sind und nicht ins Bakterienchromosom integrieren,
ausgeschlossen. Bei virulenten Phagen kann die zufallige Verpackung bakterieller DNA in das
Kapsid und deren Verbreitung (generalisierte Transduktion), je nach Phagenspezies, in
seltenen Fallen vorkommen und sollte bei der Auswahl der Bakterienspezies als potenzieller

Trager kritischer Gene zur Anzucht der Phagen mitberiicksichtigt werden.

2.3.2 Koevolution der Phagen
Eine weitere wichtige Eigenschaft von Phagen ist ihre Fahigkeit zur Koevolution parallel zu sich
verandernden Bakterienpopulationen. Diese stellt sicher, dass bestandig Phagen mit

passendem Wirtsspektrum isoliert werden kénnen.

2.3.3 Stabilitat auBerhalb des Wirtes

Die Stabilitdit der Phagen auRerhalb der Bakterienzelle als unbelebte, jedoch infektise
Partikel ist von zentraler Bedeutung fur die erfolgreiche Phagenanwendung. Phagen haben
keinen eigenen Stoffwechsel und verandern, auf Lebensmittel aufgebracht, die Eigenschaften
und damit die Qualitat des Lebensmittels nicht. Material und Aufbau des Kapsids und des
Phagenschwanzes bedingen die Stabilitdit der Phagenpartikel gegeniber pH-Wert-
Anderungen, Salzgehalt, Temperatur und Austrocknung auRerhalb der Bakterienzellen. Wenn
eine Abtotung des Wirtes, z. B. bei erneuter Kontamination oder aufkommender Vermehrung
der Uberlebenden Wirtszellen, wadhrend einer langeren Lagerzeit des Lebensmittels
zusatzliches Ziel der Phagenanwendung ist, ist die Stabilitdit der Phagen von besonderer

Bedeutung. Dieses Anwendungsziel kann aber, wenn Gberhaupt, nur erreicht werden, wenn
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Phagen in Kontakt mit den Wirtszellen kommen und die Phagen nicht durch unspezifische

Bindung an Oberflachen immobilisiert werden.

2.3.4 Wirtsspezifitat der Phagen

Zur spezifischen Erkennung der bakteriellen Rezeptoren und der effizienten Bindung an die
Wirtszelle muss der Phagenschwanz, der die Rezeptor-Bindeproteine (RBP) tragt, intakt sein.
Die Erkennung der Rezeptoren macht, wie oben beschrieben, die Wirtsspezifitat der Phagen
aus und fuhrt zur gezielten Infektion und Abtotung der jeweiligen Bakterienspezies bzw.
bestimmter Stamme oder Serotypen der Spezies. Flir das Einschleusen der Phagen-DNA zur
erfolgreichen Infektion der Bakterienzelle, auf die die Synthese neuer Phagenpartikel und die
Lyse und damit die Abtotung der Bakterienzellen folgen, ist ebenfalls ein intakter

Phagenschwanz notwendig.

2.3.5 Lyse der Bakterienzellen

Es werden zwei Wege der Abtétung durch Phagen beschrieben: 1. Spezifische Bindung der
Phagen an die Bakterienzelle, Injektion der DNA, Vermehrung der Phagen in der Zelle und Lyse
der Zellen; 2. Spezifische Bindung der Phagen im Uberschuss an die Bakterienzelle und
Schadigung der Zellwand unter Mitwirkung von lysierenden Enzymen. Diese als “lysis from
without” bezeichnete Abtotung erfolgt, ohne dass Phagen-DNA in die Bakterienzelle gelangt
und Phagen vermehrt werden, sondern allein durch Schadigung der bakteriellen Zellwand
(Abedon 2011). Nicht alle Phagenspezies kdnnen Bakterien durch Adsorption im Uberschuss
abtéten. Man geht davon aus, dass die fir eine Abtotung durch Phageniiberschuss nétigen
Phagenmengen pro Bakterienzelle bei Anwendungen schwer erreichbar sind, da dieser
Uberschuss pro Zelle mit aufgetragenen Phagen nicht erreicht wird bzw. eine massive

Vermehrung der Phagen auf dem Lebensmittel nicht stattfindet.

Ein kommentiertes Glossar zentraler Begriffe und Definitionen zur Phagenbiologie, deren
Kenntnis hilfreich zur Beurteilung von Phagen und deren Anwendung in der
Lebensmittelproduktion, aber auch Phagentherapie, sein konnte, kann online abgerufen

werden (Abedon 2025).

3 Phagenanwendungen im Lebensmittelbereich
Auch fiir die im Lebensmittelbereich relevanten humanpathogenen bzw. verderbnis-
erregenden Bakterienspezies gibt es spezifische, virulente Phagen (Endersen et al. 2014;

O'Sullivan et al. 2019). Grundsétzlich kénnen sie zu verschiedenen Zeitpunkten wéhrend der
12



Lebensmittelherstellung bis hin zur Behandlung des Endproduktes in der Verpackung
angewendet werden (Endersen and Coffey 2020; Greer 2005). Eine Ubersicht iiber Review-
Artikel zum Einsatz von Phagen im Lebensmittelbereich sowie einer Gewichtung ihrer
thematischen Schwerpunkte sind dem Supplementary Material von Roth et al. 2026 zu
entnehmen (Anhang 3). Derzeit ist die Reduzierung von humanpathogenen Bakterien-spezies
auf Lebensmitteln das Hauptziel der Phagenanwendung (Moye et al. 2018). Sie ersetzt
konventionelle Konzepte zur Bakterienreduktion und Haltbarmachung von Lebensmitteln
nicht, kann aber zur gezielten Reduzierung bestimmter Bakterienspezies ergdanzend eingesetzt

werden (Cooper 2016; Hagens and Loessner 2010; Singh 2018).

Phagenanwendungen werden, je nach zeitlichem Einsatz, dem sogenannten Preharvest- oder
Postharvest-Bereich zugeordnet (Moye et al. 2018; Sommer et al. 2019). Dabei wird zwischen
der Anwendung auf dem Feld vor der Ernte bzw. im Tierstall vor der Schlachtung und der
Anwendung in der Wertschopfungs- bzw. Lebensmittelproduktionskette unterschieden
(Abbildung 2). Unter den Preharvest-Bereich fallen Phagenanwendungen zur spezifischen
Keimreduzierung im Tier und im Tierstall, z. B. auf Oberflachen, in Tranken, Futtertrogen, oder
auf Oberflachen von Nutzpflanzen. Der Postharvest-Bereich beginnt bei der Aufbereitung von
geernteten Rohstoffen und umfasst Phagenanwendungen wadhrend der Lebensmittel-
prozessierung bis hin zum Endprodukt, unabhidngig davon, ob Oberflaichen der
Produktionsstatten oder direkt Rohstoffe und Zwischenprodukte in Produktionslinien oder
das fertige Lebensmittel behandelt werden. Die Abgrenzung zwischen den Bereichen
Preharvest und Postharvest stellt die Ernte der Pflanzen bzw. die Schlachtung der Nutztiere
dar. Das Bespriihen von Nutzpflanzen kurz vor oder nach der Ernte wiirde demzufolge auch
bei Anwendung gleicher Phagenprdparate dem Pre- oder dem Postharvest-Bereich

zugeordnet werden.

3.1 Biokontrolle, Biokonservierung und Biosanierung

Dem Ziel ihres Einsatzes entsprechend lassen sich Phagenanwendungen der Biokontrolle,
Biokonservierung oder Biosanierung zuordnen. Der Einsatz von Phagen gegen bestimmte
humanpathogene Bakterienspezies zielt auf die Erhohung der Lebensmittelsicherheit ab und
fallt unter den Begriff Biokontrolle, wahrend die Reduzierung von Lebensmittelverderbern zur
Erhohung der Haltbarkeit der Produkte zur Biokonservierung zahlt (Goodridge and Bisha 2011;
Kazi and Annapure 2016; Mahony et al. 2020; Vikram et al. 2020).
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Die Biokontrolle stellt die wichtigste Zielsetzung einer Phagenanwendung auf Lebensmitten
dar. Durch die hohe Spezifitdit von Phagen ohne Auswirkungen auf die Qualitdt des
Lebensmittels begegnet die Biokontrolle vielen Herausforderungen, mit denen traditionelle
Verfahren zur Gewahrleistung der Lebensmittelsicherheit konfrontiert sind. Allerdings sind
durch die hohe Spezifitdit der Phagen Anwendungen limitiert, so dass bei Vorkommen
verschiedener Stamme und Spezies eines Krankheitserregers der Einsatz von Phagencocktails
mit Phagen verschiedener bzw. ergdanzender Spezifitdit flr ein breites Wirtsspektrum

erforderlich sind.

Der mikrobiologische Verderb von Lebensmitteln, der im Gegensatz zu einer Kontamination
mit humanpathogenen Bakterien eine Verdanderung der Lebensmittelmatrix und der
rheologischen Eigenschaften zur Folge hat, ist komplex und die beteiligten Bakterienspezies
sind vielfaltig (Pérez Pulido et al. 2016). Diese enorme Diversitdit an Mikroorganismen
erschwert grundsatzlich den Einsatz von Phagen zur Biokonservierung. Dennoch kénnen
Phagen Bestandteil eines Hirdenkonzeptes zur Haltbarmachung von Lebensmitteln werden.
Allerdings stehen bisher nur bestimmte kritische bzw. dominierende Verderbniserreger im
Fokus. Der Einsatz von Phagen kann sinnvoll sein, wenn unter bestimmten 6kologischen
Bedingungen eine Bakterienspezies in einem Lebensmittel die dominante Verderbnis-
mikrobiota ausmacht, wie z.B. Pseudomonas spp. in Rohmilch (Hu et al. 2016) oder

Brochothrix thermosphacta im Schweinefleisch (Greer and Dilts 2002).

Unter die Biosanierung fallt die Dekontamination von verkeimten Oberflachen und Geréten,
z. B. im Tierstall oder an Produktionsstdtten (de Melo et al. 2018; Motlagh et al. 2016;
Nannapaneni and Soni 2015). Bei der Biosanierung von Oberflachen ist die Reduzierung von
Biofilmen von besonderem Interesse (Cha et al. 2019b; de Ornellas Dutka Garcia et al. 2017;
Gong and Jiang 2017; Sadekuzzaman et al. 2018; Sadekuzzaman et al. 2017). Dieselben Phagen
wadren beim Einsatz zur Biokontrolle oder Biokonservierung im Lebensmittel ein
Verarbeitungshilfsstoff oder Lebensmittelzusatzstoff, beim Einsatz zur Biosanierung von

Oberflachen ein Biozidprodukt (Sevilla-Navarro et al. 2020; Vengarai Jagannathan et al. 2020).

3.2 Phagenanwendung in der Tierhaltung und Pflanzenanzucht (Preharvest)
Phagenanwendungen kdnnen am Tier und im Tierstall (Atterbury et al. 2020; Lu et al. 2020;
Shebs-Maurine et al. 2020; Zbikowska et al. 2020) oder auf Pflanzenoberflichen (Huang and

Nitin 2020) humanpathogene Bakterienspezies reduzieren und damit die Ubertragung in die
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Wertschopfungskette vermindern und die Lebensmittelsicherheit erhéhen (Gildea et al.
2022). Phagen konnen auch zur Behandlung von Pflanzenkrankheiten eingesetzt werden und
somit zur Verhinderung von Ernteausfillen durch Bakterienbefall (Anhang2). Die
Phagentherapie an Nutztieren und die Phagenanwendung in der Aquakultur (Carvalho et al.
2017; Gigante and Atterbury 2019; Sieiro et al. 2020; Zaczek et al. 2020) sind nicht Gegenstand

dieser Stellungnahme.

Preharvest Postharvest

Préavention des Eintrags von Pathogenen in die
Lebensmittelkette

[ Kontrolle von Pathogenen ] [BiozidaufFléchen ]

* Biosanierung

* Biokontrolle von Pathogenen

[Verarbeitungshilfsstoff ]

* Biokontrolle von Pathogenen
* Biokonservierung

Phagen a_ls Dekontaminationsmittel Vera.rbeitungs- [ | 0 - __n [Lebensmittelzusatzstoff]
auf Tieren und Nutzpflanzen hilfsstoff i p—
« Biokontrolle von Pathogenen hr Q]ﬂi\ I * Biokontrolle von Pathogenen
« (Tiergesundheit) Dekontaminations- eSS * Biokonservierung
i mittel auf

+ (Ernteausfall bei Nutzpflanzen) .

* Schlachtkdrpern [Phagen in Lebensmitteln ]

[ Phagen als Biozid in Stillen ] « frischen G\ als sicher toleriert (GRAS)
* Biosanierung Produkten .
* als Lebensmittel-
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Abb. 2: Anwendungsbereiche fiir Phagen in der Lebensmittelherstellung

Links: Anwendung im Preharvest-Bereich; Mitte: Anwendung kurz nach Ernte und Schlachtung;

Rechts: Anwendung im Postharvest-Bereich; Unten rechts: Phagen als Verarbeitungshilfsstoff im Lebensmittel
toleriert (auRerhalb der EU) oder als Lebensmittelzusatzsoff mit Absicht zugefligt (modifiziert aus Roth et al.
2026).

3.3 Phagenanwendung in der Lebensmittelproduktionskette (Postharvest)

Im Postharvest-Bereich werden Phagen vorwiegend zur Biokontrolle eingesetzt, konnen aber
auch ergdnzend bei der Konservierung eine Rolle spielen (siehe Anhang 3: Supplementary
Material von Roth et al. 2026) (Endersen et al. 2014; Endersen and Coffey 2020; Gutierrez et
al. 2019; Kazi and Annapure 2016; Moye et al. 2018). Die Anwendung kann einerseits im
Produktionsprozess, andererseits auf dem verkaufsfertigen Lebensmittel vor der Verpackung
oder durch Zugabe in die Verpackung erfolgen (Ahmadi et al. 2020). In der Produktionslinie,
z. B. an Lebensmitteloberflachen wie Schlachtkdrpern angewendet, konnte eine nachfolgende
Beseitigung bzw. Inaktivierung der Phagen aufgrund nachfolgender Prozessierungsschritte fiir

die Einordnung und Zulassung als Verarbeitungshilfsstoff hilfreich sein. Im Gegensatz zu einer
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Anwendung in der Produktionslinie ist eine Beseitigung bzw. Inaktivierung der Phagen auf
dem verkaufsfertigen Lebensmittel, wie Obst, geschnittene Fleischwaren, Kase, Frucht- und
Gemiuseprodukte, Getranke und ,ready to eat“-Produkte (RTE), aufgrund des Erhalts der
Lebensmitteleigenschaften oder einer angestrebten anhaltenden Wirksamkeit der Phagen
nicht vorgesehen, so dass intakte Phagen vom Verbraucher mit dem Produkt aufgenommen
werden, wie es, wenn als Lebensmittelzusatzstoff zugelassen, erlaubt waére. Die
Phagenbehandlung kann nicht eingesetzt werden, um bereits stark mit Bakterien belastete
Lebensmittel wieder verkehrsfahig zu machen, da eine Reduzierung einer hohen Bakterienlast
zwar moglich ist (Jayamanne and Foddai 2025), aber nicht ausreichend, um ein sicheres
Lebensmittel zu garantieren. Die Phagenbehandlung ist eine zusatzliche Methode, die
mikrobiologische Sicherheit von Lebensmitteln, die nach guter Herstellungspraxis
dekontaminiert und kiihl gehalten werden, zu erhéhen.

Die Phagenanwendung kann auch mit anderen antimikrobiellen Konzepten zusammen
angewendet werden. So wurde die Phagenbehandlung von Lebensmitteln mit Bacteriocinen
(Pediocin, Nisin) oder Bacteriocin-produzierenden Bakterien, komplexen Tanninen und trans-
Zimtaldehyd kombiniert (Alves et al. 2020; Bumunang et al. 2020; Duc et al. 2020; Heo et al.
2018; Kim et al. 2019; Komora et al. 2020; Viazis et al. 2011). Auch die Immobilisierung von
Phagen an Verpackungsmaterial oder Pads, die in die Verpackung zum Produkt gelegt werden,
(Gouvéa et al. 2016; Lone et al. 2016), oder die Einbettung der Phagen in einen Uberzug aus

Alginat oder Xanthan wurde beschrieben (Alves et al. 2019; Radford et al. 2017).

4 Auswahl der Phagen und Anwendung in der Praxis

4.1 Relevante Bakterienspezies

Bedeutende humanpathogene Bakterien auf Lebensmitteln sind die vier wichtigsten Vertreter
der Enterobacteriaceae, S. enterica, toxinbildende E. coli, Yersinia enterocolitica und Shigella
spp., aber auch Bakterienarten wie L. monocytogenes, Campylobacter spp. und S. aureus
(Tabelle 1 und Anhang 1) (Bai et al. 2016; Moye et al. 2018; Sommer et al. 2019; Vikram et al.
2021).

Salmonella, E. coli und Campylobacter, sind sowohl im Preharvest- als auch im Postharvest-
Bereich Ziel von Phagenanwendungen. Fir Shigella spp. und L. monocytogenes gibt es
ebenfalls kommerziell erhaltliche Phagenpraparate, wobei Shigella in Deutschland keine

grole Bedeutung fiur die Lebensmittelsicherheit hat. Campylobacter jejuni ist die
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bedeutendste humanpathogene Bakterienspezies in Deutschland und Europa, die Uber
Gefligelprodukte lebensmittelbedingte Infektionen auslost (Olson et al. 2021). Im Jahr 2024
identifizierte die EFSA L. monocytogenes (in den Sektoren Fleisch, Fisch und Meeresfriichte,
Milchprodukte sowie Obst und Gemise), S. enterica (in den Sektoren Futtermittel, Fleisch,
Eier und Lebensmittel mit niedriger Wasseraktivitdt) und Cronobacter sakazakii (im Sektor der
Lebensmittel mit niedriger Wasseraktivitat) als die fiir die offentliche Gesundheit
relevantesten bakteriellen Lebensmittelsicherheitsgefahren, die mit einer Persistenz in der
Lebensmittel- und Futtermittelverarbeitungsumgebung verbunden sind (EFSA 2024). Lange
Zeit konnten keine Phagenpraparate gegen Campylobacter spp. fir die Anwendung in der
Praxis entwickelt werden. In wissenschaftlichen Untersuchungen hatte sich immer wieder
gezeigt, dass die bisher isolierten Phagen nur in unzureichendem MalR Campylobacter
lysierten, was teilweise auf die hohe Diversitat der Subpopulationen von z.B. C. jejuni
zurlickgefuhrt wurde (Ushanov et al. 2020). Campylobacter Spezies sind in der Lage, ihre
Kapsel zu variieren, was zum Teil auf Phasenvarianzen aufgrund von repetitiven Elementen in
den Gensequenzen zuriickgefiihrt wird (Van Der Woude and Bdumler 2004). Bereits
Reinkulturen von Campylobacter-Zellen weisen eine hohe Kapseldiversitat auf, obwohl die
Zellen genetisch identisch sind. Kapselvarianten fiihren nicht zu Wachstumsnachteilen, zeigen
aber eine unterschiedliche Sensitivitdat gegenliber kapselspezifischen Phagen. Aufgrund der
Kapselvarianz werden resistente Zellen haufig in Campylobacter-Kulturen zur Anzucht von
Phagen nachgewiesen, fihren aber ausgleichend auch zu einer Anpassung der
kapselspezifischen Phagen (Sorensen et al. 2021). Da Campylobacter spp. mikroaerophil und
thermophil und damit schwer kultivierbar sind, wird die Anzucht zur Gewinnung grol3er
Phagenmengen als schwierig erachtet (Hofreuter 2014; Jackel et al. 2019; Ushanov et al.
2020). Aufgrund ihrer Anspriiche sind Campylobacter-Zellen auf Lebensmitteln oft nicht
stoffwechselaktiv und somit nicht empfanglich fir eine Phageninfektion, was eine Abtdtung
durch Phagen erschwert. Seit 2021 gibt es einen Phagencocktail gegen C. jejuni und C. coli, der
GRAS-Status hat und in den USA fiir die Behandlung von rohem, roten Fleisch und Gefliigel
vorgesehen ist. Gegen Y. enterocolitica, eine Bakterienspezies, die insbesondere im
Schweinefleisch vorkommt und Darminfektionen ausldst (mehr als 2.000 gemeldete Falle pro
Jahr in Deutschland), gibt es noch keine zugelassenen Phagencocktails. Einige Phagenisolate,
die diese Spezies lysieren, wurden auf verschiedenen Lebensmitteln bereits als aussichtsreich

getestet (Jun et al. 2018; Leon-Velarde et al. 2019; Orquera et al. 2012) (Anhang 1).
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Auch fir S. aureus, B. cereus und C. sakazakii wurden bereits potenziell einsetzbare Phagen
beschrieben. S. aureus und B. cereus konnen Lebensmittel verderben und Toxine in
bestimmten Lebensmitteln produzieren, die zu Lebensmittelvergiftungen fiihren. Beide bilden
Biofilme auf Oberflachen und Geratschaften, die fiir Kontaminationen von Lebensmitteln bei
der Produktion verantwortlich gemacht werden. Es wurden bereits vielversprechende
Phagenisolate gegen S. aureus beschrieben (Anhang 1 und 2), die allein und in Kombination
mit Nisin wirksam sind (Cha et al. 2019a; Duc et al. 2020). Fir B. cereus, der ubiquitar in Boden
und Staub vorkommt und bei Vermehrung in Lebensmitteln oder im Darm, besonders von
Sauglingen und Kleinkindern, Enterotoxine bildet, sind nur wenige Phagen bekannt. In
einzelnen Studien wurde die Wirksamkeit einiger Phagen gegen B. cereus auf Lebensmitteln
untersucht (Anhang 1) (Bandara et al. 2012; Hock 2019; Nakonieczna et al. 2015; Oh et al.
2017). C. sakazakii wurde in Milch und Milchpulver nachgewiesen und kann in Sduglingen u.a.
schwere Darminfektionen hervorrufen. Bisher wurden Phagenisolate beschrieben, die gegen
C. sakazakii wirksam sind (Endersen et al. 2017). Weitere Phagenpraparate gibt es gegen
Spezies der Gattungen Xanthomonas, Pseudomonas und Aeromonas, die teilweise fir
Pflanzenkrankheiten, teilweise fur Lebensmittelverderb verantwortlich sind (Anhang 1und 2)

(Moye et al. 2018; Sommer et al. 2019).

4.2 Gewinnung der Phagen

Die Phagenspezies, die im Lebensmittelbereich eingesetzt werden, sind natirlich
vorkommende Phagen, die meist aus der Umgebung ihrer Wirtsbakterien isoliert wurden. Sie
gehoren morphologisch zu den schwanzhaltigen Phagen der Klasse Caudoviricetes, die friher
in die Myoviren, Siphoviren und Podoviren aufgeteilt wurden (Abbildung 1). Sie sind
natirlicherweise hochspezifisch und meist nur gegen wenige Stdmme und Serovare einer
Bakterienspezies wirksam. Fiir die meisten pathogenen Bakterien konnen geeignete Phagen
aus der Natur isoliert werden. Auch bei einer Verschiebung hin zu anderen Stammen,
Serotypen oder Serovaren einer Spezies im Einsatzbereich der Phagen konnen aufgrund der
damit einhergehenden Anderung des natiirlichen Phagenpools die entsprechenden Phagen

isoliert werden.

Es wird nach Phagen mit moglichst breitem Wirtsspektrum gesucht, die eine hohe lytische
Aktivitat aufweisen. Die Phagenisolate werden vereinzelt und auf ihre Wirtsspezifitat und

Effektivitat der Zelllyse Gberprift. Von 40 Phagenisolaten, die mit S. enterica ATCC 13311,
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einer pathogenen Referenzspezies fur ,Multidrug“-Studien, als Wirt selektioniert wurden,
waren 9 Isolate gegen mehr als 5 von 11 getesteten Salmonella Serovaren und ein

Phagenisolat gegen alle 11 Serovare aktiv (Islam et al. 2020).

Eine wichtige sicherheitsrelevante Voraussetzung ist, dass die isolierten Phagen keine
Antibiotikaresistenz- oder Virulenzgene in ihrem Genom enthalten. Nicht alle Gene eines
Phagengenoms sind beziglich ihrer Funktion eindeutig identifizierbar, sodass bisher
unbekannte Antibiotikaresistenz- oder Virulenz-assoziierte Gene vorhanden sein kdnnten. Es
gibt bisher aber keine Hinweise, dass virulente Phagen Trager solcher Gene sind (Jebri et al.
2020). Weitere wichtige Eigenschaften der Phagen sind die Toleranz gegentliber einem breiten
pH-Bereich, thermische Stabilitdat und eine hohe Reproduktionsaktivitdt mit einer kurzen
Latenzzeit und einer moglichst hohen WurfgréRe (Islam et al. 2019). Eine WurfgréRe von 100
Phagenpartikeln pro Bakterienzelle wird angestrebt, eine WurfgréRe von 5 bis 50 pro Zelle gilt
als zu gering, um groRe Mengen an Phagen zu produzieren. Manche Phagenspezies kénnen

WurfgréBen von bis zu 300 Phagenpartikel pro Zelle erreichen.

Zur Mengenherstellung der isolierten Phagen wird ein Wirtsstamm gewahlt, in dem sich die
Phagen effektiv vermehren kénnen. Das Wirtsbakterium zur Anzucht sollte moéglichst keine
Antibiotikaresistenz- bzw. Virulenzgene enthalten, um einen Transfer grundsatzlich
auszuschlieBen. Wenn die angestrebte Wirtsspezifitdt dadurch nicht beeintrachtigt ist, sollten
y,harmlose” Laborstimme oder nicht-virulente Stamme einer Bakterienspezies, vorgezogen
werden. Das Genom des Wirtsbakteriums sollte moglichst vollstandig sequenziert sein, um
auch Gene unbekannter Funktion (ORFs, Unknown Open Reading Frames), die in den
Bakteriengenomen in unterschiedlichem Mall vorhanden sind und durch generalisierte
Transduktion tGbertragen werden kdnnten, ausschlieBen zu kdnnen. Grundbedingung ist, dass
die Phagen mit der angestrebten Wirtsspezifitat sich effizient genug mit den gewahlten
Stammen vermehren lassen. Den Laborstammen fehlen oft Oberflachenstrukturen wie
Fimbrien, Pili, LPS, Kapselstrukturen, Teichonsduren, bei denen es sich einerseits um
Virulenzfaktoren handeln kann, die vermieden werden sollten, die aber andererseits je nach
Phage als Rezeptoren fungieren und damit zur Infektion und Phagenanzucht notwendig sind.
Somit kann je nach Wirtsspezifitat des Phagen bei dem Schritt der Phagenherstellung der
Einsatz von Bakterienstimmen mit unerwiinschten Genen bzw. Eigenschaften nicht
vermieden werden. Mit S. enterica ATCC13311, der keine stabil integrierten, klinisch

relevanten Antibiotika- resistenzgene tragt, lassen sich Phagen gegen verschiedene
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Salmonella-Serovare, einschlieflich einiger Serovare, die Antibiotikaresistenzgene aufweisen,

anziehen (Islam et al. 2019).

Fir die Phagenanzucht zur Herstellung kommerzieller Phagencocktails werden Kulturen mit
einem Volumen von 100 L beschrieben. Die Kultur wird zu Beginn der logarithmischen
Wachstumsphase bei einer ODgsoo von etwa 0,3 (je nach Bakterienart~ 107 bis 102
Bakterienzellen/ml) mit 1L Phagenprdparation infiziert. Um eine MOI (multiplicity of
infection) von 1 bis 5 (d.h. 1 bis 5 Phagenpartikel pro Zielzelle) zu erreichen, misste die
Phagensuspension 10° bis 10%° Phagenpartikel/ml enthalten. Der optimale MOI-Wert ist u.a.
abhangig von der Phagenspezies und kann hoher oder niedriger liegen. Es werden auch
Bakterien-Phagenkulturen beschrieben, die in 3 Schritten von 100 pl auf 1 L hochskaliert und
dann zur Infektion einer 100 L Kultur eingesetzt werden. Je nach WurfgréRe, mindestens aber
100 freigesetzte Phagenpartikel pro Bakterienzelle, werden nach einem Filtrationsschritt der
Kultur Phagensuspensionen mit mehr als 10° Phagenpartikeln/ml erreicht (Garcia et al. 2019).
Phagen werden durch aufeinanderfolgende Filtrations- und Zentrifugationsschritte gereinigt,
bei denen intakte Bakterien und, abhangig von ihrer GroBe, Membranfragmente abgetrennt
werden. Weitere Reinigungsschritte umfassen Fallung (z. B. mit Polyethylenglykol),
Ultrazentrifugation, Dialyse und Affinitaitschromatographie. Diese Methoden haben das
Potenzial, Makromolekiile wie Endo- und Exotoxine sowie niedermolekulare Bestandteile zu
entfernen, auch wenn einige von ihnen fir eine Produktion im groBen MaRstab schwierig
umzusetzen sein kdnnen (Bourdin et al. 2014; Branston et al. 2012; Fouladvand et al. 2020;

Hietala et al. 2019).

Bei der als ,in-vitro Evolution” bezeichneten Methode konnen durch Koinfektion von
Bakteriensuspensionen mit verschiedenen Phagenspezies rekombinierte Phagen erhalten
werden (Poullain et al. 2008). Phagen mit verbesserten Eigenschaften zur Reduktion
phagenresistenter L. monocytogenes wurden durch Koinfektion von L. monocytogenes-
Suspensionen mit Phagen eines Orthoclusters gewonnen, deren Sequenzhomologie von mehr
als 90% die Rekombination allerdings erleichterte (Peters et al. 2020). Es gibt Studien, in denen
isolierte, natlirliche Phagen gezielt genetisch verandert wurden, um bessere Eigenschaften fiir
ihre Anwendung zu erzielen (Dunne et al. 2019; Kilcher and Loessner 2019). Die kommerzielle
Verwendung solcher gentechnisch veranderten Phagen ware in der EU nicht zuldssig
(Verordnung (EG) Nr. 1829/2003 (iber genetisch verdanderte Lebens- und Futtermittel) und ist

far die USA oder andere Nicht-EU Lander bisher nicht beschrieben worden. Auch die
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Neukonstruktion von Phagen, die die flir einen Phagen essenziellen Gene fiir die Erkennung,
Infektion und Lyse der Wirtszelle sowie den Aufbau und die Vermehrung des Phagen besitzen

und auf bestimmte Anforderungen zugeschnitten sind, wird erforscht (Lenneman et al. 2021).

4.3 Phagencocktails

Die in wissenschaftlichen Publikationen getesteten Phagen sind entweder (i) als Bestandteile
kommerzieller Phagenprodukte durch die FDA (Food and Drug Administration) als ,,Generally
Recognized As Safe” (GRAS) beurteilt und zum Teil in verschiedenen Landern auBerhalb der
EU zugelassen (Tabelle 1), (ii) an bestimmten Lebensmitteln erprobt, aber ohne GRAS-Status
und noch in keinem Staat zugelassen (Anhang 1), oder (iii) bisher nur wissenschaftlich
charakterisiert, d.h., ihre Spezifitat fir relevante Bakterienspezies und ihre Abtétungseffizienz
wurden experimentell getestet. Eine Ubersicht iiber Reviews, die Informationen zu
Phagenpraparaten und -isolaten zusammengestellt haben, kénnen dem Supplementary

Material von Roth et al. 2026 entnommen werden (Anhang 3).

Um Kontaminationen unterschiedlicher Stamme und Serotypen einer pathogenen
Bakterienspezies, die auf den fiir sie typischen Lebensmitteln zu erwarten ist, ausreichend zu
minimieren und um moglicherweise aufkommenden Phagenresistenzen zu begegnen, werden
Phagencocktails aus mehreren Phagenspezies eingesetzt. Andererseits kann ein
Phagencocktail nur aus einer begrenzten Anzahl an Phagenspezies bestehen, da ein hoher
Titer einer jeden Phagenspezies in der gebrauchsfertigen Phagenl6sung erreicht werden muss
und nur ein bestimmtes Volumen an fertiger Phagenlésung auf das Lebensmittel aufgebracht
werden kann. Jede weitere Phagenspezies flihrt zur Verdiinnung aller anderen Phagenspezies
des Cocktails. In der Regel bestehen Phagencocktails aus Phagen, die ausschliefllich gegen
jeweils eine Bakterienspezies bzw. gegen einiger ihrer dominanten Stamme bzw. Serotypen,
wirksam ist (Tabelle 1). Phagencocktails enthalten meist 3 bis 6 Phagen, hochstens 10, die ein
moglichst breites Wirtsspektrum abdecken und moglichst effektiv wirken. Es wurde z. B. ein
Phagencocktail aus 10 Phagenisolaten beschrieben, der gegen die drei Salmonella enterica-
Serovare Typhimurium, Enteriditis und Kentucky gerichtet ist (Zhang et al. 2010). Fir bereits
zugelassene Phagencocktails werden kontinuierlich neue Phagenisolate erprobt, um das
Spektrum an Stammen oder Serotypen der jeweiligen Bakterienspezies, die abgetotet werden
sollen, anzupassen oder zu erweitern und die Effektivitdt der Phagencocktails somit zu

erhohen.
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Phagenpraparate werden als konzentrierte Suspensionen (10°-10%! PFU (Plaque Forming
Unit)/ml) angeboten, die zur Anwendung verdinnt werden. Die verdiinnten Suspensionen
sollen innerhalb von zwei Wochen verbraucht werden. Nach Herstellerangaben enthalten
Phagenpraparate keine Konservierungsstoffe. Die Haltbarkeit der unverdinnten
Ausgangssuspension wird mit sechs Monaten bei 2 bis 8 °C angegeben. Danach wird
empfohlen, die Wirksamkeit alle sechs Monate vor Einsatz der Suspension zu Gberpriifen. Ob

die Phagensuspensionen weitere Begleitstoffe enthalten, wird nicht angegeben.

Von EcoShield™ und SalmoFresh™, wirksam gegen E. coli 0157:H7 bzw. Salmonella spp.,
werden nach Herstellerangaben 1 bis 4,4 ml der verdiinnten Suspension (1x10° PFU/ml) pro
1 kg Lebensmittelprodukt benétigt (Carter et al. 2012) und fiir Phageguard S, bestehend aus
zwei Phagen und wirksam gegen Salmonella spp., 1 bis 3 ml/kg mit 102 PFU/ml. Salmonella-
Zellen sollen um mehr als 1 log bis hin zu 2,4 log abgetdtet werden, was laut Hersteller einer
Reduzierung um 90 bis 99,6 % entspricht. Der Phagencocktail PhageGuard E, bestehend aus
zwei Phagen und wirksam gegen viele Stamme von E. coli 0157, kann auf ganzen Salatkdpfen,
auf Salatblattern und anderen Blattgemisen sowie auf geschnittenem ,ready to eat” Salat
und auf Schlachtkérpern und Frischfleisch angewendet werden. Der Cocktail tétet E. coli 0157
um bis zu 3 log ab, was einer Reduzierung um 99,9 % entspricht. Die Phagen sollen nach

Aufspriihen 6 bis 18 Stunden aktiv sein.

Das Phagenpraparat PhageGuard L (ehemals Listex), bestehend aus einem Phagen (P100) mit
einer Konzentration von 2x10*! PFU pro ml, soll alle Stdmme von L. monocytogenes abtdten.
Das Praparat wird auf 0,2 bis 5 % verdiinnt, auf gekochtem Fleisch, ,ready to eat” Produkten
(mit Fleisch-, Kase- oder Milchproduktanteil), Kase, Schrimps und Produktionsflachen
angewendet und soll Listerien-Zellen um mehr als 1 log abtéten. Auf Oberflachen sollen
innerhalb von drei Stunden, je nach Material, eine Abtétung von 1,8 bis 3,3 log erreicht
werden. Auch frische und alte Biofilme aus L. monocytogenes sollen abget6tet werden
konnen. Fiur ListShield™, bestehend aus 6 Phagen und ebenfalls wirksam gegen
L. monocytogenes, werden 1 bis 2 ml fertiger Suspension pro 250 cm? Oberflache angeben.
Shigashield™, bestehend aus finf Phagen gegen Shigella, soll mit einer Konzentration von 10°
— 108 PFU/g auf Fleisch und Wurstwaren angewendet werden. CampyShield™, bestehend aus
3 bis 8 Phagen (mindestens drei Phagen sind enthalten, zur Erweiterung des Wirtsspektrums
konnen weitere Phagen hinzukommen) und wirksam gegen C. jejuni und C. coli, hat

unverdiinnt einen Gesamttiter von mehr als 101° PFU/ml und wird auf rohem, rotem Fleisch
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und Geflligel, einschlieBllich Schlachtkdrpern und Teilstlicken, verdiinnt in einer Konzentration
von bis zu 1x108 PFU/g Fleisch angewendet. Ziel der Anwendung, bei 10 °C durchgefiihrt, soll
eine statistisch signifikante Reduzierung einer Belastung mit C. jejuni und C. coli sein. Bei Tests
durch den Hersteller wurden von 61 C. jejuni und C. coli-Stammen 67 % lysiert

(Phagenpraparate im Postharvest-Bereich siehe Tabelle 1 und Anhang 1).

Finalyse™, Ecolicide PX™, BacWash™, Finalyse™ Sal, BAFASL und SalmoFree sind Praparate
gegen E. coli und Salmonella spp. im Preharvest-Bereich, die auf das Fell von Nutztieren
aufgetragen oder ins Futter beigemischt werden und eine Kontamination von Fleisch nach der
Schlachtung verringern sollen. Finalyse™ und Finalyse™ Sal Suspensionen sollen die Belastung
mit E. coli 0157:H7und anderen Shiga-Toxin produzierenden E. coli (STEC) bzw. Salmonella auf
Tieren innerhalb von finf Minuten reduzieren. Eine Behandlung der Tiere vor der Etablierung
im Stall soll auch die Belastung der Stadlle mit diesen Bakterienspezies merklich reduzieren.
BacWash™ ist ein Phagencocktail, der als Waschlésung auf Tierhduten aufgetragen wird und
gegen Shiga-Toxin bildende E. coli wirken soll. Weitere Phagenprdparate im Preharvest-
Bereich sind INT-401™ gegen Clostridium perfringens, eine Spezies, die im Stall vorkommt,
Krankheiten bei Geflligel und Schweinen verursacht und Frischfleisch kontaminiert, iPhage-V
gegen Vibrio parahaemolyticus/Vibrio spp., die Fische und Meeresfriichte kontaminieren,
sowie Phagencocktails gegen einige Erreger von Pflanzenkrankheiten, wie Biolyse®-PB gegen
Pectobacterium, ein Faulniserreger bei der Kartoffellagerung und verschiedene Agriphage-
Cocktails gegen Xanthomonas campestris und Pseudomonas syringae, Bakterienspezies, die
Blattflecken, Fruchtflecken und Stangelkrebs an Paprika und Tomaten hervorrufen (El-
Hendawy et al. 2005), gegen Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Verursacher von
Geschwiren an Tomatenpflanzen, gegen Erwinia amylovora, Verursacher von Feuerbrand an
Apfel- und Birnbdumen und gegen Xanthomonas citri spp. citri, Verursacher von Geschwiiren

an Zitronenbdumen (Anhang 2).
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Tabelle 1: Kommerzielle Phagenprodukte zur Anwendung auf Lebensmitteln (siehe auch Anhang 1 und 2)

Bakterien- Kommerzieller Anzahl . Einsatzbereich laut . .
. . GRAS-Status Erlaubt in Endkonzentration | Abtotung
spezies Phagencocktail Phagen Hersteller
Auf Lebensmitteln bis
Gekochtes Fleisch, Fisch, ! . . ! !
USA, Kanada, Schrimos. Kise RTE 4x10° 1 Log Einheit,
PhageGuard L™ GRN 198 Israel, Schweiz, ps, Kase, . auf
L . 1 % . . Produkte mit 1x10%° PFU/ml; . .
Listeria (Listex P100) GRN 218 Niederlande, Australien, . . ; 9 Produktionsflachen
Fleisch-, Kase- oder 107 - 10° PFU/g .
monocytogenes Neuseeland . . bis zu 3,3 Log-
Milchproduktanteil . .
Einheiten
USA, Kanada, . . 1,7-2,1 Log-
ListShield™ 6 GRN 528 anada RTE-Fleisch, Gemiise 10’ PFU/cm? o 08
Israel Einheiten
Salatkopfen, Salatblattern,
Blattgemiisen,
PhageGuard E™ 2 GRN 757 USA geschnittener RTE-Salat, nicht verfigbar Bis zu 3 Log-Einheiten
Escherichia coli auf Schlachtkérpern und
0157:H7 Frischfleisch
EcoShield PX™ GRN 834 USA. Kanada. Israel Fleisch, Gefllgel, Salat, 106~ 107 PFUJ.
(friiher Ecolicide) ’ ’ Obst, Gemiise g
BacWash
Finalyse™ - - Preharvest - -
Fleisch & Gefllgel,
PhageGuard S™
?ge uar GRN 468 USA, Kanada, Israel, Indien, | Meeresfriichte & Fisch, , . o
(fraher 2 % . . . 107 - 108 PFU/g 1-2 Log-Einheiten
GRN 859 Agypten pflanzliche Lebensmittel,
Salmonelex) . .
Milch- & Molkereiprodukte
SalmoFresh™ Gefliigel, Fleisch, Fisch und
(fraher 6 GRN 435 USA, Kanada, Israel Schalentiere, Obst, 107 - 10% PFU/g 1 - 3 Log-Einheiten
Salmonella spp. SalmoShield) Gemiise
GRN 603
SalmoPro®, 2 % USA - - -
GRN 752
PhageFend™ 6 GRN 1163 USA, Kanada - - -
Applied Phage
PPl 8 6 GRN 1038 ; Fleischoberflichen - -
Meat S2
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Bakterien-

Kommerzieller

Anzahl

Einsatzbereich laut

GRAS-Status Erlaubt in Endkonzentration | Abtdtun
spezies Phagencocktail Phagen Hersteller &
Applied Phage 6 GRN 1070 - Gemiiseoberflachen - -
Vegetable S2
OvaPhage - - Kanada Schalen von frischen Eiern | - -
Finalvse™ Sal Preharvest: auf Tieren,
y Oberflachen
Preh t: auf
SalmoFREE 3-6 - - renarves au' - -
Legehennen, Tierfutter
Salmolyse®, - - - Tierfutter - -
Fleisch- und
Shigella ShigaShield™ 5 GRN 672 USA elsch-una 10° - 10° PFU/g 0,25 - 1 Log-Einheiten
Wurstaufschnitt,
C lobact
ampylobacter Campyshield™ 3-6 GRN 966 - Rohes Fleisch - -

jejuni, C. coli

*um neue Phagen erganzt

GRAS: Generally Recognized As Safe; GRN: GRAS Notice Number; PFU: Plaque Forming Unit; RTE: Ready To Eat

Informationen zusammengestellt aus 6ffentlichen Herstellerquellen, staatlichen Quellen und verschiedenen Reviews (Chaudhary et al. 2024; Costa et al. 2023; Cristobal-Cueto

et al. 2021; Ge et al. 2022; Jaglan et al. 2022; Li et al. 2022; Liu et al. 2023; Moye et al. 2018; Pinto et al. 2020; Potaska and Sokotowska 2019; Sommer et al. 2019; Vikram et al.

2021); siehe auch Anhang 3: Supplementary Material (Roth et al. 2026)
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4.4 Anwendung der Phagencocktails

Die Mengen, die bei einem umfassenden Einsatz in bestimmten Lebensmittelbereichen
gebraucht wirden, kdnnen aufgrund der Mengenangaben der Hersteller (1 bis 4 ml fertige
Phagensuspension mit 10° bis 10%° PFU/ml fiir 1 kg Fleischgut) wie folgt angegeben werden:
In der Primarproduktion waren fur etwa 600 Millionen Brathahnchen (je 1,5 kg), die pro Jahr
in Deutschland produziert werden, mindestens 0,9 Millionen Liter Phagencocktail notig, fiir
etwa 60 Millionen gemastete Schweine (je 110 kg) 5 Millionen Liter. In der Fleischverarbeitung

wirden fur z. B. 7.200 Tonnen Speckwirfel etwa 7.200 Liter Phagencocktail bendtigt.

Die Phagen werden in hohem Uberschuss auf das Lebensmittel appliziert, damit méglichst
viele Bakterienzellen, die weit und inhomogen verteilt sein kénnen, von mindestens einem
Phagen erreicht werden (Studien zu Modellsystemen der Phagen-Wirt-Dynamik auf festen
Oberflachen siehe Roth et al. 2026). Eine Abtotung der Bakterienzelle allein durch Adsorption
(“lysis from without”) (Abedon 2011) ist nicht auszuschlieBen, aber der daflir notige
Phageniiberschuss wird bei Phagenanwendungen kaum erreicht. In zu hohen Mengen kdnnen
Phagen, je nach Bedingungen, wie z.B. Salzgehalt, verklumpen und ihre Infektiositat reversibel
verlieren (Szermer-Olearnik et al. 2017). Wenn bakterielle Zellen Klumpen bilden, kénnen die
Effekte unterschiedlich sein. Bestehen diese Klumpen ausschlieRlich aus Zielwirtszellen
(klonale bakterielle Klumpen), kann die Phagenaktivitdt sogar zunehmen, da die hohe lokale
Dichte metabolisch aktiver Zellen aufeinanderfolgende lytische Zyklen erleichtert (Abedon
2017). Im Gegensatz dazu konnen Zellcluster aus mehreren Spezies die Wirksamkeit von
Phagen beeintriachtigen. Wenn Wirtszellen von Nicht-Wirtsbakterien umgeben oder
abgeschirmt sind, erreichen Phagen moglicherweise nicht die erforderliche lokale Dichte an
Wirtszellen, die fiir den Beginn einer produktiven Infektion notwendig ist, wodurch die

lytische Aktivitat reduziert oder verhindert werden kann.

Far die Durchfihrung der Phagenbehandlung werden Techniken wie Eintauchen des zu
behandelnden Gutes oder das Besprithen und Benetzen beschrieben, fliissigen Lebensmitteln
werden die Phagensuspensionen zugegeben. Bei Anwendungen auf Oberflachen fester
Lebensmittel liegt die Konzentration in der Regel bei 107 bis 108 PFU pro cm?, in fliissigen
Lebensmitteln bei 108 pro ml. Fur blattrige Gemise wurden bis zu 10° Phagenpartikel pro g
beschrieben (Truchado et al. 2020). Fir Rindfleischstiicke wurde eine Anzahl von bis zu

10°PFU/g bei einer Kontamination durch E. coli 0157:H7 von 103 PFU/g als notwendig
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genannt (O'Flynn et al. 2004). In Flissigkeit wurde fur den Salmonella-Phagen P7 beschrieben,
dass nach 120 Minuten mit 1,8 x10* PFU bei 4,6x10%> CFU (Colony Forming Unit)/ml| eine
Abtdtung von 9,7 % erreicht wurde, mit 1,1x107 PFU eine Abtdtung von 98, % (Bigwood et al.
2009). Alle in den Studien genannten Abtotungsraten durch Phagencocktails (sowie durch
einzelne Phagenisolate) wurden an inokulierten Lebensmitteln bestimmt. Dabei beziehen sich
die angegebenen PFUs und CFUs sowie der daraus berechnete MOI auf die Mengen an
aufgebrachten Bakterien und Phagen (eine Ubersicht zur Wirksamkeit von
Phagenanwendungen in Lebensmittelmodellsystem siehe Jayamanne and Foddai 2025). In der
praktischen Anwendung hingegen ist das Verhaltnis von PFU pro Fliche (z. B. pro cm?) oder
Masse (z.B. pro g) des Lebensmittels maRgeblich, wahrend der fir Phagen-Bakterien-
Suspensionen klassische MOI eher von untergeordneter Bedeutung ist (Abedon 2016; Roth et

al. 2026).

Die Lebensmittelmatrix ist fir die Wirkung der Phagen entscheidend. Eine feuchte Umgebung
und glatte Oberflaichen ohne mikrostrukturelle Vertiefungen sind vorteilhaft fir die
vollstandige Benetzung mit Phagen und damit fiir ihre Effektivitat. Furchen und Poren an der
Oberflache sind unginstig, da dort Bakterienzellen schlecht von der Phagensuspension
erreicht werden. Auch pH-Wert und Salzgehalt sind Faktoren, die die Infektion der Wirtszellen
durch Phagen beeinflussen konnen (Liu et al. 2023; Ranveer et al. 2024). Ein
Temperaturbereich von 2 °C bis 42 °C wird fir viele Phagencocktails von den Herstellern fur
eine erfolgreiche Wirkung der Phagen genannt. Bei niedrigen Lagertemperaturen teilen sich
die meisten Bakterien nur langsam oder nicht. Wenn das Wirtsbakterium, abhangig von der
Spezies, bei starker Kiihlung nicht stoffwechselaktiv ist, ist der Phage nicht wirksam (Bryan et
al. 2016). Es ist vorstellbar, dass die an Zielbakterien bereits adsorbierten Phagen diese

lysieren, wenn die Umgebungstemperatur des Lebensmittels wieder steigt.

Die Dauer der Wirkung nach Aufbringen der Phagen ist neben der Phagenspezies abhangig
von vielen Faktoren, wie Art, Menge und Verteilung der Bakterienspezies, vorhandene
Stoffwechselaktivitdt der Bakterienzellen und Umgebungsbedingungen. So werden in
verschiedenen Untersuchungen unterschiedliche Zeitspannen angegeben. Einerseits wird
beschrieben, dass Phagen innerhalb einer begrenzten Zeitspanne von bis zu 24 Stunden aktiv
sind, andererseits, dass durch Phagen, die mehr als 24 Stunden vorher appliziert wurden, eine

erneute Kontamination mit Wirtszellen abgetotet werden kann. Auf festen Lebensmitteln sind
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aufgetragene Phagen aber immobil und bewegen sich nicht aktiv auf Zielzellen zu, so dass

Sekundarkontaminationen nur in sehr begrenztem Umfang abgetotet werden kénnen.

5 Sicherheitsaspekte beim Einsatz von Phagen an Lebensmitteln

Phagen lysieren ausschlief3lich Bakterienzellen und nicht humane oder andere eukaryotische
Zellen. Fur die Beflirworter sind Phagen eine natirliche, biologische Moglichkeit, Produktions-
und Lebensmitteloberflichen zu dekontaminieren und pathogene Bakterienspezies auf
Lebensmitteln zu kontrollieren. Als Bestatigung der Einschatzung als natirliches Mittel wird
u.a. mit der hohen Zahl an Phagen, die in der Natur und im Menschen, besonders im
Darmtrakt, natirlicherweise zu finden sind, und mit der taglichen Aufnahme hoher
Phagenmengen, die natirlicherweise erfolgt, argumentiert (Sieiro et al. 2020; Vikram et al.
2021). Ein weiterer Vorteil ist, dass der Einfluss von Phagen auf Geschmack und
Qualitatsmerkmale des Lebensmittels vernachlassigbar ist (Garcia et al. 2019; Moye et al.
2018; O'Sullivan et al. 2019). Daneben werden verschiedene Limitierungen und
Sicherheitsaspekte der Anwendung von Phagen in der Lebensmittelherstellung diskutiert
(Tabelle 2) (Fister et al. 2019; Moye et al. 2018; Potaska and Sokotowska 2019; Sommer et al.
2019).

Tabelle 2: Verantwortlichkeiten von Forschung, Herstellern und Anwendern im Hinblick auf

Herausforderungen, Limitierungen, Unsicherheiten und potenzielle Risiken des Einsatzes von Phagen
im Lebensmittelbereich (siehe auch die Zusammenstellung von Roth et al. 2026).

Herausforderungen, Limitierungen, Unsicherheiten, Verantwortung fiir sicherheitsorientierte bzw.
potenzielle Risiken risikominimierende Losungen
Herausforderungen

Anpassung der Phagenproduktion im Labormalstab

Verantwortung der Hersteller
an groRtechnische Produktion und Aufreinigung 8

Bestimmung des geeigneten Zeitpunkts des

. Verantwortung des Herstellers und des Anwenders
Phageneinsatzes

Kenntnis der kontaminierenden Bakterienspezies Verantwortung der angewandten Forschung/des
bzw. deren Stdmme/Serotypen Herstellers/des Anwenders

Einschrdankungen

Verantwortung der angewandten Forschung und des

Enges Wirtsspektrum
Herstellers

Klarung in der Verantwortung der angewandten
Forschung und des Herstellers

Keine Daten zu Phagenanwendungen auf Verantwortung der angewandten Forschung und des
natirlicherweise kontaminierten Lebensmitteln Herstellers

Dauer der Wirksamkeit ist begrenzt.

Verantwortung des Anwenders, zu beriicksichtigen,
dass Phagenanwendungen eine zusatzliche
MaRnahme sind

Reduzierung von Bakterien spezifisch und geringer
als mit konventionellen Methoden
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Herausforderungen, Limitierungen, Unsicherheiten,
potenzielle Risiken

Verantwortung fiir sicherheitsorientierte bzw.
risikominimierende Losungen

Aktivitat der Phagen abhingig von Lebensmittel/
Lebensmittelmatrix

Kldrung in der Verantwortung der angewandten
Forschung und des Herstellers

Aktivitat der Phagen abhangig von
Umgebungsbedingungen (pH-Wert, Salzgehalt,
Temperatur)

Kldrung in der Verantwortung der angewandten
Forschung und des Herstellers

Aktivitat der Phagen abhangig vom
Stoffwechselstatus der Wirtszelle

Kldrung in der Verantwortung der Forschung/
der angewandten Forschung

Unsicherheiten

Relevanz der Ergebnisse mit inokulierten
Lebensmittelmodellen fir die Praxis

Verantwortung der angewandten Forschung

Ausreichende Phagenkonzentration auf dem
Lebensmittel

Kldrung in der Verantwortung der angewandten
Forschung; Umsetzung in der Verantwortung des
Herstellers und des Anwenders

Zuganglichkeit der Wirtszellen auf verschiedenen
Lebensmitteln kann unterschiedlich sein

Verantwortung der angewandten Forschung

Hemmung der Phagenaktivitat durch
Lebensmittelbestandteile

Klarung in der Verantwortung der Forschung/
der angewandten Forschung

Resistenzentwicklung der Wirtszellen in
Abhangigkeit von Einsatzbedingungen

Kldrung in der Verantwortung der Forschung/
der angewandten Forschung

Dauer der Phagenaktivitat: Langfristiger Schutz
gegen Sekundarkontamination oder wieder
aufkommendes Wachstum der Wirtszelle eher
unwahrscheinlich

Klarung in der Verantwortung der angewandten
Forschung und des Herstellers

Verbraucherakzeptanz

Verantwortung der angewandten Forschung/des
Herstellers/des Anwenders

Diskutierte bzw. potenzielle Risiken

Etablierung resistenter Wirtszellen in der
Produktionskette sowie in Tierhaltungs- und
Lebensmittelbetrieben

Verantwortung der angewandten Forschung

Einfluss freigesetzter Phagen auf Bakterien-
populationen in der Umwelt

Verantwortung der Forschung

Falsch negativer Nachweis des pathogenen Wirtes in
Proben phagenbehandelter Lebensmittel

Verantwortung der angewandten Forschung

Unbekannte, kritische Gene eingesetzter Phagen

Verantwortung der Forschung

Einfluss der chronischen Aufnahme von Phagen auf
die Darmmikrobiota und die Gesundheit

Verantwortung der Forschung

Verbreitung von Phagen im menschlichen
Organismus und ihre physiologischen Auswirkungen

Verantwortung der Forschung

Freisetzung proinflammatorischer Verbindungen/
Endotoxine und Toxine aus lysierten Bakterien

Verantwortung der Forschung

5.1 Sicherheitsaspekte bei der Herstellung von Phagen

5.1.1 Isolierung unbedenklicher Phagen

Bereits bei der Suche und dem Screening potenziell einsetzbarer Phagen missen

Sicherheitsaspekte beachtet werden, um Risiken bei der spateren Anwendung zu minimieren.
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Hierzu zahlt der kategorische Ausschluss von temperenten Phagen, um einen Transfer von
Genen, wie z.B. Antibiotikaresistenzgene und Virulenzgene, zwischen Bakterien zu
minimieren bzw. auszuschlieRen. Es sollten strikt virulente Phagen mit moglichst breitem
Wirtsspektrum isoliert werden. Die Phagen sollten bei unterschiedlichen Umwelt- bzw. den
bei der Lebensmittelproduktion und auf Lebensmitteln vorherrschenden Bedingungen aktiv
sein. Das Genom der Phagen muss vollstdndig sequenziert werden, um Temperenz oder
andere unerwiinschte Eigenschaften ausschlieBen zu kénnen. Bei Genen mit unbekannter
Funktion stellt sich die Frage, ob sicherheitsbedenkliche Eigenschaften mit ihnen einhergehen
konnen. Unter dem Gesichtspunkt ,,good practice” sollte sichergestellt sein, dass Phagen nach
diesen Eigenschaften gescreent worden sind und eine routinemaRige Kontrolle der

Phagenprodukte erfolgt ist.

Es stellt sich weiterhin die Frage, ob sich Risiken aus der Auswahl der Bakterienstamme zur
Anzucht der Phagen ergeben, die die Lebensmittelsicherheit betreffen und Vorgaben
notwendig machen. Welche Bakterienstamme zur Anzucht ausgewahlt werden, liegt in den
Handen des Herstellers. Ob bestimmte Stamme/Serotypen einer Bakterienspezies fir
Anzuchtkulturen geeignet sind, ist Gberwiegend fiir den Hersteller von Bedeutung, wie auch
das MalRk an Sicherheitsvorkehrungen, die bei der Fermentation von pathogenen
Bakterienspezies eingehalten werden miissen. Dass sich aus der Auswahl pathogener
Bakterien zur Anzucht ein Infektionsrisiko durch mit den Phagen behandelte Lebensmittel
ergibt, ist unwahrscheinlich, da die Phagen aufgereinigt werden. Bakterienspezies ohne
Antibiotikaresistenz- oder Virulenzgene sollten bevorzugt verwendet werden, um einen, wenn
auch unwahrscheinlichen, Transfer von unerwiinschten Genen ausschliefen zu kdénnen. Es
kann davon ausgegangen werden, dass zur Anzucht Reinkulturen einer Bakterienspezies
eingesetzt werden und Nachteile oder Risiken aufgrund undefinierter Bakterienkulturen nicht

bestehen.

Bei der Aufreinigung der Phagen missen die Wirtszellen, Reste lysierter Bakterienzellen und
Fermentationsriickstinde  abgetrennt werden. Im  Fall der Gram-negativen
Enterobacteriaceae werden bei der Phagenanzucht und -ernte durch Lyse der Bakterienzellen
Lipopolysaccharide/Endotoxine, die als Bestandteil der duReren Zellwand vorkommen,
freigesetzt. Es werden unterschiedliche Methoden zur Abtrennung von Endotoxinen
beschrieben, die nicht alle im technischen Malistab einsetzbar sind (Hietala et al. 2019).

Grundsatzlich werden gesundheitliche Risiken durch die orale Aufnahme von Endotoxinen im
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Zusammenhang mit Phagenanwendungen als gering eingeschatzt (Bertok 2004; Grootjans et

al. 2010), werden aber als mogliches Risiko diskutiert (siehe Kapitel 5.4).

5.1.2 Veranderung/Mutation der Phagen oder Bakterien wahrend der Fermentation

Die Eigenschaften von Phagen kénnen durch Mutationen in ihrer DNA verdandert werden.
Mutationen erfolgen bei der Phagenanzucht spontan, mit einer hoheren Mutationsfrequenz
als bei der Replikation bakterieller Genome. Mit den Anzuchtbedingungen (Temperatur, pH-
Wert, bakterieller Wirtsstamm) kann ein evolutiondrer Druck aufgebaut werden, bei dem
Phagen mit Mutationen sich u. U. durchsetzen (Wichman et al. 2005), was aber durch
optimale Anzuchtbedingungen fiir den Phagen vermieden wird (Garcia et al. 2019). Aufgrund
der ausgesuchten Bakterienspezies in Reinkultur wird die Wirtsspezifitat der Phagen keinem
Selektionsdruck, der Infektion und Lyse der Bakterien beeintrachtigen wirde, unterliegen.
Dass Mutationen, z. B. in Phagengenen unbekannter Funktion, stattfinden, die die Sicherheit

der Anwendung betreffen, ist unwahrscheinlich.

Da Bakterienzellen aus der Anzuchtkultur bei der Aufreinigung der Phagen abgetrennt
werden, hatten mutierte Bakterien keine Bedeutung. Auch kann ein Wachstumsvorteil einer
anderen Bakterienspezies gegeniiber der relevanten Spezies ausgeschlossen werden, da
Phagen mit Reinkulturen angezogen werden. Mutationen in bakteriellen Genen, die die
Infektion durch Phagen beeinflussen bis hin zur Phagenresistenz, konnten die Ausbeute an
Phagen verringern, werden in der Praxis aber nicht beobachtet. Die spontane
Mutationsfrequenz fur Bakterien liegt bei etwa 10 pro Gen pro Generation (Borin et al. 2021;
Lee et al. 2012). Wenn eine Bakterienkultur mit 5 x 108 CFU/ml startet, kann entsprechend der
spontanen Mutationsrate hdchstens mit einem Anteil in der GréRenordnung von 102
Bakterien/ml, die eine Mutation in einem bestimmten Gen tragen, gerechnet werden. Da es
mehrere Gene gibt, in denen eine Mutation zu einer Resistenz gegenlber Phagen fiihren kann,
wirde sich die Rate an resistenten Bakterien erhohen. Die Produkte dieser Gene kdnnen an
der Synthese der Bakterienkapsel beteiligt sein, Strukturen der Zellwand oder der
Phagenrezeptoren betreffen oder fiir die erfolgreiche Phagenvermehrung notwendig sein
(Labrie et al. 2010; Mutalik et al. 2020). Da nicht jede Mutation in einem beteiligten Gen zu
einer Phagenresistenz fiihrt, ist die oben genannte Rate an resistenten Bakterien, die durch
Mutation pro Generation und Gen entstehen kénnten, als zu hoch anzusehen. Bakterien mit
erworbener Resistenz teilen sich ebenfalls, sind aber nach einer einstiindigen Kultivierung

kaum nachweisbar (Beale 1948; Lenski and Levin 1985). Bei Campylobacter-Kulturen werden
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am Ende einer Kultivierung phagenresistente Bakterienzellen nachgewiesen, was an der oben
beschriebenen Kapselvarianz liegt (siehe Kapitel 4.1.) und die Phagenausbeute verringern

kann.

Grundsétzlich sind fiir eine niedrige Mutationsrate sowohl im Phagen- als auch
Bakteriengenom wenige aufeinanderfolgende Kulturen von der Anzucht der Bakterienkultur
bis zur Phagenvermehrung von Vorteil. Laut Aussagen von Herstellern werden drei
aufeinanderfolgende Bakterienkulturen (10 ml, 1 L, 100 L) bendtigt, um das Volumen der
Fermentationskultur zu erreichen. Es werden auch kontinuierliche Bakterienkulturen zur
Anzucht von Phagen beschrieben (Garcia et al. 2019), bei denen aber mit einer hdheren
Mutationsrate der geernteten Phagen gerechnet werden kann (Jura¢ et al. 2019), die

moglicherweise die Ausbeute an Phagen oder ihre Spezifitat beeinflussen.

5.2 Sicherheitsaspekte bei der Anwendung von Phagen

5.2.1 Auswahl des Phagencocktails

Bei der Anwendung von Phagen zur Erhéhung der mikrobiellen Sicherheit des Lebensmittels
stellt sich die Frage, welche pathogenen Bakterienspezies zu welchem Zeitpunkt der
Prozessierung abgetotet werden sollen (Abbildung3). Sind es Spezies, die nach
konventionellen, z.B. thermischen Verfahren nur unzureichend abgetotet wurden, oder
Sekundarkontaminationen? Bei Rohware kann mit den Ublichen kontaminierenden
Bakterienspezies gerechnet werden, wie z.B. Salmonella und Campylobacter auf
GeflUgelfleisch. Trotz des erweiterten Wirtsspektrums stellt sich die Frage, ob die
vorhandenen Phagencocktails hinreichend wirksam sind, wenn nicht alle méglicherweise
vorkommenden Stamme/Serotypen/Serovare, wie z.B. von Salmonella, Escherichia und
Shigella, durch den Phagencocktail abgedeckt sind, oder andere als die iblichen Stamme/
Serotypen/Serovare vorherrschend auftreten. Als ein mogliches Risiko wird das Uberleben
einzelner Stamme/Serotypen/Serovare, die nicht durch das Wirtsspektrum abgedeckt waren,
beschrieben, die sich aufgrund eines Wachstumsvorteils auf dem behandelten Lebensmittel
vermehren konnten, z.B. bei einer unterbrochenen Kiihlkette. Man kann aber davon
ausgehen, dass sich aufgrund der meist niedrigen Zellzahlen pathogener Bakterien am
Lebensmittel ein Wachstumsvorteil fiir Gberlebende Stdamme oder Serovare nicht ergibt. Die
Phagenbehandlung ist kein Ersatz fir eine einzuhaltende Kihlkette oder andere

HygienemaBnahmen, sondern eine zusatzliche MalRnahme in einem Hygienekonzept, sodass
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ein unkontrolliertes Wachstum und eine explosionsartige Vermehrung moglicherweise
verbleibender Stamme/Serotypen/Serovare wenig wahrscheinlich ist. Unklar ist, ob die
Angaben zu den Phagenprodukten fir einen sinnvollen Einsatz ausreichen, in welchem
Ausmald mit anderen pathogenen Bakterienspezies oder nicht durch den Cocktail abgedeckten
Stammen/Serotypen/Serovaren gerechnet werden muss, und ob die Wirksamkeit
routinemaRig UGberprift werden sollte. Auch wird diskutiert, ob der Einsatz von
Phagencocktails in der Produktionskette dokumentiert werden muss, um Folgeanwendungen
unter dem Gesichtspunkt eines bereits erfolgten Phageneinsatzes sinnvoll auswahlen zu

kénnen.

Preharvest Postharvest

[ Oberflachen in Betrieben ]

* Freisetzung von Phagen

+ Auftreten und Persistenz von
phagenresistenten Bakterien

[Lebensmittelproduktion ]

* Wirksamkeit und Effektivitat?

* Auftreten von phagenresistenten
Bakterien und ihr Ubertrag entlang
der Produktionslinie

- - ~ [ Transport und Lagerung ]
[ Nutztiere, Tierstalle und Nutzpflanzen ]

* Wirksamkeit und Effektivitat?

» Wirksamkeit und Effektivitat? « Anhaltende Wirksamkeit?

* Phagenresistente Bakterien

[ Aufnahme iiber Lebensmittel ]

* Freisetzung von Phagen in die Umwelt
s Einfluss auf die Gesundheit

» Auftreten und Persistenz von phagenresistenten Bakterien « Einfluss auf das Darmmikrobiom

* Einfluss auf Bakterienpopulationenin der Umwelt * Freisetzung von bakteriellenToxinen

Abb. 3: Limitierungen und potenzielle Risiken von Phagenanwendungen

Links: Limitierungen und potenzielle Risiken von Phagenanwendungen im Preharvest-Bereich (Tierhaltung und
Pflanzenanbau): hohe Phagenbelastungen auf Oberflachen in Stallanlagen bzw. auf Tieren und Kulturpflanzen
sowie deren mogliche Freisetzung in die Umwelt mit unbekannten Folgen flir Bakterienpopulationen;
eingeschrankte Wirksamkeit aufgrund eines begrenzten Wirtsspektrums, phagenresistenter Bakterien oder
Kontaminationen, die durch die Phagen nicht abgedeckt sind; Verbreitung phagenresistenter Bakterien.

Rechts: Limitierungen und potenzielle Risiken von Phagenanwendungen im Postharvest-Bereich (Verarbeitung
und Endprodukte): hohe Phagenbelastungen auf Betriebsoberflichen, die eine mogliche Zunahme
phagenresistenter Bakterien sowie deren Persistenz in Betrieben und Produktionslinien begiinstigen kdnnten;
eingeschrankte Wirksamkeit infolge eines begrenzten Wirtsspektrums, phagenresistenter Bakterien oder
anderer Kontaminationen mit direkten Konsequenzen fiir die Lebensmittelsicherheit; Aufnahme von Phagen
liber Lebensmittel mit potenziellen Auswirkungen auf die Darmmikrobiota und die menschliche Gesundheit
(modifiziert aus Roth et al. 2026).

5.2.2 Wirt/Phagen-Verhaltnis und Effektivitdt der Anwendung
Abhangig von den eingesetzten Phagen und den unterschiedlichen Umgebungsbedingungen,

wie flissige oder feste Lebensmittel bzw. glatte oder gefurchte Oberflachen, werden
33



unterschiedliche Phagenmengen bengtigt. In flissigen Lebensmitteln werden Bakterienzellen
und Phagen gut durchmischt. Auf festen Oberflachen muss, unabhangig von der vorhandenen
Zahl an Zielzellen, die auf Lebensmitteln eher niedrig einzuschéatzen ist, eine grolRe Menge an
Phagen zugefliigt werden, damit moglichst auf jede Zielzelle mindestens ein Phage trifft
(Hagens and Loessner 2010). Um weit und inhomogen verteilte Zielzellen zu erreichen,
werden Phagensuspensionen durch Bespriihen oder Eintauchen flachendeckend auf das
Lebensmittelgut aufgebracht. Wichtig ist festzuhalten, dass sich auf feste Lebensmittel einmal

aufgebrachte Phagenpartikel nicht aktiv zu Bakterienzellen hinbewegen.

Es ist zu beachten, dass das Lebensmittel durch eine Phagenbehandlung nicht steril wird, da
der Phagencocktail nur bestimmte Stamme/Serotypen/Serovare einer Bakterienspezies
lysiert und auch diese in der Regel nicht vollstandig abtotet. Die entscheidende Frage ist, in
welcher GréBenordnung die Zellzahl der Zielbakterien abgesenkt werden kann und inwieweit
die mikrobilogische Sicherheit des behandelten Lebensmittels erhéht wird (Abbildung 3). Laut
Herstellern kann durch Phagen eine Reduzierung zwischen 1 und 4 log-Einheiten (Cristobal-
Cueto et al. 2021) erreicht werden, wobei diese Zahlen an beimpften

Lebensmittelmodellsystemen ermittelt wurden (Jayamanne and Foddai 2025).

Es muss unterschieden werden zwischen der Stabilitdit der Phagen, d.h. wie lange ihre
Fahigkeit zu Infektion und Lyse erhalten bleibt, und der Aktivitat der Phagen, d.h. wie lange
sie nach dem Auftragen wirksam sind und Wirtszellen infizieren und lysieren. Fir den Phagen
P100 der kommerziell erhaltlichen Phagensuspension PhageGuard Listex™ (,single-phage”
Produkt) wurde beschrieben, dass er in Schmierwasser bei Temperaturen von 4 bis 10 °C Gber
120 Tage liberdauerte und wieder aktive Phagen isoliert werden konnten (Fister et al. 2019).
Die Zeitspanne, in der aufgebrachte Phagen aktiv sind, hdangt von der Phagenspezies, der zu
reduzierenden Bakterienspezies und ihre Verteilung sowie den physikalisch-chemischen
Faktoren (z. B. Temperatur, Salzgehalt, Wassergehalt, pH-Wert) des Lebensmittelhabitats ab
und kann daher sehr unterschiedlich sein (weniger als eine Stunde bis mehrere Tage). Die
Bakterienzellen miissen stoffwechselaktiv sein, damit die Phagen sie abtéten kénnen (Bryan
et al. 2016). Fir einige Anwendungen wird beschrieben, dass die Phagen nach Aufbringen auf
bereits beimpfte Lebensmitteloberflichen fir eine Zeitspanne von einigen Stunden
Bakterienzellen abtoteten (,cells-first” Szenario), dabei aber nicht wesentlich vermehrt
wurden. Fir andere Anwendungen wird beschrieben, dass einmal aufgebrachte Phagen auch

nachfolgende Kontaminationen mit der Wirtsspezies abtoten (,,phages-first” Szenario) und die
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Phagen sich auf dem Lebensmittel vermehrten. Es wird aber auch angegeben, dass eine
Vermehrung der Phagen wahrend einer Anwendung nur 1 % der zugesetzten Phagenmenge

ausmacht (Guenther et al. 2012).

Die Aktivitat der Phagen ist nicht allein von ihrer Stabilitdt und den Umgebungsbedingungen
abhangig, sondern auch von ihrer Immobilisierung an Oberflachen, die die Infektiositat der
Phagen reversibel hemmt. Nach Ablosen immobilisierter Phagen von Oberflaichen kdnnen
wieder aktive Phagen nachgewiesen werden (Leppanen et al. 2019). In flUssigen
Lebensmitteln hangt die Immobilisierung von der Menge und der GrofRe von festen
Schwebstoffen ab, in klaren Fliissigkeiten ist eine Immobilisierung und Inaktivierung durch
Bindung an Oberflachen nicht gegeben. Bei Anwendung in der Lebensmittelverpackung
beeinflussen die Lagerbedingungen, wie z.B. Feuchtigkeit in der Verpackung,
Lagertemperatur und Dauer der Lagerung sowie die Bedingungen auf der
Lebensmitteloberfliche die Wirksamkeit der Phagen. Von den unterschiedlichen
Gegebenheiten hangt ab, ob die Phagen wahrend des Verpackens oder auch wahrend der
Lagerung wirken, wie lang sie wirken und ob Sekundarkontaminationen durch aufgebrachte,
persistierende Phagen vermindert werden kénnen. Es ist davon auszugehen, dass auf feste
Lebensmittel einmal aufgebrachte Phagen gegen eine spadter einsetzende Welle des
Bakterienwachstums, beispielsweise bei unterbrochener Kihlkette, nur begrenzt wirksam
sind. Auch bei Anwendungen wahrend der Verpackung und Lagerung ist zu berlicksichtigen,
dass einmal aufgebrachte Phagen sich nicht aktiv auf Zellen zubewegen und an Oberflachen
gebunden sein kénnen, sodass eine Sekundarkontamination wahrend der Lagerung nicht

reduziert wird.

5.2.3 Resistenzentwicklung von Bakterien gegen Phagen

Die mogliche Resistenzentwicklung von Bakterien gegen Phagen wird als problematisch
diskutiert (Abbildung 3) (Sommer et al. 2019). Bei der Anzucht kdnnte die Ausbeute an Phagen
vermindert sein, da resistent gewordene Bakterien nicht infiziert werden, oder es werden
modifizierte Phagen geerntet, die bei Einsatz gegen die vorgesehenen Zielbakterien nicht
wirken, was beides jedoch durch die Uberpriifung der Effektivitit der geernteten Phagen und
durch eine Wiederholung der Anzucht mit dem Ausgangsstamm kontrollierbar ist. Bei der
Anwendung sind zwei Szenarien denkbar. Entweder erfolgte die Resistenzentwicklung der
Zielbakterien zu einem unbekannten Zeitpunkt vor der Kontamination des Lebensmittels

aufgrund der natirlichen Koexistenz der Bakterien mit dem aus der Umwelt der Zielbakterien
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bereits isolierten Phagen, oder die Resistenzentwicklung der Zielbakterien erfolgt wahrend
der Anwendung in der Produktion oder im fertigen Lebensmittel. Im ersten Fall ware der
Phagencocktail mit diesem Phagen nur bedingt aktiv (aufgrund mehrerer Phagenspezies aber
wahrscheinlich nicht vollig inaktiv) und der Einsatz eines anderen (modifizierten)

Phagencocktails anzuraten.

Die Haufigkeit einer Resistenzbildung von Wirtsbakterien wird abhangig von der
Phagenspezies auf ungefihr 10 bis 10”7 geschatzt (Fernandez et al. 2018). Wenn dieser Rate
der Resistenzbildung die niedrigen Zellzahlen, die fiir pathogene Bakterien auf Lebensmitteln
beobachtet werden, gegenlibergestellt werden, sollte das Auftreten von resistenten
Bakterienzellen bei Anwendungen auf Lebensmitteln sehr selten sein. Zudem vermehren sich
Phagen auf festen Lebensmitteln nicht (oder nicht wesentlich), was eine Resistenzentwicklung
der Wirtszellen eher unwahrscheinlich macht. Bei hohen MOIs wurde in Studien von einer
verstarkten Resistenzentwicklung berichtet, wie z.B. bei hohen Titern eines einzelnen Phagen
gegen Salmonella in inokuliertem Hihnerfleisch (Atterbury et al. 2007), sowie in vitro mit
Enterococcus faecalis bei einem MOI von 10 (Topka-Bielecka et al. 2021). Hohe MOIs in
Kombination mit bakterieller Vermehrung treten in der Praxis auf Lebensmitteln in der Regel
nicht auf, auller es kommt zu einem signifikanten Wachstum der pathogenen Bakterien
aufgrund fehlender anderer HygienemalBnahmen in Kombination mit einer hohen
Phagenanzahl. Darliber hinaus war die in den zitierten Studien beobachtete Phagenresistenz
nicht stabil. Viele resistente Isolate kehrten nach mehreren Passagen ohne Phagenexposition
wieder zu einem phagensensitiven Phanotyp zuriick. Dies kann auf Fitnesskosten der Zielzelle
zurilickzuflihren sein, die mit der Resistenz verbunden sind (Meaden et al. 2015). Dabei ist
mindestens eine physiologische Funktion beeintrachtigt, wodurch die Mutanten in

Abwesenheit des Phagen weniger konkurrenzfahig sind.

Da nicht nur ein Phagentyp, sondern meist Phagencocktails eingesetzt werden, wird die
Haufigkeit einer Resistenzentwicklung gegen einen bestimmten Phagen weiter reduziert.
Auch der wechselnde Einsatz verschiedener Phagencocktails wird als Mittel genannt, das
Risiko einer Resistenzentwicklung zu reduzieren. Aufgrund des bisherigen Wissens wird davon
ausgegangen, dass bei einem Auftreten von phagenresistenten Stdammen/Serovaren/
Serotypen in der Umgebung von Lebensmittelproduktionsstatten wieder Phagen, abhangig
von der Bakterienspezies, isoliert werden konnen, die in der Lage sind, diese zu lysieren

(Meaden and Koskella 2013).
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Es gibt Beflirchtungen, dass eine Phagenresistenz gleichzeitig auch zu einer
Antibiotikaresistenz oder erhoéhten Virulenz der Bakterien fihren koénnte, was bisher
wissenschaftlich nicht belegt werden konnte. In therapeutischem Kontext werden Phagen
auch zusammen mit Antibiotika verabreicht. Ein Zusammenhang zwischen Phagenresistenz
mit Antibiotikaresistenz wurde vereinzelt beschrieben, ist aber eher ein multifaktorielles
Phdanomen innerhalb dynamisch wachsender bakterieller Populationen und nicht die Folge
einer spezifischen Verdanderung an einem einzelnen Resistenzlokus (Allen et al. 2017; McGee
et al. 2023). Fir Anwendungen in Lebensmitteln kdnnen kombinierte Effekte nicht
angenommen werden, da Antibiotika, wenn Uberhaupt, nur in Spuren in bestimmten
Lebensmitteln wie Fleisch vorkommen und keine aktiv wachsenden bakteriellen Kulturen zu

erwarten sind.

Eine Antibiotikaresistenz oder -sensitivitdt infolge einer Resistenzentwicklung gegeniiber
Phagen ist grundsatzlich nicht zu erwarten, da sich Phagenrezeptoren von den
Angriffspunkten der Antibiotika und Resistenzmechanismen gegen Phagen sich von denen
gegen Antibiotika unterscheiden. Dennoch wurden Phagen isoliert, die TolC, eine Antibiotika-
Effluxpumpe der Wirtszelle, als Rezeptor nutzen. In solchen Fadllen kdnnen Mutationen, die
Phagenresistenz vermitteln, auch die Resistenz oder Sensitivitat der Wirtszelle gegeniiber
Tetracyclin verandern (Burmeister et al. 2020). Neben Fitnessverlusten wurde unter dem
Einfluss von Phagen auch eine Abnahme der Virulenz (de Melo et al. 2024) und in einigen
Fallen eine Verminderung der Antibiotikaresistenz pathogener Bakterien berichtet (Chan et
al. 2016; Li et al. 2024). Fir L. monocytogenes Serotyp 4b wurde beschrieben, dass die Virulenz

des Bakteriums durch eine Resistenzentwicklung gegen Phagen abnahm (Sumrall et al. 2019).

5.2.4 Risiken bei Anwendung als Dekontaminationsmittel auf Produktionsoberflachen

Phagencocktails kénnen auch auf Gerdten und Arbeitsflaichen aus Plastik und Stahl
angewendet werden. Das Aufbringen groRer Mengen einzelner Phagenspezies auf
Produktionsoberflachen wird ebenfalls als Risiko angesehen (Abbildung 3), da aufgrund einer
langeren Koexistenz eine Resistenzentwicklung der Zielbakterien in Produktionsstatten fiir
Lebensmittel befiirchtet wird, die bei Ubertragung auf Lebensmittelgut bei nachfolgenden
Phagenanwendungen nicht mehr mit den im Handel befindlichen Phagencocktails abgetotet
werden konnen (Sommer et al. 2019). Es wird deshalb diskutiert, ob die Phagen nach der
Anwendung auf Oberflachen inaktiviert werden mussen. Dieses wiirde dem urspriinglichen

Sinn der Phagenanwendung zur Biosanierung widersprechen, wenn danach Inaktivierungs-
37



schritte mit Chemikalien, Hitze etc. durchgefiihrt werden missen. Die in den Cocktails
verwendeten Phagen aus der Klasse Caudoviricetes besitzen meist keine Lipidhiille. Deswegen
sind Dekontaminationsmittel, die membranaktiv sind, zur Abtdtung der Phagen eventuell
unwirksam (Sommer et al. 2019). Systematische Untersuchungen an Phagen, die gegen
Lactobacillen wirken und schadlich fiir Fermentationskulturen sind, haben aber gezeigt, dass
viele Phagen sich mit handelsliblichen Desinfektionsmitteln inaktivieren lassen (Hayes et al.
2017). Allerdings stellt sich bei einem nachfolgenden Einsatz von Desinfektionsmitteln wie
Alkoholen, z. B. Ethanol und Isopropanol, Aldehyden, Sauren und Basen, Chlor und Chlor
freisetzenden Agenzien und Peroxiden die Frage, welchen Mehrwert eine Phagenanwendung
hatte. Man kann annehmen, dass eine gleichzeitige und vor allem stabile
Resistenzentwicklung der Zielbakterien gegeniliber allen Phagen eines Cocktails
unwahrscheinlich ist und, falls notwendig, dieser durch Verwendung alternativer Phagen

begegnet werden kann.

5.2.5 Freisetzung von Phagen in die Umwelt

Der Einsatz groRer Mengen einzelner Phagenspezies wird kontrovers diskutiert (Sommer et al.
2019). Die aufgebrachten Phagenmengen bei Phagenanwendungen auf Lebensmitteln
werden im Vergleich zu der Menge an natirlicherweise vorhandenen Phagen als gering
beschrieben (Vikram et al. 2021). Die zugelassene Menge an Phagen liegt je nach Produkt bei
maximal 10° PFU/g (meist bei 107 - 10® PFU/g). Hochgerechnet auf die Gesamtmenge an
Fleisch, die in den USA pro Jahr produziert wird (ca. 45 Milliarden kg), entspréache dies ~4,5 x
10?2 PFU, einem Anteil von 0,000005 % der geschitzten Mindestzahl an Phagen von 1 x 103°
PFU auf der Erde. Tatsachlich wiirde die Menge an Phagen, die in die Umwelt gelangen,
niedriger sein, da die meisten Phagenprodukte in einer Konzentration von 10® PFU/g
angewendet werden und langst nicht alle auf dem Fleisch aufgebrachten Phagen in die
Umwelt gelangen. Auch kann davon ausgegangen werden, dass ein GroRteil der Phagen nach

der Anwendung inaktiv ist, z. B. durch Kochen oder Verdauung im Magen-Darmtrakt.

Ein Einsatz von Phagencocktails zur Biosanierung in der Produktionskette, besonders bei der
Oberflachenanwendung in Tierstall und Produktionsstatten (Abbildung 3), kénnte zu einer
Freisetzung groBerer Mengen einiger weniger Phagenspezies in die Umwelt filhren (Meaden
and Koskella 2013). Dies konnte zu einem Shift der Ublicherweise vorkommenden
Bakterienpopulation fihren, der eine verminderte Wirkung von Antibiotika aufgrund anderer

aufkommender Bakterienspezies und -stimme zur Folge haben konnte. Auch konnte es
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hierdurch zu einer verminderten Wirkung folgender Phagenanwendungen aufgrund anderer
aufkommender Bakterienstimme oder einer Resistenzentwicklung der Zielbakterien gegen
die Phagen kommen. Auch wird diskutiert, ob in die Umwelt freigesetzte Phagen einen Einfluss
auf das natirliche Gleichgewicht von Phagen- und Bakterienspezies haben kénnen. Diese
Diskussionen sind sehr spekulativ, da es keine Daten dazu gibt und diese wegen der
Komplexitit des Bakterien-Phagen-Okosystems, das nur wenig erforscht ist (Czajkowski et al.
2019), schwer zu generieren sind. Es wird aber davon ausgegangen, dass die Freisetzung
grofler Mengen weniger Phagenspezies, die gegen pathogene Bakterien wirken, kein
signifikantes Risiko darstellt, da auch natiirlicherweise einzelne Phagenspezies in groRen
Mengen auftreten kdnnen, wenn ihre Wirtsspezies in der Bakterienpopulation dominant
vertreten ist. Ebenso nehmen die Mengen an Phagen natirlicherweise wieder ab, wenn ihre
Zielbakterien nicht mehr vorhanden sind und sich andere Bakterienspezies durchsetzen, was
typische ,Raubtier-Beute” Dynamiken widerspiegelt (Chevallereau et al. 2022). Die in den
Cocktails eingesetzten Phagen sind natirlicherweise vorkommende Phagen, was hier gegen
ein erhohtes Risiko spricht, dass die natlrlicherweise vorhandene Dynamik in
Bakterienpopulationen sicherheitsrelevant verandert wird. Zusatzlich ist die Wirkung gegen
pathogene Bakterienspezies als entscheidender Vorteil anzusehen. Die pathogenen
Zielspezies haben auRerdem nur einen kleinen Anteil an der Gesamtpopulation, was gegen
eine grundlegende Anderung der Bakterienpopulationen bzw. des natiirlichen Bakterien/

Phagen-Gleichgewichts spricht.

5.2.6 Mobilisierung von genetischen Elementen und Pathogenicity Islands (PAls)

Aufgrund ihres Einsatzes im Lebensmittelsektor sowie als Therapeutika wird auch ber das
mogliche Potenzial virulenter Phagen zur horizontalen Ubertragung genetischer Elemente
sowie zur Mobilisierung chromosomaler DNA diskutiert (Doub 2021). Die Auswabhl virulenter
Phagen zielt darauf ab, eine spezialisierte Transduktion auszuschlieRen, trotzdem steht der
Beitrag virulenter Phagen zum horizontalen Gentransfer unter Beobachtung (Doub 2021;

Waddell et al. 2009).

Das Vorliegen eines Phagengenoms als Plasmid &dhnliches, nicht integriertes Element
(Pseudolysogenie) ist typischerweise eine Eigenschaft bestimmter temperenter Phagen
(Abedon 2009) und wird oft bei hungernden Bakterienzellen beobachtet. Es wird vermutet,
dass die langfristige Aufrechterhaltung extrachromosomaler Phagengenome in der Wirtszelle

wahrend der Pseudolysogenie eine potenzielle Rolle beim horizontalen Gentransfer spielen
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kann. Fiir Pseudomonas aeruginosa wurde eine plasmidahnliche Persistenz von vier virulenten
Phagen beschrieben (Latino et al. 2016), deren funktionelle Bedeutung bislang jedoch unklar
ist. Phagen sind wahrend der Pseudolysogenie nicht lytisch aktiv (Venturini et al. 2022), was

fir hungernde Zellen auf Lebensmittelmatrizes relevant sein konnte.

Flr Salmonella enterica Serovar Typhimurium wurde ein virulenter Phage beschrieben, der in
der Lage ist, bakterielles DNA-Material, gesteuert durch eine chromosomale pac-Sequenz zu
transduzieren. Pac-Typ-abhadngige Phagen zeigen bekanntermaRen variable Effizienzen und

Eigenschaften bei der Mobilisierung chromosomaler DNA-Segmente (Wolput et al. 2024).

Satellitensysteme, bei denen mobile genetische Elemente (Satelliten) parasitisch mit
Helferphagen, typischerweise temperenten Phagen, koexistieren, wurden ebenfalls im
Zusammenhang mit virulenten Phagen beschrieben. Fiir Vibrio cholerae konnte unter
Laborbedingungen gezeigt werden, dass nach Einsatz eines virulenten Phagen ein
chromosomal lokalisiertes genetisches Element aktiviert wurde, welches zur sofortigen
Phagenresistenz  des infizierten  Bakteriums flhrte, gleichzeitig wurde die
Resistenzdeterminante aktiv als Plasmid verbreitet (McKitterick and Seed 2018). Von
virulenten Phagen abhangige Satellitensysteme wurden auch fiir Streptomyces (deCarvalho et

al. 2023) sowie fiir weitere Vibrio-Spezies (Barcia-Cruz et al. 2024) beschrieben.

Fiir gramnegative und grampositive bakterielle Pathogene wie Escherichia coli oder
Staphylococcus aureus sind Pathogenicity Island-Helferphagen-Systeme gut beschrieben.
Pathogenicity Islands (PAls) sind genetische Elemente, die unter anderem fiir Virulenzfaktoren
und Antibiotikaresistenzen codieren. In diesen Systemen werden PAls mobilisiert und in
Transduktionspartikel verpackt, die aus Proteinen eines temperenten Helferphagen
zusammengesetzt sind (Christie and Dokland 2012; Gal-Mor and Finlay 2006). Nach unserem
Kenntnisstand wurden bislang keine virulenten Phagen beschrieben, die als Helferphagen
fungieren oder die Mobilisierung von Pathogenitatsinseln in E. coli oder Salmonella

beeinflussen (Desvaux et al. 2020; She et al. 2025).

Es ist unwahrscheinlich, dass die unter experimentellen Bedingungen beobachtete
Mobilisierung von genetischen Elementen durch virulente Phagen (McKitterick and Seed
2018) bei der Anwendung von Phagen auf Lebensmitteln oder in Produktionsanlagen von
Bedeutung ist. Im Gegensatz zu natirlichen Bedingungen werden hier die meisten

Zielbakterien durch die Verwendung von Phagencocktails lysiert, so dass eine Mobilisierung
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genetischer Elemente unwahrscheinlich ist. Risiken im Zusammenhang mit virulenten Phagen,
die theoretisch als Helfer-Phagen fungieren kénnten, sind daher eher theoretisch und fir die
Praxis nicht nachvollziehbar. Generalisierte Transduktion, Pseudolysogenie und
Helferphagen-Systeme koénnen als treibende Krafte des DNA-Transfers bei langfristiger
Koexistenz innerhalb bakterieller Gemeinschaften in Umweltsettings wirken. Ob die
Anwendung hoher Dosen virulenter Phagen in der Tierhaltung und deren Freisetzung in die
Umwelt bakterielle Gemeinschaften in dieser Hinsicht signifikant beeinflussen und ob daraus

Sicherheitsbedenken entstehen, ist derzeit unklar (siehe auch 5.2.6).

5.2.7 Nachweis bakterieller Kontaminationen nach Phagenbehandlung

Ein Problem wird darin gesehen, dass in kulturbasierten Verfahren der Nachweis der
pathogenen Zielbakterien in Lebensmittelproben durch die Phagen, die zu ihrer Dezimierung
auf das Lebensmittel aufgebracht wurden, verfalscht wird. Bei Kultivierung der
Lebensmittelproben kdnnten die moglicherweise noch aktiven Phagen die nachzuweisenden
Bakterien infizieren und lysieren. Dieses konne zu falsch negativen Ergebnissen fir die
entsprechenden Bakterien flihren. Das Produkt wirde somit falschlicherweise als mit dieser
Bakterienspezies unbelastet und damit unbedenklich eingestuft werden (zusammengefasst
von Fister et al. 2019; Sommer et al. 2019). Wenn die Phagenanwendung in einem
Zwischenschritt der Lebensmittelproduktion erfolgt, wird angemerkt, dass die Phagen in die
weiteren Produktionsschritte verschleppt werden kénnen, ohne dass nachfolgende Hersteller
Kenntnis davon haben und nicht sensibilisiert sind fir ein falsch-negatives Ergebnis beim
Nachweis von Kontaminanten. Wissenschaftlich belegt wurden diese Szenarien bisher nicht;
eine generelle Bewertung ist schwierig, da die Art der Bakterienspezies, die Einsatzmenge und
die Eigenschaften der eingesetzten Phagen, die verbleibende Anzahl aktiver Phagenpartikel
und die Eigenschaft des Lebensmittels sehr unterschiedlich sein kénnen. Aufgrund der
generell niedrigen Zellzahlen, z. B. 100 Listerienzellen pro cm? Lebensmittel, wiirden trotz
einer héheren Anzahl an aufgetragenen Phagen (um 108) nur 100 Listerienzellen Phagen
produzieren. Aufgrund der niedrigen Lagertemperaturen und der damit verbundenen
niedrigen Teilungsraten der Bakterienzellen geht man maximal von einer WurfgréRe von 10
aus, was nicht zu einer exponentiellen Phagenvermehrung fuhrt. Aufgrund der bei den
kulturbasierten Nachweismethoden durchgefiihrten Verdiinnung werden die moglicherweise
vorhandenen, intakten Phagen verdinnt, und eine Infektion und Abtétung der

nachzuweisenden Bakterienzellen wahrend des Nachweisverfahrens wird damit als eher
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unwahrscheinlich bewertet. Bei einer Phagenbehandlung mit einer Konzentration von
10° PFU/ml und einer Reduzierung um zwei Log-Einheiten, die in der Praxis mit
Phagenanwendungen erreicht werden, kann eine Listerienmenge von 1 CFU/ml mit einem
kulturbasierten Verfahren nachgewiesen werden. Im Zweifelsfall kbnnen kulturunabhangige
Nachweismethoden eingesetzt werden, wie etwa quantitative Real-Time-PCR- oder ELISA-
Verfahren, die haufig sensitiver sind als kulturbasierte Ansatze (Dwivedi and Jaykus 2011; Liu

et al. 2019).

Es gibt Hinweise darauf, dass bei der Prifung der Wirksamkeit von Phagenanwendungen in
Modellsystemen mit inokulierten Lebensmitteln unter Verwendung kulturbasierter
Nachweisverfahren verbleibende aktive Phagen zu scheinbar héheren Abtétungsraten fihren
(Chibeu and Balamurugan 2018; Dhowlaghar and Denes 2023). Allerdings sind Zellzahlen,
Phagenkonzentrationen und Effizienznachweise nicht mit den Bedingungen und Methoden
der routinemaRigen Lebensmitteliberwachung vergleichbar. Im Zusammenhang mit dem
Pathogennachweis in Lebensmitteln ist anzumerken, dass Bestrebungen bestehen, Phagen
oder Phagenproteine selbst fiir den Nachweis von Pathogenen auf Lebensmitteln zu
etablieren (Foddai and Grant 2020). Ob vorausgegangene Phagenbehandlungen solche

Nachweisverfahren beeinflussen kénnen, ist ungeklart.

5.3 Einfluss von oral aufgenommenen Phagen auf das Darmmikrobiom

5.3.1 Natiirlich vorkommende Phagen in Lebensmitteln und im Organismus

Phagen gehoren zum natirlichen Darmmikrobiom und werden taglich in groRer Menge mit
der Nahrung aufgenommen. Die orale Aufnahme intakter Phagen gilt fiir Lebensmittel, die
frisch und nicht thermisch behandelt verzehrt werden. Die Menge an Phagen im Darm wird
mit 102 bis 10'°> Phagenpartikeln pro Darm und mit bis zu 10° bis 10'° Partikel pro Gramm
Faeces, Darminhalt und Darmmucosa angegeben (Shkoporov and Hill 2019). Es liegen keine
genauen Zahlen fir natiirlicherweise vorhandene Phagen auf Lebensmitteln vor. Man kann
aber davon ausgehen, dass bei Anwesenheit von Bakterien auf/in Lebensmitteln auch Phagen
zu finden sind und dass eine Koevolution, teils symbiotischer Art, erfolgt. Dies gilt
insbesondere fiir fermentierte Produkte, bei denen seit Langem bakterielle Fermentation als
Teil einer traditionellen Strategie zur Haltbarmachung angewendet wird (Vogel et al. 2011).
Aufgrund der Spezifitdt der Phagen wird aber nur die Menge an Phagen ermittelt, auf die

mittels Lyse der Zielbakterien getestet wird. Fir rohes Fleisch, Gefligelfleisch, Fisch und
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Meeresfriichte wurden Phagenmengen bis zu 10° PFU/g, die spezifisch Enterobakterien
lysierten, nachgewiesen. Auf kihl gelagerten Lebensmitteln, wie rohem Rinderhack,
Wurstwaren, Rohmilch und Austern, wurden bis zu 10’ Phagen/g, die fir Pseudomonas,
Leuconostoc oder Enterobakterien lytisch waren, bestimmt. In anderen Untersuchungen
wurden fir fertige Wurstprodukte weniger als 103 PFU/100 g genannt (EFSA 2009). Mit der
Aufnahme von direkt mit Phagen behandelten Lebensmitteln kimen pro g oder ml
Lebensmittel etwa 10’ Phagen dazu, bei einer Portion von 100 g bzw. ml waren das 10°

Phagenpartikel, demgegeniiber stehen 10* bis 10> Phagenpartikel im Darm.

Genauso vielféltig wie die Bakterienspezies sind auch die Phagen, die natiirlicherweise im
Darm vorhanden sind. Sie beeinflussen das mikrobielle Gleichgewicht im Darm, es kann aber
nicht abschlieBend bewertet werden, welche Auswirkung das auf die Gesundheit des
Menschen hat (Gogokhia et al. 2019; Sweere et al. 2019). Durch die Analyse von 28.060
weltweit gewonnenen, humanen Darm-Metagenomen wurden 142.809 nicht redundante
Phagengenome identifiziert und in einer Datenbank zusammengestellt (Camarillo-Guerrero et
al. 2021), auch wenn die systematische Einteilung der identifizierten Phagen nicht geklart ist
(Adriaenssens 2021). Ebenso wurde ein Genomkatalog aller 189.680 DNA-Viren, die aus
offentlich zuganglichen Daten von 1.810 humanen Stuhlmetagenomen identifiziert wurden,
erstellt; 75 % der Genome sollen doppelstrangige DNA-Phagen prasentieren, die Vertreter der
Bakterienklassen Bacteroidia und Clostridia infizieren (Nayfach et al. 2021). Die auch als
Darmphageom bezeichnete Gesamtheit aller Phagen soll (iber die Regulierung des
Darmmikrobioms sowohl einen grofRen Einfluss auf den Erhalt der Darmgesundheit als auch
durch eine Verdnderung des Darmmikrobioms auf die Entwicklung von Krankheiten haben
(Carding et al. 2017). Temperente Phagen sollen einen héheren Anteil am Phageom haben,
obwohl solche Schatzungen hauptsachlich Prophagen widerspiegeln, die in bakteriellen
Genomen identifiziert wurden, und nicht fiir frei zirkulierende Virionen (Pei et al. 2024). Freie
temperente Phagen, die lytisch aktiv sind, sind vermutlich deutlich weniger haufig als virulente
Phagen (Avellaneda-Franco et al. 2023; Shkoporov and Hill 2019). Wegen der Fahigkeit
temperenter Phagen sowohl zur generalisierten als auch spezialisierten Transduktion und
damit zum Gentransfer zwischen Bakterienzellen wird ihnen eine besondere Rolle im Darm
zugesprochen. So soll der Wechsel einer groBen Anzahl temperenter Phagen aus lysogenen

Bakterien des Darmmikrobioms in den lytischen Zustand tiber die Lyse einer groRen Menge
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an Bakterien zu einer Veranderung des Darmmikrobioms fiihren, die mit Krankheiten

assoziiert sein konnten (Bakhshinejad and Ghiasvand 2017).

In der Mukusschicht des Darms sollen nattirlicherweise vorkommende Phagen angereichert
sein, die durch lytische Aktivitat die bakterielle Belastung der Darmmukosa verringern. Es wird
auch eine Aufnahme bestimmter Phagen durch das Darmepithel postuliert (Nguyen et al.
2017). Durch Phagozytose und durch Zellzwischenrdume der Darmepithelzellen soll ein sehr
kleiner Teil der Phagen die Darmmukosa passieren und in Lymphe und Blut gelangen kdnnen.
Es gibt Vorstellungen, dass Strukturen des Kapsids bestimmter Phagen mit eukaryotischen
Zellen bzw. Geweben interagieren, ohne diese zu ,infizieren” oder zu lysieren. So sollen sie
auch von eukaryotischen Zellen aufgenommen und abgebaut sowie ihre Gene transkribiert
werden kdnnen. Phagen wurden als natiirliche Immunmodulatoren beschrieben, die mit dem
mukosalen Immunsystem interagieren und nach dem Eintritt in Lymphknoten, den
Blutkreislauf und verschiedene Organe sowohl die angeborene als auch die adaptive
Immunantwort beeinflussen. Durch diese Wechselwirkungen mit verschiedenen Immunzellen
wird angenommen, dass sie zur Aufrechterhaltung der Immunhomdostase beitragen
(zusammengefasst von Barr 2017; Dery et al. 2021; Jariah and Hakim 2019). In einem
experimentellen Mausmodell konnte gezeigt werden, dass Phagen eine Colitis tGiber den Toll-
like-Rezeptor 9 verstarken, was weitere Hinweise darauf liefert, dass natiirlich vorkommende
Phagen das Immunsystem modulieren kénnen, auch wenn in diesem Fall unerwiinschte
Signale ausgelost wurden (Gogokhia et al. 2019). Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass
lebensmittellibertragene virulente Phagen zu solchen Effekten beitragen. Es gibt keine
Hinweise darauf, dass Phagen selbst Virulenz gegeniiber menschlichen oder anderen
eukaryotischen Zellen besitzen oder als menschliche Pathogene wirken (Kutateladze and

Adamia 2010).

5.3.2 Gezielt eingesetzte Phagen zur Lebensmittelbehandlung und Therapie

In therapeutischen Ansdtzen werden Phagen gezielt eingesetzt, um unerwiinschte
Bakterienspezies zu dezimieren und somit Infektionen zu bekdmpfen und um das
Darmmikrobiom positiv zu beeinflussen und die natiirliche Darmmikrobiota zu unterstiitzen
(Abedon et al. 2021; Abedon et al. 2011; Brussow 2017; Dahlman et al. 2021; Galtier et al.
2016; Hong et al. 2016; Hu et al. 2018; Rasmussen et al. 2020). Bei der therapeutischen
Anwendung geht man davon aus, dass Phagen bei Gabe direkt mit den Zielbakterien in Kontakt

kommen, da die Diffusion von Phagen, die als Nanopartikel angesehen werden kdnnten, im
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Koérper und in Geweben als sehr gering angenommen wird (Cui et al. 2019). Es gibt viele
Publikationen, die die Effizienz einer Phagengabe und die Verbreitung von Phagen nach oraler
Aufnahme, Inhalation, Injektion oder Hautauftragung untersucht haben (zusammengefasst
von Cui et al. 2019; Dabrowska 2019; Dabrowska and Abedon 2019; Luong et al. 2020). Die
Injektion von Phagen in die Blutbahn kénnte aufgrund einer systemischen Verteilung, auch in
Organe, und moglicher Abwehrreaktionen, wie Phagozytose und Antikorperbildung, die sich
nachteilig auf Phagentherapien auswirken (EI-Shibiny and El-Sahhar 2017; Podlacha et al.
2021), die kritischste Anwendung darstellen. Sie ist im Lebensmittelbereich nicht gegeben. Auf
oralem Weg ist eine systemische Aufnahme von Phagen sehr gering. Die Magenpassage soll,
abhangig von der Phagenspezies, einen Grofiteil der Phagen durch Saure und/oder Verdauung
inaktivieren. Bei der Phagentherapie im Gastrointestinaltrakt wird daher hdufig der Magensaft
neutralisiert oder die Phagen in Kapseln verabreicht (Rotman et al. 2020). Untersuchungen
zeigten, dass von oral aufgenommenen Phagen weniger als 0,1 % systemisch aufgenommen
werden (Dabrowska 2019). Die Dauer der Studien zur Vertraglichkeit oral aufgenommener
Phagen liegt meist bei einigen Tagen, die Einzeldosis betragt 107 bis 10° Phagenpartikel, 10°
Phagenpartikel gilt als niedrige Dosis (Febvre et al. 2019; Gindin et al. 2019; McCallin et al.
2013; McCallin et al. 2018; Sarker et al. 2017; Sarker et al. 2012; Sarker et al. 2016). In knapp
70 Einzelfallbeschreibungen von humanen, therapeutischen Anwendungen wurden die
Phagen in 7 Fallen oral verabreicht, liber wenige Tage bis hin zu 16 Wochen, ohne dass
Nebenwirkungen beobachtet wurden (Suh et al. 2022). Eine weitere Studie entwickelte neue
phagenbasierte  Therapieansdtze in der Behandlung chronisch  entziindlicher
Darmerkrankungen (Federici et al. 2022). In vier regional unterschiedlichen Studien mit
Patienten wurde Klebsiella pneumoniae als erkrankungsassoziierte Spezies identifiziert, und
stammspezifische Phagen fir Klebsiella pneumoniae waren in der Lage die
Erkrankungsintensitat in Tiermodellen zu reduzieren. Eine erste Plazebo-kontrollierte Studie

in 18 gesunden Probanden zeigte (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04737876), dass die

therapierelevanten Phagen die gastro-intestinale Passage Uberleben und keinen
dysbiotischen ,off-target” Einfluss auf die mikrobielle Zusammensetzung im Darm der
gesunden Individuen haben. Die bisherigen Humanstudien zeigen, dass eine tagliche, orale
Aufnahme (ber einen begrenzten Zeitraum keine nachteiligen, gesundheitlichen

Auswirkungen hatte.
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In zwei Studien an Ratten wurde mit kduflichen Phagencocktails aus Russland, die oral
verabreicht wurden, eine beeintrachtigte Darmdurchlassigkeit und entziindungsférdernde
Zytokine beobachtet und die Sicherheit oral aufgenommener Phagen in Frage gestellt (Tetz
and Tetz 2016; Tetz et al. 2017). Ein Phagencocktail gegen 11 Serotypen von Salmonella
enterica und ein Phagencocktail gegen Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Proteus mirabilis und P. vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae und
Escherichia coli wurden gemeinsam, je in einer Konzentration von 1,5x10°® Phagen/Tier,
taglich, 10 Tage lang, funf Ratten oral verabreicht. Nach 10 Tagen wurde eine erhdhte
Permeabilitdt der Darmmukosa (gemessen am Verhaltnis von Laktulose und Mannitol im 24 h-
Urin nach Gabe dieser Zucker durch eine Magensonde am 10. Tag) und eine hohere Menge an
zirkulierenden Immunkomplexen (in der ersten Studie durch unspezifische, spektrophoto-
metrische Messungen, in der zweiten durch Messung von TNF-a, IL-6 und IL-1B mit ELISA-
Technik bestimmt) als vor der Phagengabe gemessen. Die beiden Studien haben starke
Mangel, da nur 5 Tiere getestet wurden und die Kontrolle die Werte der behandelten Tiere
vor der Phagengabe war. Die Messungen wurden nur einmal nach 10 Tagen durchgefiihrt. In
einem der beiden durchgefiihrten Experimente wurde nach 10 Tagen auch eine Abnahme an
Bifidobacteriaceae, Clostridiaceae, Erysipelotrichaceae, Lachnospiraceae, Lactobacillaceae,
and Prevotellaceae und eine Zunahme an Veillonellaceae und Ruminococcaceae beschrieben
(Tetz and Tetz 2016). Von den gleichen Autoren wurde ein Zusammenhang zwischen Phagen
im Darm und Parkinson und anderen neurodegenerativen Krankheiten sowie
Autoimmunkrankheiten postuliert (Tetz et al. 2018; Tetz et al. 2020; Tetz and Tetz 2018), eine

These, fiir die wissenschaftliche Grundlagen fehlen.

Ob sich die zusatzliche, orale Aufnahme grofer Mengen einiger, weniger Phagenspezies, die
spezifisch zur Reduktion der Keimlast pathogener Bakterienspezies auf Lebensmitteln
eingesetzt werden, iber Jahre hinweg nachteilig auf das humane Darmmikrobiom oder die
Gesundheit auswirkt, wurde bis jetzt nicht abschlieBend wissenschaftlich untersucht.
Aufgrund der Ergebnisse der bisherigen Studien zur gezielten, oralen Phagenaufnahme (Duan
et al. 2022; Liu et al. 2021) und der weltweiten Phagenanwendungen im Lebensmittelbereich,
bei denen keine nachteiligen Auswirkungen beschrieben wurden, ist sie wenig wahrscheinlich.
In ihrem systematischen Review schliefRen Liu et al. (2021), dass sich die Phagentherapie in
den bisherigen Studien als sicher und gut vertraglich gezeigt hat, aber ein umfassendes

Verstandnis der Interaktionen von Phagen mit dem menschlichen Kérper fehlt. Duan et al.
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(2022) fordern fir therapeutische Behandlungen von Darmerkrankungen eine sorgfaltige
Sicherheitsanalyse der unter GMP-Bedingungen produzierten Phagen sowie grundlegende,
praklinische und nach Qualitatsstandards konzipierte, klinische Studien (Duan et al. 2022). Ob
oder inwieweit die Zusammensetzung des Darmmikrobioms und der breite Phagenpool, der
natirlicherweise vorhanden ist, durch Phagen, die auf verzehrsfertigen Lebensmittel-
produkten verbleiben und mitgegessen werden, so verandert wird, dass gesundheitliche
Risiken entstehen, wurde bisher in Humanstudien nicht untersucht. Aufgrund der pathogenen
Zielbakterien ist aber von positiven Effekten auszugehen. Salmonellen, Listerien und
Campylobacter spp. sind Infektionserreger und nicht Teil der natilirlichen Darmmikrobiota.
Phagencocktails gegen sie sollten somit keine negativen, sondern eher positive Auswirkungen
auf den Darm haben. E. coli sind pravalente Kommensale im menschlichen Darm, auf
tierischen und pflanzlichen Lebensmitteln kommen jedoch Pathovare dieser Spezies vor (z. B.
enterohamorrhagische E. coli, EHEC; siehe auch 5.4), die gesundheitsgefdhrdend sind. Hier
stellt sich die Frage, inwieweit Phagen gegen E. coli sich auf die Colibakterien im Darm
auswirken (von Strempel et al. 2022). Bei der Auswahl der Phagen waren enge Wirtsspektren
gegen STEC vorteilhaft. Es gibt spezifische Phagen, die nur die im Lebensmittelbereich
vorherrschenden O157:H7 Serovare, Hauptvertreter der EHEC-Serovare, infizieren. Zudem
gibt es Untersuchungen, die zeigen, dass die orale Gabe von Phagen gegen E. coli die Anzahl
der natirlicherweise im Darm vorkommenden E. coli nicht beeinflusst (Bruttin and Brussow
2005; Sarker et al. 2017). Aspekte zum Darmphageom, der Bedarf an antimikrobiellen
Wirkstoffen mit engem Wirkspektrum sowie die potenziellen Vorteile von Phagen werden an

anderer Stelle diskutiert (Hassan et al. 2021; Mills et al. 2017; Pinto et al. 2020).

5.4 Freisetzung von Toxinen durch Bakterienlyse

Es wird derzeit diskutiert, ob bakterielle Toxine (Exotoxine oder Endotoxine) freigesetzt
werden, wenn Bakterien wahrend der Phagentherapie (Dufour et al. 2017; Lu and Koeris 2011)
oder durch Phagenanwendungen auf Lebensmitteln lysiert werden, und ob es durch den
Verzehr solcher Lebensmittel zu einer gesundheitlichen Beeintrachtigung kommen kann
(Garvey 2022). Exotoxin-bildende Bakterien kénnen Gber Lebensmittel in den Darm gelangen
und dort zu Toxi-Infektionen fiihren (Noor 2019). Exotoxine kdnnen auch im Lebensmittel
gebildet werden und bei Aufnahme der Lebensmittel Intoxikationen verursachen. Im
Zusammenhang mit einer Anwendung lytischer Phagen in Lebensmitteln sind bisher weder

Intoxikationen noch Toxi-Infektionen beschrieben worden. Auch eine Aufnahme Endotoxin-
47



haltiger Lebensmittel konnte bisher nicht mit einer Endotoxdamie in Verbindung gebracht
werden. Aufgrund des mangelnden Wissensstandes sollen nachfolgend beispielhaft fir

Endotoxine und das Shiga-Toxin, ein Exotoxin, aktuelle Erkenntnisse diskutiert werden.

5.4.1 Phagenbehandlung von Lebensmitteln hinsichtlich Endotoxinen

Endotoxine sind Bestandteile (Lipid A) von Lipopolysacchariden (LPS) der Zellwand Gram-
negativer Bakterien, die hitzestabil und schwach toxisch sind. Sie kommen (iberall da vor, wo
Gram-negative Bakterienzellen lysieren, werden aber auch bei der Zellteilung freigesetzt.
Aufgrund des Darmmikrobioms, dem gréRten natiirlichen Reservoir fiir Endotoxine im Korper
(André et al. 2019), kommen sie natirlicherweise in hohen Mengen (ca. 1 g) im Darmlumen
(Moreira et al. 2012) und in geringen Mengen im Blut (bis ca. 30 pg/ml Blutplasma) gesunder
Individuen vor ! (Brown 2019; Erlanson-Albertsson and Stenkula 2021; Erridge et al. 2007;
Ghanim et al. 2009; Munford 2016; Nadhazi et al. 1998). Patienten mit Sepsis zeigen hohere
Konzentrationen von bis zu 0,8 ng/ml im Blutplasma (Opal et al. 1999). Das Vorhandensein
von Endotoxinen im Darmlumen hat unter normalen Bedingungen keine Auswirkungen auf
die menschliche Gesundheit (Moreira et al. 2012). Kritisch werden Endotoxine erst, wenn sie
in groRen Mengen in den Blutkreislauf gelangen, was als Endotoxdamie bezeichnet wird.
Verursacht wird dies durch eine gestorte Darmbarriere, z. B. bei Darminfektionen, oder durch
systemische oder sonstige bakterielle Infektionen. AuRerdem konnen die Endotoxine

pathogener, Gram-negativer Bakterien zu deren Pathogenese beitragen (Moran 2010).

Im Hinblick auf Lebensmittel wurde eine sogenannte metabolische, didtetische oder auch
postprandiale Endotoxdamie beschrieben (André et al. 2019; Erlanson-Albertsson and Stenkula
2021; Kelly et al. 2012; Moreira et al. 2012). Bestimmte Lebensmittel kénnen die
Zusammensetzung der Darmmikrobiota verdndern und/oder zur Erhéhung der intestinalen
Permeabilitat beitragen, wodurch es zu einer Erhéhung des Endotoxingehaltes im Blut kommt.
Hierbei spielen die Zusammensetzung der Mahlzeit und insbesondere eine fettreiche bzw.
hoch energiereiche Mahlzeit eine bestimmte Rolle (André et al. 2019; Erlanson-Albertsson and
Stenkula 2021; Kelly et al. 2012). Auch ernahrungsbedingte Veranderungen im Darm-
Mikrobiom durch Verschiebung der Balance von LPS-produzierenden und nicht-LPS-

produzierenden Mikroorganismen werden als Ursache diskutiert (Kelly et al. 2012). In beiden

11 ng LPS entspricht 10 bis 15 EU [Endotoxin Unit: bestimmte Starke der Wirkung im Limulus amebocyte lysate
assay (LAL-test)], im Vergleich: 1 ng LPS E.coli 055:B5 entspricht 10 EU,
https://acila.com/acilaeng/produkte/endotoxine/endotoxinfs.htm)
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Fallen ist es das intestinale Endotoxin, was zur Erhéhung des Endotoxingehaltes im Blut
beitragt. Allerdings gibt es keine Daten dazu, inwieweit eine orale Aufnahme von Endotoxin-
bildenden Bakterien oder freigesetzten Endotoxinen liber Lebensmittel auch einen Beitrag zur
Endotoxamie leisten kann. Gram-negative Bakterien mit Potenzial zur Endotoxinfreisetzung
kommen natdlrlicherweise in Lebensmitteln vor und die Toxine bleiben auch nach einer
Prozessierung mit Potenzial zur Zelllyse, wie z. B. eine Hitzebehandlung, meist erhalten.
Aufgrund des bereits hohen Gehaltes an freien Endotoxinen im Darmlumen scheint die
Aufnahme dieser Bakterien bzw. deren Endotoxine keine Rolle zu spielen. Allerdings wird fir
Babynahrung diskutiert, ob nicht die enthaltenen Endotoxine bei zu hohen Gehalten wegen
der noch nicht voll ausgebildeten Darmbarriere der Kleinkinder zu gesundheitlichen
Beeintrachtigungen fiihren kdnnen (Wu et al. 2021). AuRerdem verbleibt unklar, inwieweit
die orale Aufnahme eines Endotoxins, das durch phageninduzierte Bakterienlyse im
Lebensmittel freigesetzt wird, ein gesundheitliches Risiko darstellt. Die gleiche Frage kdonnte
auch fiur andere Konservierungsmethoden gestellt werden, bei denen Endotoxine freigesetzt
werden, z. B. Erhitzung oder Hochdruckbehandlung, bei denen ebenfalls Bakterien zerstort
und Endotoxine freigesetzt werden (Machado et al. 2019). Aufgrund der zu erwartenden
niedrigen Zellzahlen an pathogenen Bakterien im Lebensmittel, gegen die die Phagen
gerichtet sind, dirfte eine mogliche Erhéhung des Endotoxingehaltes im Darmlumen eher
nicht ins Gewicht fallen. Die Endotoxinfreisetzung durch Phagenbehandlung sollte nicht Gber
das Mal} der Freisetzung bei Anwendung anderer Konservierungsmethoden hinausgehen,

sodass kein erhdhtes Risiko zu erwarten ist.

5.4.2 Phagenbehandlung von Lebensmitteln hinsichtlich Exotoxinen

Einer der weltweit groBten Ausbriiche einer Infektion mit E. coli 0104:H4 in Deutschland im
Jahr 2011, welcherin 22 % der Falle zum ,E. coli-induced hemolytic uremic syndrome“ (eHUS),
einer potenziell todlich verlaufenden Schadigung der Nieren, geflihrt und mehr als 50
Todesopfer zur Folge hatte (Burger 2012; Frank et al. 2011; Page and Liles 2013), hat
Uberwachungsbehérden fiir Shiga-Toxin-bildende E. coli Stimme (STEC) bzw. entero-
hamorrhagische E. coli (EHEC) sensibilisiert. Shiga-Toxin produzierende E. coli Stamme sind
Trager von Prophagen, in deren Genom die Toxine codiert sind (Rodriguez-Rubio et al. 2021).
Die Bakterienzellen vermehren sich im Darm, binden an die Darmschleimhaut und setzen die
Shiga-Toxine Stx 1 und Stx 2 und/oder deren Varianten frei (Muniesa et al. 2012). Die

Expression der Shiga-Toxin-Gene findet wahrend des Wechsels der Prophagen (Herold et al.

49



2004; Wagner et al. 2002) vom lysogenen in den lytischen Zustand statt. In der Spatphase als
Prophage werden die Gene transkribiert und durch Lyse der Bakterien freigesetzt (Rodriguez-
Rubio et al. 2021; Wagner et al. 2002). Teils wird beschrieben, dass die Toxine nach
Freisetzung direkt in die Blutbahn gelangen, teils, dass sie erst in das Darmlumen
ausgeschieden werden und bakterielle Enzymaktivitaten die Expression des Stx2-Rezeptors
GB;3 (Globotriaosylceramid) in den Darmendothelzellen induzieren. Darauf folgt die Rezeptor-
vermittelte Toxinaufnahme Uber Endozytose (Gyles 2007; Obrig et al. 2003; Schiiller 2011).
Diese Aufnahme (Makropinocytose) erfolgt unabhangig von dem fiir die EHEC-Infektion
wichtigen Typ-3 Sekretionssystem (In et al. 2013). Es wurde jedoch gezeigt, dass die Aufnahme
des Toxins in die Zelle auf der Sezernierung einer Serinprotease EspF beruht und die EHEC-
Infektion somit sowohl die Toxin-Endozytose als auch die Transcytose stimuliert (In et al. 2013;

Tran et al. 2018).

Die Phagenbehandlung wird als Moglichkeit gesehen, Lebensmittel auch in Hinsicht auf das
Vorkommen von EHEC und andere Exotoxin-produzierende E. coli Stamme sicherer zu machen
(Necel et al. 2021; Pinto et al. 2020). Andererseits wird beflirchtet, dass die Bakterienzellen,
wenn in grofler Anzahl vorhanden, bei Lyse im oder auf dem Lebensmittel Exotoxine, die
hitzelabil (LT) und hitzestabil (ST) sein konnen (EFSA 2020), freisetzen und diese oral
aufgenommen werden kénnen. Es wird beschrieben, dass Stx 1 und Stx 2 sowohl hitze- als
auch saurelabil sind, aber es gibt widerspriichliche Aussagen dazu (Rasooly and Do 2010;
Rasooly et al. 2014). So soll Stx2 hitzestabil sein und bei Pasteurisierung nicht inaktiviert
werden (Rasooly and Do 2010). Bei Annahme, dass die Toxine nicht durch Hitze oder bei roh
verzehrten Lebensmitteln nicht durch die Magenpassage inaktiviert werden, stellt sich die
Frage, ob bei phagenbehandelten Lebensmitteln EHEC und STEC Exotoxine in einer flr eine
Intoxikation ausreichenden Menge in den Darm gelangen und gesundheitlich bedenkliche
Folgen haben koénnen. In einer Studie mit Labormdusen konnte gezeigt werden, dass eine
einzige Dosis von 50 pg Stx 2 durch eine Magensonde appliziert, alle 5 Mause dieser
Dosisgruppe totete (Rasooly et al. 2010). Eine Intoxikation durch direkt auf Lebensmitteln
freigesetzte Shiga-Toxine ist bisher flir den Menschen nicht beschrieben worden. Wenn eine
grofRere Menge Shiga-Toxine oral von Menschen aufgenommen wird, weil eine groRe Anzahl
an Bakterienzellen auf dem Lebensmittel lysiert wurde (was eher unwahrscheinlich ist), stellt
sich die Frage, ob die Konzentration ausreicht, um im Darmlumen an die Zellen der

Darmschleimhaut zu gelangen und in die Blutlaufbahn aufgenommen zu werden. Es wird
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beschrieben, dass freigesetzte Shiga-Toxine erst in die Blutbahn gelangen, wenn die Infektion
der Darmschleimhaut durch die Bakterienzellen zu einer blutigen Diarrhoe gefiihrt hat (Butler
2012). Hier wére auch noch zu klaren, inwieweit sich die Aufnahme von Shiga-Toxin aus
Lebensmitteln in die Darmzellen mit der Endocytose und Transcytose im Rahmen einer EHEC-

Infektion mit gleichzeitiger Sezernierung von Esp Serinproteasen vergleichen lasst.

Ebenfalls wird diskutiert, ob Shiga-Toxin codierende Phagen auf dem Lebensmittel bei Lyse
der entsprechenden E. coli-Stamme durch Phagenbehandlung freigesetzt werden und nach
oraler Aufnahme im Darm andere E. coli Stamme infizieren kénnten. Die Shiga-Toxin
codierenden Prophagen miissten wahrend der durch eine Infektion mit virulenten Phagen
verursachten Lyse induziert werden und E. coli Stamme lysogenisieren, um sie in STEC oder
EHEC umzuwandeln. Diese missten jedoch bereits Trdager von Genen fiir weitere
Virulenzfaktoren sein (Muniesa et al. 2012; Prager et al. 2011; Rodriguez-Rubio et al. 2021),
was den Weg der Intoxikation mit Shiga-Toxinen weniger wahrscheinlich macht. Eine stabile
Akquirierung der Shiga-Toxin codierenden, lambdoiden Phagen wird selten beobachtet
(Tozzoli et al. 2014) und fir den Bereich Lebensmittel liegen keine Daten vor. Die Historie des
EHEC-Infektionsgeschehens weltweit zeigt aber, dass es evolutiondr zu erfolgreichen und
stabilen Neukombinationen von Virulenzfaktoren, inklusive Prophagen, gekommen ist.
Beispiele hierfiir sind die ,Big Five” der groBen epidemiologisch bedeutsamen EHEC
Serogruppen, die weltweit zu sporadischen Erkrankungsfdllen und Ausbriichen fiihren
(Eichhorn et al. 2015). Auch wurde eine Ubertragung von Shiga-Toxin-codierenden Phagen auf
verschiedene E. coli Stdmme von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt (Acheson et al. 1998;
Imamovic et al. 2009; Schmidt et al. 1999; Toth et al. 2003). Es kann davon ausgegangen
werden, dass solche Ereignisse eher im natlirlichen Reservoir der STEC-Bakterien, d.h. im

Darm der Tiere, als im Lebensmittel vorkommen.

Andererseits gibt es Hinweise, dass unter Laborbedingungen die Infektion des E. coli 0157:H7
Stammes EDL933 mit lytischen T4-dhnlichen Phagen sowohl zu einer erniedrigten Freisetzung
von Shiga-Toxin, als auch Shiga-Toxin codierender Phagen im Vergleich zu einer Kontrolle
ohne Phageninfektion fiihrte (Howard-Varona et al. 2018). Da das Ergebnis solcher
Experimente aber von vielen Parametern abhangig ist, wie z. B. Bakterienstamm, Phagentyp,
Infektionsmultiplizitat, etc., kann daraus nicht sicher geschlussfolgert werden, dass bei der
Anwendung von lytischen Bakteriophagen im Lebensmittel keine Gefahr einer erhohten

Toxinfreisetzung besteht.
51



Auch das Chromosom von Salmonella enterica enthalt neben mobilen genetischen Elementen
verschiedene Prophagen (Thomson et al. 2004; Wahl et al. 2019), die auch Trager von
Virulenzfaktoren und damit Exotoxinen sein konnen. Hier wird ebenfalls diskutiert, ob der
routinemalige Phageneinsatz gegen Salmonellen in Lebensmitteln zur Freisetzung von
Virulenzfaktoren und temperenten Phagen fiihren kann und in Folge zum horizontalen
Gentransfer zwischen verschiedenen Salmonella enterica Serotypen (Bawn et al. 2020;

Figueroa-Bossi et al. 2001; Worley et al. 2018).

Auch andere Bakterien, z.B. Staphylococcus aureus kénnen Phagen-codierte Exotoxine
aufweisen, die bei Phagenanwendung freigesetzt werden konnten (Argudin et al. 2010;
Dietrich et al. 2021; Hennekinne et al. 2012; Miyamoto and Nagahama 2016; Peck 2006).

Phagencocktails gegen diese Spezies sind allerdings bisher noch nicht etabliert.

AbschlieBend sollte bei der Betrachtung der Exotoxinfreisetzung aufgrund von
Phagenanwendungen in Lebensmitteln berlcksichtigt werden, dass auch Ubliche
Konservierungsverfahren, die bereits zur Haltbarmachung und Erhéhung der
Lebensmittelsicherheit eingesetzt werden, dhnliche Folgen bei Vorhandensein der genannten,
toxinbildenden Bakterienspezies mit sich bringen wirden. So kann z.B. durch milde
Konservierungsverfahren der Lebenszyklus des fiir Staphylococcus aureus spezifischen
temperenten Phagen, der das Exotoxin A Gen besitzt, angeregt werden, ein Vorgang, der mit
der Bildung des Exotoxins einhergehen kann (Schelin et al. 2011). Auch im Zusammenhang mit
den Exotoxinen gilt, dass Exotoxin-bildende Bakterien moglichst effizient auf dem
Lebensmittel abgetotet werden sollten, da eine Toxi-Infektion oder Intoxikation durch sich im
Darmtrakt bzw. Lebensmittel vermehrende Toxin-Ausscheider die weitaus groReren Risiken

darstellen.

5.5 Allergenitat

Bisher gibt es keine Hinweise, dass der Einsatz von Phagen an Lebensmitteln ein allergenes
Risiko fiir den Verbraucher darstellt. Phagenproteine an sich scheinen nicht allergen zu sein.
Die in silico Analyse der Primarstruktur (Aminosduresequenz) von Phagenproteinen zeigte

keinen Hinweis auf Ahnlichkeiten zu bekannten Allergenen (Ramirez et al. 2018).

Es wird festgestellt, dass Phagen ubiquitar sind und taglich grole Mengen mit der Nahrung
aufgenommen werden, ohne dass bis jetzt gesundheitlich bedenkliche Effekte beschrieben
wurden (Hagens and Loessner 2010).
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Viren, und damit Phagen, beglinstigen eine adaptive immunologische Antwort unter
Beteiligung von Th1 Lymphozyten, wahrend Allergien insbesondere einem immunologischen
Pathomechanismus unter Beteiligung von Th2 Lymphozyten unterliegen (Klimek et al. 2018).
In ersten klinischen Studien wurde untersucht, ob mithilfe von virusdhnlichen Partikeln ein
Th2-zu-Th1-Wechsel zur Immuntherapie von Allergien genutzt werden kann (Kirtland et al.
2020; Klimek et al. 2018). Virusdhnliche Partikel (VLP) entsprechen morphologisch einem
nativen Virus, sind aber mangels genetischen Materials nicht selbst replizierend, so dass
pathogene Infektionen oder Mutationen ausgeschlossen werden konnen. Sie bestehen
lediglich aus den repetitiven Proteineinheiten viraler Kapside (Holzhauser et al. 2020). Die im
Folgenden beschriebenen Ansdtze basieren auf dem Phagen QB-VLP, welcher zusatzlich mit
nicht methyliertem CpG-Oligodesoxynucleotid als toll-like-receptor-9-Ligand gefiillt wurde.
Demnach konnten wiederholte subkutane Injektionen von QB-VLP gegeniber Placebo im
kombinierten Symptom-Medikations-Score eine Verbesserung der Rhinokonjunktivitis-
Symptomatik von Hausstaubmilbenallergikern bewirken (Klimek et al. 2011). In einer anderen
Studie mit Patienten mit mildem bis moderatem allergischen Asthma bronchiale fiihrte die
wiederholte, subkutane Injektion von Qf-VLP zu signifikanten Verbesserungen in
verschiedenen Parametern wie beispielsweise dem Asthma-Symptom-and-Medication-Score
(Beeh et al. 2013). Wenn bislang auch nur wenige Daten hierzu vorliegen, deuten diese nicht

in Richtung Allergenitat von Phagen, im untersuchten Fall von Bakteriophagen-VLP, hin.

Aufgrund der begrenzten Datenlage kann nicht abschlieRend geklart werden, wie kritisch die
Ausbringung groRer Mengen einzelner Phagenspezies, die natirlicherweise vorkommen, in
die Umwelt ist. Bei einer Anwendung an Lebensmitteln, welche im Fokus dieser Publikation
steht, wird die Freisetzung in die Umwelt als gering eingeschatzt. Bei einer Anwendung im
Tierstall oder auf Oberflachen in Produktionsstitten werden pathogene Bakterienspezies
dezimiert, was ein positiver Effekt ist. Es kdnnten sich aber, auf die Lokalitdt begrenzt,
phagenresistente  Vertreter der anvisierten Bakterienspezies durchsetzen. Eine
Dokumentation der Phagenanwendungen konnte hilfreich sein, um in dieser Hinsicht
moglicherweise aufkommende Problematiken nachvollziehen zu kénnen und weitere

Erkenntnisse fir die Praxis zu gewinnen.
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6 Rechtliche Aspekte von Phagenanwendungen

6.1 Mogliche Einstufungen von Bakteriophagen nach rechtlichen Grundlagen

Der Einsatz von Phagen in der Lebensmittelproduktion kann rechtlich grundsatzlich
folgendermaRen eingestuft werden: als Verarbeitungshilfsstoff, als Lebensmittelzusatzstoff
und als Mittel zur Entfernung von Oberflachenverunreinigungen bei Lebensmitteln tierischen

Ursprungs.

6.1.1 Verarbeitungshilfsstoff

Verarbeitungshilfsstoffe sind Stoffe, die bei der Verarbeitung von Rohstoffen, Lebensmitteln
oder deren Zutaten aus technologischen Grinden wahrend der Be- oder Verarbeitung
verwendet werden. Sie werden grundsatzlich nicht als Lebensmittel verzehrt, kénnen aber,
wie auch ihre Abbauprodukte, im Enderzeugnis als unvermeidliche Riickstande vorhanden
sein, wenn diese gesundheitlich unbedenklich sind und sich technologisch nicht auf das
Enderzeugnis auswirken. Die Einordnung als Verarbeitungshilfsstoff erfolgt gemafd Art. 3 Abs.

2b der VO (EG) 1333/2008 2. Sie sind nicht kennzeichnungspflichtig.

Wenn Phagen als Verarbeitungshilfsstoff wahrend der Produktion des Lebensmittels
eingesetzt wirden, dirften nach der Definition im Endprodukt nur inaktive Phagen in nicht
vermeidbaren, niedrigen Mengen vorhanden sein. Dass Phagen Viren sind, die in
Bakterienzellen biologisch aktiv werden, macht die Einstufung als Verarbeitungshilfsstoff, wie
in vielen Landern auBerhalb der EU bereits geschehen, schwierig. Phagen werden an
Oberflichen absorbiert und durch Anderungen der Bedingungen auf dem Lebensmittel
moglicherweise wieder biologisch aktiv, so dass sie sich vermehren kdnnten. Aufgrund einer
moglichen Aktivierung der auf dem Lebensmittel verbliebenen Phagen kann eine
technologische Wirkung auf das Enderzeugnis nicht ausgeschlossen werden. Die
lebensmittelrechtliche Einstufung von Phagen (wie das Praparat Listex) als
Verarbeitungshilfsstoff wird aktuell in den Kommissionssitzungen der EU (KOM-Arbeitsgruppe

Lebensmittelzusatzstoffe (WGA)) durch die Mitgliedstaaten diskutiert. Im Ergebnis wurde

2 Verordnung (EC) Nr.1333/2008 des Europédischen Parlaments und des Rates vom 16 Dezember 2008 zu
Verarbeitungshilfsstoffen, Art. 3, Abs. 2(b)*: ,Verarbeitungshilfsstoff“: ein Stoff, der i) nicht als Lebensmittel
verzehrt wird, ii) bei der Verarbeitung von Rohstoffen, Lebensmitteln oder deren Zutaten aus technologischen
Griinden wdhrend der Be- oder Verarbeitung verwendet wird und iii) unbeabsichtigte, technisch unvermeidbare
Riicksténde des Stoffes oder seiner Derivate im Enderzeugnis hinterlassen kann, sofern diese Riickstédnde
gesundheitlich unbedenklich sind und sich technologisch nicht auf das Enderzeugnis auswirken;
*https://eur-lex.europa.eu/legal-content/DE/TXT/?uri=celex%3A32008R1333
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festgehalten, dass Bakteriophagen mehrheitlich von der WGA nicht als Verarbeitungshilfsstoff

angesehen bzw. akzeptiert werden.

6.1.2 Lebensmittelzusatzstoff

Lebensmittelzusatzstoffe sind Stoffe, die einem Lebensmittel aus technologischen Griinden
bei der Herstellung, Verarbeitung, Zubereitung, Behandlung, Verpackung, Beférderung oder
Lagerung zugesetzt werden und mit oder ohne Nahrwert sein kdnnen. In der Regel werden sie
selbst weder als Lebensmittel verzehrt noch als charakteristische Lebensmittelzutat
verwendet. Lebensmittelzusatzstoffe missen gemaR Art. 4 VO (EG) 1333/2008 (Zusatzstoff-

Verordnung) 3 zugelassen sein und sind kennzeichnungspflichtig.

Bei Einsatz als Lebensmittelzusatzstoff (vgl. Art. 3 (2) a) der VO (EU) Nr. 1333/2008) waren
Phagen Bestandteil des verzehrfertigen Lebensmittels, da eine Entfernung nicht vorgesehen
ist. Hier wiirde eine Unterscheidung, ob die Phagen aktiv oder inaktiv sind, entfallen, da eine
Inaktivierung ebenfalls nicht vorgesehen ist. Zusatzstoffe werden in verschiedene
Funktionsklassen eingeteilt. Phagen wiirden auf Grund ihrer angestrebten Wirkung unter die
Konservierungsmittel fallen. Diese werden als Stoffe definiert, die die Haltbarkeit von
Lebensmitteln verldngern, indem sie diese vor den schadlichen Auswirkungen von
Mikroorganismen schiitzen, und/oder das Wachstum pathogener Mikroorganismen
inhibieren. Aufgrund der hohen Spezifitat flir bestimmte Bakterienspezies konnen
Phagencocktails den Ublichen Konservierungsstoffen nicht gleichgesetzt werden. Phagen
erhéhen gezielt die Sicherheit spezieller Lebensmittel durch Minimierung der auf ihnen
typischerweise vorkommenden Bakterien (z. B. Listerien in Milchprodukten). Da aktuell in der
KOM-WGA Uber die Einstufung von mikrobiologischen Kulturen zur Haltbarmachung als
Zusatzstoff diskutiert wird, ware auch die Einstufung von Phagen zur Haltbarmachung als
Lebensmittelzusatzstoff vorstellbar. Das Ergebnis der Diskussion zur Einstufung der
Mikroorganismen ist bisher noch offen. Eine wichtige Forderung ware, dass jeder
Phage/Phagencocktail individuell zugelassen wird, bei der Spezifitdt, Wirksamkeit und

Wirkdauer belegt und aufgrund der Spezifitdit mogliche Anwendungen benannt werden.

3 Verordnung (EC) Nr.1333/2008 des Europédischen Parlaments und des Rates vom 16 Dezember 2008 zu
Lebensmittelzusatzstoffe, Art. 3, Abs. 2(a)*: , Lebensmittelzusatzstoff”: ein Stoff mit oder ohne Ndhrwert, der in
der Regel weder selbst als Lebensmittel verzehrt noch als charakteristische Lebensmittelzutat verwendet wird und
einem Lebensmittel aus technologischen Griinden bei der Herstellung, Verarbeitung, Zubereitung, Behandlung,
Verpackung, Beférderung oder Lagerung zugesetzt wird, wodurch er selbst oder seine Nebenprodukte mittelbar
oder unmittelbar zu einem Bestandteil des Lebensmittels werden oder werden kénnen;
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6.1.3 Antimikrobielles Mittel auf Oberflaichen von Lebensmitteln tierischen Ursprungs

Beim Einsatz als Mittel zur Entfernung von mikrobiellen Oberflachenverunreinigungen bei
Lebensmitteln tierischen Ursprungs gelten besondere Regelungen gemaf VO (EG) Nr.
853/2004. Auf Schlachtkorpern sind zurzeit nur Trinkwasser und, bei Rinderschlachtkorpern,

auch Milchsduren erlaubt.

Bisher hat die Europdische Kommission Phagen nicht als Mittel zur Reduzierung von Bakterien
auf Lebensmitteloberflachen tierischen Ursprungs zugelassen und das Inverkehrbringen in der
EU als Verarbeitungshilfsstoff zum Zweck der Entfernung von Oberflachenverunreinigungen
untersagt. Als ein Grund wurde angefihrt, dass Phagen nicht zusatzlich, sondern anstelle von
Hygienemallnahmen angewendet werden kdnnten, eine ausreichende Wirkung von Phagen
auf Lebensmitteln aber nicht belegt ist. Zudem wurde argumentiert, dass zu viele
Mitgliedsstaaten der EU eine ablehnende Haltung zum Einsatz von Phagen zur Behandlung
von Lebensmitteln einnehmen 4. Der Europédische Gerichtshof hat Klagen eines Herstellers
gegen die Entscheidung der Kommission wiederholt abgewiesen, zuletzt am 18.12.2020, aber
2019 mangels eines europdischen Rechtsrahmens einen Gerichtsbeschluss veroffentlicht, der
es den einzelnen Landern Uberlasst, Lebensmittelherstellern nach nationalem Recht zu
erlauben, Bakteriophagen gegen Listerien bei der Herstellung von Lebensmitteln
einzusetzen °. Ende 2025 veroffentlichte die EFSA den Entwurf ,,EFSA Draft ... on the safety
and efficacy of substances for the removal of microbial surface contamination of foods of

“6 zur dffentlichen Konsultation. Darin wird

animal origin intended for human consumption
angedeutet, dass Phagen in den kommenden Jahren moglicherweise als
Dekontaminationsmittel flir Lebensmitteloberflaichen tierischen Ursprungs in der EU

zugelassen werden kénnten.

4 Curia.europa.eu, paragraph 55: From the discussions with Member States, it became clear that there was too
much opposition against Listex™ P100 to allow the application for its approval any possibility of obtaining
political support. In that regard, by letter dated 19th February 2018, the Commission (Note: EU-Commission,
represented by B. Eggers, W. Farrell and |. Galindo Martin, acting as Agents) informed Micreos Food Safety of
its decision that it did not intend to pursue the evaluation of the application file.
Shttps://curia.europa.eu/juris/document/document.jsf?mode=DOC&pagelndex=0&docid=236221&part=1&doc
lang=EN&text=&dir=&occ=first&cid=667 5830 (Paragraph 131 and Paragraph 55)

6 Die 6ffentliche Konsultationsphase der EFSA ist beendet; das Dokument ist nun ausschlieBlich hier zuginglich:
https://cot.food.gov.uk/EFSA%20Draft%20Guidance%20for%20Public%20Consultation%3A%20submission%20
0f%20data%20for%20the%20evaluation%200f%20the%20safety%20and%20efficacy%200f%20substances%20f
0r%20the%20removal%200f%20microbial%20surface%20contamination%20-
%20Introduction%20and%20Background
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6.2 Zulassung von Bakteriophagen als ,,Novel Food”

Es gibt Uberlegungen, Bakteriophagen, die zur Anwendung auf Lebensmitteln bestimmt sind,
als neuartige Lebensmittel (Novel Food) im Sinne der Verordnung (EU) 2015/2283
einzustufen. Nach Artikel 3 dieser Verordnung gelten Lebensmittel als neuartig, wenn sie vor
dem 15. Mai 1997 in nicht nennenswertem Umfang in der Europdischen Union fiir den
menschlichen Verzehr verwendet wurden. Fir solche Lebensmittel ist vor dem
Inverkehrbringen eine Sicherheitsbewertung durch die Europaische Behorde fiir
Lebensmittelsicherheit (EFSA) sowie eine Zulassung durch die Europaische Kommission
erforderlich. Da Bakteriophagen Lebensmitteln gezielt zugesetzt werden, um eine
technologische oder antimikrobielle Wirkung zu erzielen, sind sie nicht als eigenstandige
Lebensmittel im klassischen Sinne anzusehen. Wirde ihre Anwendung als Novel Food
eingestuft, konnte dies dazu fiihren, dass ein mit Phagen behandeltes konventionelles
Lebensmittel als neuartiges Lebensmittel gilt und somit einer Zulassungspflicht unterliegt. Ein
solcher regulatorischer Ansatz konnte unter spezifischen Bedingungen fiir einzelne Produkte
gepriift werden, passt jedoch nicht zu einer breiten oder routinemafigen Anwendung von

Phagen im Lebensmittelbereich.

6.3 Gleichsetzung von Bakteriophagen mit mikrobiellen Starterkulturen

Eine Anwendung von spezifischen Phagenkulturen als gesundheitlich unbedenkliche
Mikroorganismen ’/, wie es fir Bakterienspezies von Starterkulturen in der
Lebensmittelherstellung ohne Zulassung als Ausnahmebereich zum Zusatzstoffverbot
traditionell Ublich ist (Vogel et al. 2011), steht nicht zur Diskussion. Als Argument fir den
Einsatz von Phagen im Sinne unbedenklicher Mikroorganismen werden die natiirlicherweise
in Starterkulturen vorhandenen Phagen genannt, unabhadngig davon, dass natirlich
vorhandene Phagenspezies gegen Bakterienspezies der Starterkulturen gerichtet sein kdnnen
und eine Fermentation stéren wirden. Da sowohl der Zweck einer Phagenanwendung sich
vom Zweck der Starterkulturen unterscheidet als auch der gezielte Einsatz von
Phagenkulturen nicht traditionell begriindet werden kann, ist der Vergleich mit der

Anwendung von Starterkulturen/mikrobiellen Kulturen nicht gerechtfertigt.

7 https://www.micreos.com/upload/content/file/Das%20Grosse%20Fressen%20ZLR%201-2007.pdf
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6.4 Zulassung von Bakteriophagen als Biozid

Stoffe und Stoffgemische, die zur Entfernung von mikrobiellen Oberflachenverunreinigungen
von Arbeits- und Produktionsoberflachen bzw. von Gefallen und Zuleitungen verwendet
werden, fallen unter die Verordnung (EU) Nr. 528/2012 zur Verwendung von Biozidprodukten
einschlieBlich ihrer Bereitstellung auf dem Markt 8. In dieser Verordnung wird auch die
Anwendung von Bioziden im Lebensmittelbereich geregelt. Der Anwendung von Phagen in
diesem Bereich, besonders gegen Biofilme auf Lebensmittelkontaktflichen (und auch auf
Oberflachen im medizinischen Bereich), wird ebenfalls ein hohes Potential zugeschrieben
(Bhandare and Goodridge 2021; Gutiérrez et al. 2016; Vikram et al. 2021). Die Zulassung von
Phagen als Biozid fiir Arbeits- und Produktionsoberflachen ist nicht Gegenstand dieses

Kapitels.

6.5 Stellungnahmen der EFSA zur Einstufung von Bakteriophagen

Die EFSA kam 2009 in einer Stellungnahme im Auftrag der Europdischen Kommission zur
Anwendung und Wirkungsweise von Bakteriophagen auf Lebensmitteln tierischen Ursprungs
(Schlachtkorper, Fleisch oder Milchprodukte) zu dem Schluss, dass nicht genligend Daten
vorhanden waren, um die Effizienz und die Dauer der Wirkung, auch gegen
Sekundarkontaminationen in Fertiglebensmitteln, zu beurteilen, hat aber Phagen bei
ausgesuchten Anwendungen in Abhangigkeit von Phage, Bakterienspezies und Lebensmittel
ein hohes Potential zugesprochen (EFSA 2009). Sowohl 2012 (Phagenprodukt gegen Listeria
monocytogenes auf Oberflachen von rohem Fisch) als auch 2016 (Gleiches Phagenprodukt
gegen Listeria monocytogenes auf ,ready to eat” Lebensmitteln mit Fleisch, Fisch oder
Milchprodukten) hat die EFSA angemerkt, dass keine ausreichenden Daten vorhanden waren,
die eine weitreichende Beseitigung von Listerien durch das zur Evaluierung vorliegende
Phagenprodukt auf den angegebenen Lebensmitteln belegen (EFSA 2012; EFSA 2016). Es
wurde ein Risiko darin gesehen, dass gegen das Phagenprodukt resistente Listerien, die zu
einem gewissen Prozentsatz natiirlicherweise vorhanden sind, iberleben. Zudem wurden
Untersuchungen zur Wirksamkeit des Phagenprodukts an natirlicherweise mit Listerien
kontaminierten ,ready to eat” Lebensmitteln gefordert. Es sollte auch der molekulare
Mechanismus untersucht werden, der dem beobachteten Phdanomen zugrunde liegt, dass

Zellen, die eine Resistenz gegen bestimmte Antibiotika aufwiesen, durch den Erwerb einer

8 https://eur-lex.europa.eu/eli/reg/2012/528/0j
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Resistenz gegen das Phagenprodukt gegenliber diesen Antibiotika sensitiv wurden. Im Mai
2021 befand die EFSA einen Phagencocktail aus vier Phagen, der gegen Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Gallinarum B/00111 wirkt, als unbedenklich fiir Vogel und Gefllgel,
wenn er als Futterzusatzstoff eingesetzt wird. Auch das Gefliigel, das mit dem Phagencocktail
behandelten Futter erndahrt wurde, wurde als unbedenklich fiir den Konsumenten eingestuft
(EFSA 2021; 2023). Fiir den Fall, dass der Cocktail zugelassen wird, empfiehlt die European
Food Safety Authority (EFSA) auBerdem einen Post-Market-Monitoring-Plan, um der
moglichen Selektion und Ausbreitung von gegen Bafasal® resistenten Varianten von

Salmonella zu begegnen (EFSA 2023).

6.6 Nutzung von Phagen auBBerhalb der EU

Die FDA hat GRAS-Notifizierungen fur viele von Unternehmen entwickelte Phagencocktails
ausgestellt (Tabelle 2) und somit als sicher fiir den menschlichen Verzehr anerkannt, dabei
aber nur die Sicherheit der Phagen an sich und nicht die Wirksamkeit betrachtet. Als GRAS
eingestuft diirfen die Phagen gemal festgelegten Bedingungen im fertigen Lebensmittel
verbleiben und missen nicht wie Verarbeitungshilfsstoffe entfernt werden. Zur
regulatorischen Klarstellung der Anwendung in der Fleisch- und Gefligelproduktion wurden
einige dieser Produkte auch vom Food Safety and Inspection Service (FSIS) des United States
Department of Agriculture (USDA) als Verarbeitungshilfsstoffe fiir spezifische Anwendungen
bewertet und gelistet (z. B. ListShield™, PhageGuard E™, SalmoFresh™); eine Entfernung der
Phagen aus dem Endprodukt ist hier aufgrund des GRAS Status nicht gefordert. In Kanada sind
viele von den Cocktails mit GRAS-Status als Verarbeitungshilfsstoff zugelassen, in Australien,

Israel und Schweiz vereinzelte.

Nahezu alle weltweit zugelassenen Phagencocktails verfiigen iber einen GRAS-Status der US-
amerikanischen FDA (Tabelle 2), wodurch diese Behorde bei der Phagenzulassung eine
fihrende Rolle einnimmt. Wahrend die FDA die meisten Phagenprodukte als GRAS notifiziert
hat, ohne eine Verpflichtung zu deren Entfernung vorzusehen, stufen Behorden anderer
Lander dieselben Produkte als Verarbeitungshilfsstoffe ein, wobei die Pflicht zur Entfernung
von den jeweiligen nationalen Regelungen abhangt. Die Zulassung von Phagenprodukten als
Verarbeitungshilfsstoffe durch das USDA dient in erster Linie als zusatzliches regulatorisches
Instrument, um ihre sachgerechte Anwendung auf Schlachtkdrpern, rohem Fleisch, Gefliigel

und anderen Erzeugnissen tierischen Ursprungs sicherzustellen. Die Inkonsistenzen bei der
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Zulassung als Verarbeitungshilfstoff verdeutlichen die regulatorischen Herausforderungen
und Unsicherheiten, die die Zulassung von Phagenprodukten in der Europdischen Union

erschweren (siehe auch Roth et al. 2026).

7 Nachhaltigkeit der Phagenanwendung

AbschlieRend stellt sich die Frage, ob der Einsatz von Phagen neben der mikrobiologischen
Sicherheit auch die Nachhaltigkeit der Lebensmittelherstellung erhéht. Auf der einen Seite
sind Energieverbrauch, Ressourceneinsatz, z. B. fir die Anzucht, und Aufwand der Herstellung
der Praparate, z. B. Sicherheitskontrolle, Lagerung und Verpackung, zu nennen (Torres-Acosta
et al. 2019). Dem gegenilber steht die mogliche Einsparung von Ressourcen durch
Verringerung des Lebensmittelabfalls, die durch den Einsatz von Phagen erreicht werden
kann. An oberster Stelle werden Milch und Milchprodukte genannt, die weltweit 40 bis 65 %
des Lebensmittelabfalls verursachen. Auch der Einsatz an Schlachtkérpern und rohem Fleisch
hat das Potential, die Ressourcen-intensive Herstellung von tierischen Lebensmitteln durch
Verhinderung von Verderb und Kontamination nachhaltiger zu gestalten (Gutierrez et al.
2019). Die mogliche Bekdampfung von Biofilmen in der Produktion, z.B. in Tanks und
Behéltern, wird im Vergleich zu Desinfektions- und Spilschritten ebenfalls als nachhaltig
beschrieben (Gutiérrez et al. 2016). Der Vergleich der Kosten verschiedener Lebensmittel-
prozessierungen weist ebenfalls darauf hin, dass die Phagenbehandlungen Energie- und
Ressourcen- sparender sind. So liegen beispielsweise die Kosten fiir schonende Behandlungen
zur Dekontamination von Lebensmitteln (z. B. Bestrahlung und HPP) zwischen 22 und 66
Cent/kg Lebensmittel. Im Gegensatz dazu wurden fiir die Dekontamination mithilfe von
Phagen Kosten zwischen 2,2 und 8,8 Cent/kg Lebensmittel, ahnlich den Kostenspannen fur
stiarkere chemische Desinfektionsmittel, errechnet (Vikram et al. 2021). Bei der
Phagentherapie im Nutztierbereich, die nicht Gegenstand dieser Stellungnahme ist, wird die
Vermeidung von Antibiotikabehandlungen als vorteilhaft und nachhaltig genannt (Gutierrez
et al. 2019), ebenso die Verringerung von Ernteausfdllen bei einer Behandlung von
Nutzpflanzen (Alvarez and Biosca 2017; Buttimer et al. 2017). Eine Verringerung der Kosten
flr medizinische Behandlungen von lebensmittelbedingten Krankheiten kann ebenfalls eine
vorteilhafte Folge des Einsatzes von Phagen sein. Beispielsweise wird erwartet, dass eine
Verringerung der Campylobacter-Kontamination auf Broiler-Schlachtkdérpern um 2 Log-Stufen

die Haufigkeit von Campylobacter-Infektionen deutlich reduziert (Rosenquist et al. 2013).
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8 Bewertungskriterien und Schlussfolgerungen
Die verschiedenen Bewertungskriterien, die bei einer Nutzung von Phagen im
Lebensmittelbereich als sicherheitsrelevant aufgefiihrt werden, kénnen unterschiedlich

gewichtet werden (Tabelle 2).

8.1 Ubertragung von DNA

Die Ubertragung von DNA und damit moglicherweise von Antibiotikaresistenzgenen oder
anderen kritischen Genen wird durch die Auswahl von virulenten Phagen minimiert. Es ist
davon auszugehen, dass die meisten Zielbakterien durch die Phagen lysiert werden, so dass
nur wenige Empfangerzellen fiir ggf. von den Phagen aufgenommene Fremdgene vorhanden
sind. Durch Kontrollen des Herstellers und durch die Zulassungsbehérden muss gewahrleistet
sein, dass nur virulente Phagen zum Einsatz kommen. Der sicherste Ausschluss
lysogenisierender und anderer bekannter, sicherheitsrelevanter Eigenschaften ist die

Sequenzierung der isolierten Phagen.

8.2 Enges Wirtsspektrum

Es gibt Bedenken, dass Phagencocktails ein zu enges Wirtsspektrum haben und nicht alle
auftretenden, pathogenen Varianten einer Spezies an den jeweiligen Stellen in der
Produktionskette oder im Lebensmittel abtdten. Zur Uberpriifung sollten Phagencocktails an
einem moglichst breiten Spektrum an Stammen/Serotypen/Serovaren der zu dezimierenden
Bakterienspezies, die dort vorkommen, wo die Phagencocktails eingesetzt werden sollen,
getestet werden. Zur Erweiterung des Wirtsspektrums kénnten, unter Beriicksichtigung einer
moglichen Verdiinnung der einzelnen Phagenspezies, mehrere kommerziell verfligbare
Phagencocktails kombiniert oder hintereinander angewendet werden. Es wadre zu fordern,
dass der Anwender genaue Kenntnisse (iber die sicherheitsrelevanten Bakterienspezies in
seinem Anwendungsbereich hat, sodass er die passenden Phagencocktails einsetzen kann.
Dazu gehoéren auch regelmaRige Kontrollen, ob sich andere Stamme/Serotypen der Zielspezies
in bestimmten Anwendungsbereichen durchgesetzt haben, um dementsprechend angepasste
Phagencocktails einzusetzen. Grundsatzlich ist aber festzustellen, dass sich eine 100 %ige
Abtotung pathogener Bakterien mit keiner bis jetzt zugelassenen Methode entlang der
Lebensmittelkette erzielen lasst. Auch mit Phagen koénnen realistisch nur deutliche

Reduktionen, nicht aber eine Eradikation der Zielbakterien erreicht werden.
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8.3 Resistenzentwicklung der Zielbakterien

Die Resistenzentwicklung von Bakterien gegeniiber Phagen ist ein natrlicher Prozess und
kann auch bei einer Anwendung von Phagen bei einer ldngeren Koexistenz mit
stoffwechselaktiven Zielbakterien unter bestimmten Umstdanden (insbesondere bei fllissigen
Lebensmitteln, Flissigkeit auf der Oberflaiche von festen Lebensmitteln und geeigneten
Temperaturen) vorkommen. Es sollte fiir die verschiedenen Phagenprodukte geklart sein, wie
lange die Phagen bei welchen Anwendungen/Lagerbedingungen aktiv sind. Besonders bei
einer Behandlung von Lebensmittelgut in der Produktionskette kénnte die Dokumentation
des Phageneinsatzes sinnvoll sein, da resistent gewordene Bakterien in der Produktionskette
verschleppt werden kdnnten, was einen Einfluss auf darauffolgende Phagenanwendungen
hatte. Fir Oberflaichenbehandlungen in Tierstadllen und Produktionsstatten sollten Standards
der Anwendung entwickelt werden, um das Auftreten phagenresistenter Bakterien zu
dokumentieren und dementsprechend wirksame Phagencocktails wdhlen bzw. neu

entwickeln zu kdonnen.

8.4 Nachweis von Kontaminationen an Phagen behandelten Lebensmitteln

Falsch  negative Befunde bei Lebensmittelkontrollen mittels kulturbasierter
Nachweismethoden nach einer Phagenanwendung werden zwar als unwahrscheinlich
bewertet, konnen aber aufgrund unterschiedlicher Zielspezies und Lebensmittel-
charakteristika nicht vollstandig ausgeschlossen werden. Angesichts der Komplexitat,
insbesondere hinsichtlich Einsatzmenge und Eigenschaften der Phagen, der verbleibenden
Anzahl aktiver Phagenpartikel, der Eigenschaften des Lebensmittels, der Bakterienspezies und
der Nachweismethode erscheint anwendungsbezogene Forschungsarbeit sinnvoll, um
geeignete Anwendungsstandards zu entwickeln und das Risiko falsch negativer Befunde

auszuschlieRen.

8.5 Auswirkungen einer oralen Phagenaufnahme iiber Lebensmittel

Nach bisherigem Kenntnisstand stellen Phagen kein allergenes Risiko dar. Auch die bei der
Lyse der Zielbakterien wahrend der Produktion von Phagen moglicherweise freigesetzten
Endo- und Exotoxine, die durch Wahl der Anzuchtbakterien und durch Aufreinigung der
Phagen ausgeschlossen werden kdénnen, wurden nicht als Risiko von Phagenanwendungen
identifiziert, die Freisetzung auf Lebensmitteln und im Darm durch dem Lebensmittel

zugegebene Phagen steht zur Diskussion. Der Einfluss der eingesetzten Phagen auf das
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Darmmikrobiom ist bisher wenig untersucht. Mit dem wachsenden Interesse an dem
menschlichen Darmmikrobiom ist auch die Aufmerksamkeit fir Phagen und das ,,Phageom”
des Darms gestiegen. Die wissenschaftlichen Daten zum Einfluss des Darmmikrobioms auf
Krankheiten und Krankheitsverldufe sind liickenhaft und einige Thesen nicht bewiesen. Hier
ware zu Uberprifen, ob virulente Phagen, die in der Lebensmittelindustrie eingesetzt werden
bzw. Kandidaten fiir einen solchen Einsatz sind, das Darmmikrobiom und den Darm aufgrund
der Dezimierung von pathogenen Spezies positiv beeinflussen, oder negative Effekte haben
konnen. Die natirlicherweise bedingte, tagliche Aufnahme von Phagen, die Verwendung von
Phagen in Nicht-EU-Landern und die bisherigen Studien zur gezielten, oralen Phagengabe fiir
therapeutische Zwecke deuten jedoch darauf hin, dass nicht mit einer Gefdhrdung der

Gesundheit zu rechnen ist.

8.6 Freisetzung in die Umwelt

Bei einer Anwendung am Lebensmittel ist bei der Menge der eingesetzten Phagen und unter
Berlicksichtigung der Begrenzung auf das Lebensmittel, welches in der Herstellung weiter
prozessiert oder als Endprodukt verzehrt wird, die Freisetzung von Phagen in die Umwelt
vernachldssigbar. Anders ist es bei einem grof¥flichigen Einsatz auf Oberflachen in
Produktionsstadtten und Tierstdllen. Hier kdnnte ein Risiko in der Freisetzung groRer Mengen
weniger Phagenspezies in einem lokal begrenzten Raum hinsichtlich einer moglichen
Resistenzentwicklung der Zielspezies bzw. Auswirkungen auf Bakterienpopulationen gesehen
werden. Eine Dokumentationspflicht  von Phagenanwendungen  wie  auch
Standardanweisungen zur Anwendung der Phagen waéren sinnvoll. Bei allen geforderten
VorsichtsmaBnahmen bei Phagenanwendungen sollte auch im Auge behalten werden, dass
Phagen direkt die pathogenen Bakterien dezimieren und dass hingegen Antibiotika, die in
groflen Mengen verwendet werden, einen viel groReren Einfluss auf Bakterienpopulationen
haben und Antibiotikaresistenzen aufgrund nattrlich vorhandener Gentransfer-Mechanismen

ungehindert verbreitet werden kénnen.

9 Zusammenfassung und Forschungsbedarf

Viele der potenziellen Risiken, die im Zusammenhang einer Nutzung von Phagen in der
Lebensmittelherstellung genannt werden, kénnen durch ein Qualitdtsmanagementsystem mit
Standardanweisungen zur Phagenisolierung und -anwendung verringert oder vermieden

werden, wie z. B. das Risiko eines DNA-Transfers oder einer verminderten Wirksamkeit der
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eingesetzten Phagen. Bestdandige Kontrollen der Wirtsspezifitat und der Wirksamkeit der
Phagencocktails sowie Angaben fiir den Anwender zur Uberpriifung der Wirksamkeit sollten
Bestandteil des Managements sein. Grundsatzlich ist die Einzelzulassung jedes
Phagencocktails notwendig. Es ware ein QPS-System, wie fiir die Sicherheitsbewertung von
Mikroorganismen, die in der Lebensmittelherstellung eingesetzt werden, zu empfehlen. Der
erfolgreiche Einsatz von Phagen in der Lebensmittelindustrie auRRerhalb der EU legt die
Vermutung nahe, dass die mit der Nutzung von Phagen im Lebensmittelbereich verbundenen
Risiken beherrschbar sind. Trotz dieser Einschatzung besteht Klarungsbedarf zu einigen

offenen Punkten.

Bestehender Forschungsbedarf:

1. Um die Sequenzierung des vollstandigen Phagengenoms als Mittel zur
Sicherheitsbewertung weiter zu etablieren, sollte angestrebt werden, die Funktion
unbekannter Gene der Phagen, die verwendet werden/verwendet werden sollen, zu
ermitteln.

2. Es sollte untersucht werden, ob und inwieweit eine Resistenzentwicklung der
relevanten Bakterienspezies gegeniiber Phagen bei den fiir den Lebensmittelbereich
typischen Einsatzbedingungen, besonders bei der Behandlung von Arbeitsoberflachen,
stattfindet, ob dieses kein Risiko darstellt (z. B., weil mit einer bestimmten, wenn auch
niedrigen Rate eine Reversion zum phagensensitiven Phanotyp auftritt) und welche
Einsatzbedingungen eine Resistenzentwicklung ausschliel3en.

3. Es sollte abgeklart werden, welches Potenzial Gram-negative Mikroorganismen bzw.
durch phageninduzierte Lyse freigesetzte Endotoxine im Lebensmittel zur Erhéhung
des Endotoxingehaltes im Darmlumen und Blut besitzen und ob dies zur Ausbildung
einer metabolischen Endotoxamie beitragen kdnnte.

4. Es sollte abgeklart werden, ob durch phageninduzierte Lyse Exotoxine oder Exotoxin-
codierende, temperente Phagen auf und in fertigen Lebensmitteln freigesetzt werden
und der Verzehr dieser Lebensmittel negative gesundheitliche Auswirkungen haben
kdnnte.

5. Es sollte untersucht werden, ob aktive Phagen, die auf dem fertigen Lebensmittel
verbleiben, den kulturbasierten Nachweis von Kontaminationen mit dem

Wirtsbakterium beeinflussen und inwieweit hier nicht-kulturbasierte Nachweise
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vorzuziehen waren, auch wenn solche Untersuchungen aufgrund der sehr variablen
Bedingungen der Phagenanwendung auf unterschiedlichen Lebensmitteln nur
begrenzt moglich sind.

Es sollte in weiteren Tier- und Humanstudien untersucht werden, ob eine immer
wieder erfolgende Aufnahme hoher Phagenmengen einzelner Phagenspezies, die an
Lebensmitteln angewendet werden, keinen negativen Einfluss auf Darm,
Darmmikrobiom und Gesundheit haben, bzw. ob sie, da sie sich gegen
Krankheitserreger, die nicht im Darm vorkommen, richten, einen positiven Einfluss auf
die Gesundheit haben.

Die Infektion von Menschen mit Phagen durch spezifische Bindung und Lyse von
eukaryotischen Zellen wird wissenschaftlich ausgeschlossen (Barr 2017), ebenso dass
Phagen spezifisch und unabhangig von einem Einfluss auf das menschliche Mikrobiom
bestimmte Krankheiten fordern oder auslésen. Sollten anfangliche Hinweise bestatigt
werden, dass einige bestimmte Phagenspezies auch mit eukaryotischen Zellen bzw.
Geweben interagieren, sollte dies fiir Phagen, die im Lebensmittelbereich eingesetzt
werden, ausgeschlossen werden. Vorstellbar ist, dass bestimmte Strukturen des
Kapsids bestimmter Phagen mit eukaryotischen Zellen interagieren, ohne dass diese,
wie dies fur Bakterienzellen spezifisch erfolgt, ,infiziert” und lysiert werden.

Es sollte untersucht werden, ob Phagen, die einem (festen) Lebensmittel zugegeben
wurden (,phages first“ Szenarium), bei einer Sekundarkontamination mit dem
Zielbakterium auch gegen diese aktiv sind.

Es sollte Gberprift werden, ob Phagenanwendungen, auch wenn sie tiberwiegend als
zusatzliche MaRnahme empfohlen werden, zur Nachhaltigkeit in der Lebensmittel-

herstellung und in der Versorgung mit Lebensmitteln beitragen.
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Glossar

Antibiotisch wirkende Peptide oder Proteine, die von bestimmten
Bacteriocine Bakterienstammen gebildet werden und das Wachstum anderer, meist nah
verwandter Bakterienstimme inhibieren.

Haltbarmachung von Lebensmitteln und anderen vom Verderb bedrohten

Biok i
lokonservierung Produkten durch biologische Verfahren.

Bekdampfung von tier- oder humanpathogenen Bakterien durch biologische

Biokontrolle
Hilfsmittel.

Dekontamination von nicht biologischem, nicht zum Verzehr vorgesehenem

Biosanierun
8 Material, wie Arbeitsflichen oder Werkzeuge, mit biologischen Hilfsmitteln.

,Colony forming unit” entspricht einer Bakterienzelle, die durch Zellteilung

CFU
zu einer Bakterienkolonie wird, deren Zellen genetisch identisch sind.

Darmmikrobiota Gesamtheit aller Mikroorganismen im Darm.

Gesamtheit aller DNA-Sequenzen der im Darm befindlichen

Darmmikrobiom ] .
Mikroorganismen.

Hydrolytische Enzyme, die im Phagengenom codiert sind und in der

Endolysine
y Bakterienzelle wahrend der Phagenvermehrung synthetisiert werden.
) ) Fadenformige Zellanhdnge von Bakterienzellen zur Adhdsion (Anheftung) an

Fimbrien .
Zelloberflachen.
Fadenformige Gebilde (Zellorganellen) an der Oberflache von

Flagellen Bakterienzellen, die durch Bewegung die Bakterienzelle fortbewegen
kdnnen.

GMP good manufacturing practice (gute Herstellungspraxis)

Die Anfarbung der bakteriellen Zellwand nach H.C. Gram mit bestimmten
basischen Farbstoffen (z. B. Gentianaviolett) ist negativ, d.h. sie wird durch
Gram-negativ Ethanol wieder ausgewaschen, da keine Teichonsauren und eine nur
einlagige Mureinhiille vorhanden sind und der Farbstoff in der Zellwand
nicht zurtickgehalten wird.

Die Anfarbung der bakteriellen Zellwand nach H.C. Gram mit bestimmten
basischen Farbstoffen (z. B. Gentianaviolett) ist positiv, d.h. sie kann durch
Ethanol nicht mehr ausgewaschen werden, da Teichonsduren und eine
mehrlagige Mureinhille den Farbstoff in der Zellwand zurlickhalten.

Gram-positiv

Integrase Enzyme zum Einbau viraler DNA in das Chromosom der Wirtszelle.

Zusatzliche geleeartige Schutzschicht von Bakterienzellen auBerhalb der

Kapsel Zellwand, aufgebaut aus Polysacchariden.

Kapsid Virushiille, die das Genom des Bakteriophagen umschliet; bezeichnet auch
Phagenkopf bestehend aus Virushiille und umschlossenem Phagengenom.

Kapsomere Strukturproteine, die durch Aggregation die Virushille (Kapsid) bilden.

Lipopolysaccharide Hauptbestandteil der dulReren Zellwand von Gram-negativen Bakterien.

Lyse Auflésung der Bakterienzelle durch Schadigung der Zellmembran.

Lyse der Bakterienzelle durch Bindung von Phagen im Uberschuss an die

“lysis from without”
¥ Zelloberflache des Wirtsbakteriums.
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Bakterien, in deren Chromosom ein Phagengenom integriert ist, sind

lysogen
lysogen.
lytisch Phagen, die Bakterienzellen infizieren und lysieren, sind lytisch.
. . Gesamtheit aller DNA-Sequenzen der in einer bestimmten Umgebung
Mikrobiom o . .
befindlichen Mikroorganismen.
Mikrobiota Gesamtheit aller Mikroorganismen in einer bestimmten Umgebung.
Antibiotisch wirksames Peptid aus der Gruppe der Lanthionin haltigen
Nisin Antibiotika, das von dem Milchsaurebakterium Lactococcus lactis gebildet

wird, ein enges Wirkungsspektrum gegen bestimmte Bakterienspezies hat
und in roher Milch vorkommt.

Pathogenicity
Islands (PAls)

Genetische Elemente im bakteriellen Chromosom, die unter anderem fir
Virulenzfaktoren und Antibiotikaresistenzen codieren.

Antibiotisch wirkende Proteine, die von Pediokokken, einer Gattung aus der

Pediocin Familie der Lactobacillaceae, gebildet werden und das Wachstum anderer
Bakterienarten inhibieren.
BEU ,Plague forming unit” entspricht einem Phagenpartikel, der in einem
Bakterienrasen zu einem kreisrunden Lysehof (Plaque) fihrt.
Phagengenom Gesamtheit aller DNA-Sequenzen eines Phagen.
Gesamtheit aller DNA-Sequenzen der in einer bestimmten Umgebung
Phageom

befindlichen Phagen.

Phasenvarianz

Veranderte Transkriptionsprodukte und damit Proteine, durch repetitive
Elemente in der Gensequenz, die entweder im offenen Leserahmen (ORF)
eines Gens, innerhalb des Promotorbereichs oder in der Nahe des
Promotors lokalisiert sein. Durch Addition oder Deletion der Elemente
kommt es zum verdnderten Leserahmen fir die Transkription.

Bei Bakterien vorkommender fadenformiger Zellfortsatz zur Anheftung an

Pilus, pl. pili belebte oder unbelebte Oberflichen.
Porine Proteine in Zellmembranen, die Poren zum Stoffaustausch bilden.
Postharvest Nach der Ernte
Preharvest Vor der Ernte

Zustand eines temperenten Phagen, wenn sein Genom in das
Prophage

Bakterienchromosom integriert ist.

“ready to eat” (RTE)

Lebensmittelprodukte, die zum sofortigen Verzehr geeignet, in Kiihlregalen
der Supermarkte angeboten werden.

Untergruppe innerhalb einer Spezies oder eines Stammes, die sich durch

Serotyp charakteristische Oberflachenantigene (z. B. O-, H- oder K-Antigene)
auszeichnet; haufig verwendet in der Diagnostik und Epidemiologie
Taxonomische Einteilung innerhalb einer Spezies, die auf Unterschieden in
den antigenen Merkmalen beruht; inhaltlich weitgehend gleichbedeutend
Serovar

mit dem Begriff ,,Serotyp”, iberwiegend in der biologischen Systematik
verwendet.

67




Toxine, die von Shigella dysenteriae und einigen E.coli-Stammen produziert

Shiga-Toxin werden und durch Hemmung der Proteinsynthese zum Zelltod
eukaryotischer Zellen fiihren.

spp. Subspezies (Unterart)
Phagen sind temperente Phagen, wenn sie sowohl in der Bakterienzelle
vermehrt werden und diese lysieren, als auch ihr Genom in das

temperent

Bakterienchromosom integrieren kénnen und dadurch als Prophage
existieren

Transduktion

Ubertragung von DNA von einer Bakterienzelle zur anderen durch Phagen
(generalisierte Transduktion: bakterielle DNA wird unspezifisch und zufillig
ins Phagenkapsid verpackt; spezialisierte Transduktion: DNA-Sequenzen, die
benachbart zur Integrationsstelle des Prophagen liegen, werden durch
ungenaues Ausschneiden des Prophagen mit ins Phagenkapsid verpackt)

Proteinhdiille, in die das Phagengenom und gegebenenfalls phageneigene

Virushulle

Enzyme, verpackt sind
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Anhang 1

Lebensmittel relevante Bakterienpezies sowie Phagencocktails/Phagenisolate und ihre Anwendung auf verschiedenen Lebensmitteln im

Postharvest-Sektor

Postharvest

Bakterienspezies

Kommerzielle Phagenprodukte fiir den Lebensmittelbereich
in Anwendung oder Erprobung)

Lebensmittel in wissenschaftlicher Testung mit Phagenisolaten

Escherichia coli

EcoShield™, PhageGuard E™, (Secure Shield E1, Vermarktung nicht sicher bestatigt)

Tomaten, Brokkoli, Spinat, Melonenstlicke, Salat, Kopfsalat, griines Blattgemise,
Erdbeeren, (rohes) Rindfleisch, Rindfleischfilet, Rinderhack, Hihnerbrust, gekochtes
Huhn, Lachs

Wurstwaren, Rohmilch, UHT-Milch, Milchpulver,
RTE*-Produkte

Salmonella spp.

SalmoFresh™ (friher Salmoshield), SalmolLyse®, PhageGuard S™ (ehemals
Salmonelex), Applied Phage Meat S2, Applied Phage Vegetable S2, S. Enteritidis Phage
Prep. (Chinese product) SalmoPro™, Biotector®S1, Biotector®S4

Hiihnerbrustfilet, Hihnerbrust, Hiihnerfliigel und —beine, Rinderhack,
Geflligelprodukte mit und ohne Haut, Milch, Blattsalat, Gurke, Sprossen

Schlachtkérper Huhn und Truthahn, Hihnerhaut, geschnittene
Truthahnbrust, Gefligelwirstchen, Rohmilchkase, Kase,
Melonenstiicke, Apfelstiicke, Fruchtsaft, Apfelsaft, Sprossen.
Schokoladenmilch, gemischte Meeresfriichte, Hotdogs, Blattsalat,
Hlhnerbrust, entrahmte und Vollmilch, flissiges Ei, Schweinemett,
frische Eier, Schweinehaut, Milch?, RTE*-Fleisch, RTE-Produkte?, rohes
und gekochtes Rindfleisch3

ShigaShield™

geraucherter Lachs, gemischte Meeresfriichte, rohes Fischfilet, Melonenstiicke,

Shigella spp. Vorgekochtes Hilhnchenfleisch, gewiirzte Hiihnerstiicke, gerducherter Lachs, Fleisch, Rinderhackfleisch (Shigella flexneri)*

Cornedbeef, Blattsalat, Melone, RTE*-Lebensmittel

ListShield™, PhageGuard L™ (friiher Listex P 100)
Listeria 3 i iorks 0] &

Kase, gereifter Rotschmierkdse, Mozzarellabriihe, Schlachtkérper vom Huhn, Huhn in Vakuumverpackung, Meeresfriichte®, gekochtes Fleisch’
monocytogenes geschnittenes Truthahnfleisch, geschnittener Schweineschinken, Hotdogs,
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Postharvest

Bakterienspezies

Kommerzielle Phagenprodukte fiir den Lebensmittelbereich
in Anwendung oder Erprobung)

Lebensmittel in wissenschaftlicher Testung mit Phagenisolaten

Apfelstiicke, Pfirsichstlicke, Orangensaft, geschnittener Kohl, Eisbergsalatblatter,
Krautsalat®, Kakaomilch, RTE*-Roastbeef, RTE*-Produkte

Campylobacter . Rohes und gekochtes Rindfleisch® rohes Huhn- und Schweinefleisch?,
iejunii Campyshield ™ Hiuhnerhaut®
unii a u
sl Ganze rohe Gefliigelkérper und -teile, rohes Rind- und Schweinefleisch
Yersinia RTE*-Produkte, rohes Huhn- und Schweinefleisch®, rohes
. Schweinehackfleisch, gegrillte Schweinelende und Milch!® 1!, rohes
enterocolitica . 1
Fleisch und Milch
Staphylococcus . . " w . S a3
Rindfleisch, Gemiise, Quark, Kdse, Rohmilch u. Milch

aureus
Enterobacter

o Minimal prozessierte pflanzliche Produktel®
ludwigii 6)
Enterobacter /d}j Minimal prozessierte pflanzliche Produkte*
cloacae Q,. P P
Citrobacter freundii > {A@/ Minimal prozessierte pflanzliche Produkte!

7
Cronobacter ¢ e
e Ssuglingsmilch®s

sakazakii {A uglingsmi

Bacillus cereus

Bacillus
weihenstephan-
ensis

Brochothrix
thermosphacta

Enterococcus
faecalis

Sojabohnenpaste’®, Reis und Milch” 18, Kartoffelbreil®

Milch und Milchreis®

Schweinestiicke, Fleischmodelle (Schweinefettgewebe)?!, Fleisch und
Fleischprodukte??, Fisch und Meeresfriichte?

Milchprodukte?*




Postharvest

i . Kommerzielle Phagenprodukte fiir den Lebensmittelbereich . .. . . .

Bakterienspezies . Lebensmittel in wissenschaftlicher Testung mit Phagenisolaten
in Anwendung oder Erprobung)

. minimal prozessierte pflanzliche Produkte (Serratia fonticola)'4,

Serratia . . . -
Makrelenfilet (Verderb, Serratia fonticola und S. proteamaculans)

Vibrio cholerae Lachs und Muscheln?, Fischfilet und Schrimp-Fleisch?®
Vibrio parahaemo- Meeresfriichte, rohe RTE*-Fischprodukte?’, Lachsfilet?®, Austern®® 3,
lyticus Muscheln3!, FluRkrebs3?
Vibrio vulnificus Potential fiir Austern33, Seeohr (Abalone)3*
Vibrio alginolyticus Garnelen, Tintenfisch und Lachs 3°
Pseudomonas Hiihnerbrustfilet3®, Milch3”: 38, Potential fiir Rohmilch und
fluorescens Milchprodukte39 40
Pseudomonas

) Pasteurisierte Milch*!, Kise*?, Milch und Rindfleischextrakt*?
aeruginosa

*RTE: ready to eat
Ein Uberblick Giber Reviews, die Phagencocktails und Phagenisolate thematisieren, siehe auch Anhang 3: Supplementary Material (Roth et al. 2026)
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Anhang 2

Bakterienpezies sowie Phagencocktails/Phagenisolate und ihre Anwendung in verschiedenen
Einsatzbereichen im Preharvest-Sektor

Preharvest

Bakterienspezies

Einsatzbereiche
kommerzieller Produkte
in Anwendung oder Erprobung

Einsatzbereiche von Phagenisolaten
in wissenschaftlicher Testung

Escherichia coli

EcolicidePX™, Finalyse®

Haut von Kalbern vor Schlachtung,
Gefligelverarbeitung (therapeutisch: Atemwege bei
Gefligel; Kolitis bei Schaf)

Blattoberflachen (Biokontrolle),
Gefliigel, Schaf (therapeutisch)

Salmonella spp.

BAFASAL®, SalmoFREE®, PLSV-1™

Lebende Hiihner
(intestinal zur Biokontrolle, nicht therapeutisch)

Gegen Salmonella enteritidis fir
lebende Hihner (therapeutisch),
Schwein, (intestinal zur Biokontrolle
(therapeutisch), Schweinegille zur
Keimreduktion auf Pflanzen
(Biokontrolle)

Campyshield ™

Lebende Hiihner

Campylobacter . . .
L Lebende Hihner (intestinal zur Biokontrolle, auch
jejunii )
(intestinal zur Biokontrolle und therapeutisch) therapeutisch)
Staphylococcus
Py Rind (therapeutisch)
aureus
Vibrio
. VibrioShield (in Entwicklung) Aquakulturen?
parahaemolyticus

Vibrio anguillarum
Vibrio harveyi

iPhage-V

Vibrio parahaemolyticus und weitere in Aquakulturen

Fisch, Krabben (therapeutisch)

Clostridium INT-401™ Gefliigel (therapeutisch, nekrotische
perfringens Geflugel (therapeutisch, nekrotische Enteritis) Enteritis)
Pectobacterium Biolyse®-PB (Pectobacterium spp.)

. Kartoffelknolle (Lagerung)?
atrosepticum Kartoffelabpackung

Dickeya solani

Kartoffel

syringae pv. tomato

Pseudomonas Auf Pflanzen/Tieren vor Ernte/
aeruginosa Schlachtung, Aquakulturen
Pseudomonas
L Fisch (therapeutisch)

plecoglossicida

Bafador®
Aeromonas - -

Aquakulturen (therapeutisch)
Xanthor;vz?nas Agriphage™
campestris,

'p L Verderb von Kohl (gegen

vesicatoria, citri und Xanthomonas)
Pseudomonas Ersatz fir Bakterizide auf Pfeffer und Tomaten

Xanthomonas citri
subsp. citri

Agriphage™ CC

Zitruskrebs
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Preharvest

Bakterienspezies

Einsatzbereiche
kommerzieller Produkte
in Anwendung oder Erprobung

Einsatzbereiche von Phagenisolaten
in wissenschaftlicher Testung

Clavibacter
michiganensis
subsp. michiganensis

Agriphage™CMM

Tomatenkrebs

Erwinia amylovora

Agriphage™, FireBligth, Erwiphage PLUS

Apfel- und Pfirsichbaum-feuerbrand

Zusammengefasst aus: Goodridge et al., 2011; Cooper et al., 2016; Kazi and Annapure, 2016; Moye et al., 2018;
Sommer et al., 2019; O’Sullivan et al., 2019; Endersen und Coffey, 2020; Ngene et al., 2020; Lewis et al., 2020;
Vikram et al., 2021; siehe auch Anhang 3: Supplementary Material (Roth et al. 2026)

Weitere Daten der Tabelle aus:
1. Yin, Yujie, et al. "Bacteriophage potential against Vibrio parahaemolyticus biofilms." Food Control 98

(2019): 156-163.

2. Carstens, Alexander Byth, et al. "A novel six-phage cocktail reduces Pectobacterium atrosepticum soft
rot infection in potato tubers under simulated storage conditions." FEMS Microbiology Letters 366.9

(2019): fnz101.

3. Carstens, Alexander B., et al. "Unlocking the potential of 46 new bacteriophages for biocontrol of
Dickeya solani." Viruses 10.11 (2018): 621.

Fiir eine Ubersicht (iber Phagen gegen Pflanzenkrankheiten siehe Holtappels et al., 2019. Weitere Erreger von
verschiedenen Nutzpflanzen, die durch Phagen bekdmpft werden kdnnen, sind Pantoea stewartii, Ralstonia
solanacearum, Xylella fastidiosa, Xanthomonas axonopodis and Pseudomonas syringae
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Anhang 3

Supplementary Material aus Roth et al. 2026

Overview of 52 reviews on phage application in the food sector. The topics essential for the use of phages in the food sector are identified by different symbols.
(V: presented comprehensively; V: presented, V: presented briefly or in excerpts; - : not subject of the review (*!referred as “reduction of pathogens”; *?referred

as “prevention of spoilage”; *3referred as “decontamination of surfaces in animal housing and production facilities”; *single phages or phage mixtures
characterised; **>phage cocktails, commercially available)

1. Pre-harvest Isolated Use along Risks .
a) therapy E Relevant phages** Listed ?roduction State- / Human Biology
b) bacteria 8 = | bacterial / food line of food ments Benefits phage of
load 5 o ._g strains Phage*> | MOI items: / of: / therapy | phages
reduction | ¢ b= 5 % of cocktails | / legal risk / / Reference
2. Post-harvest Tg g ® 'E 5 the food / efficacy | 8eneral | classify- FDA analysis | micro- History
S ¢ ¥ = 5 <ector Iytic / cation / / biom of | of phage
1. ) 8 & § 6 3 phage detailed | of phage EFSA research | intestine | use
a) | b) @ @ & @ « enzymes use needs
v/v/-/ Amijad et al. 2024
v v v/¥/- /4| v/ /- - | BE /- fu | A )
/vy (Brovko, Anany
- - v v Vv V]|V |V \'i v/Vv/y v/ - v/ - v/- - v/y¥
[ R N - V/¥/y / v/ v/ v/ / L and Griffiths 2012)
Bumunang et al.
vV |y viv| v v/¥/- | w/y | ¥/ v/ - N NV R / - (2023) &
/Vv/-/ Chaudhary et al.
v oo v/ | | v/ v/- v/- ] v/- /¥ (2024) Y
Vv - C 2016
ARAR Sl - v oo -/u | oy | /- v/ - fo | YLy | (Cooper 2016)
-/V/-/ Costa et al. 2023
: v - vy |- TERRY Y g v | )
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1. Pre-harvest Isolated Use along Risks
a4 . .
a) therapy 2 | Relevant ;)hages* Listed :?rodufcftlor::I State- /B ] H:man B;ology
b) bacteria o % bacterial y food ine of foo m?nts enefits | phage o
load § 2 3 | strains Phage ' Mol items: / of: /. therapy | phages
reduction | + & S 5 of cocktails | / legal risk / / Reference
2. Post-harvest Tg g 'g E _§ the food / . efficacy 7enera| clas:sify- FDA analysis rrjicro- History
S ¢ ks S 8 sector lytic ) cation / / biom of | of phage
1. ) 8 8T 83 phage detailed | of phage EFSA research | intestine | use
a) | b) @ @ 8 @ « enzymes use needs
/V/-/ (Cristobal-Cueto et
v | - | -y AR v /- -/V - -/ - = -/-
v v Vi v v N/ /¥ / v/ / i / / al. 2021)
ey (de Melo,
v - -V - v v/¥v/- -/ - -/ - -/ - / - v/- -/¥ Levesque and
Moineau 2018)
(EI-Shibiny and EI-
/-1y / / / / /-1-1/ v/ /v Sahhar 2017)
Vv End t al.
R A N Y I R Y A VLV R T f- | wge [T gy | Bnderseneta
- 2014)
/Vv/-/ (Endersen and
V| v |V - - V/V/V vV/V v/ - v/ - v/ - -/ - -/ -
e e B v/ v/ ¥/ - / / Coffey 2020)
v/v/-/ (Fernandez et al.
- - /v/ -/ - -/ - / v/ - i -/ - / 2018)
v/v/v/ Fister et al. 2019
- - - - YN R I B /- |- | e | ’
/VN/V/ Garcia et al. 2008
v R RV v - | /- R ’
. (Garcia-Anaya et
A v - v/V d -/ - -/ - J-/-| -/ - -
v /v v/y¥ iary / / /-1-1/ / / al. 2020)
v/Vv/- G 2022
Vv | v |y|y]- V| v V/V/Y | -/ v/y¥ v/ - v/ - | YT Sy | (Garvey2022)
v/vV Ge et al. 2022
: volv| ool oy e | owe | v v/ |- [V oy | (Geetal 2022
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1. Pre-harvest Isolated Use along Risks
a) therapy a | Relevant phages** Listed production State- / Human Biology
£ . .
b) bacteria 8 = | bacterial / food line of food ments Benefits phage of
load 5 ) ._g strains Phage*> | MOI items: / of: / therapy | phages
reduction | ¢ b= 5 % of cocktails | / legal risk / / Reference
2. Post-harvest | © E a0 'E s the food / efficacy | 8eneral | classify- FDA analysis | micro- History
S ¢ s S sector lytic / _ cation / / biom of | of phage
1. ) 8 & § 6 3 phage detailed | of phage EFSA research | intestine | use
a) | b) @ @ 8 @ « enzymes use needs
v/v/-/ (Gildea, Ayariga
v v v [ V| - v v v/v/y¥ - /Y -/ - / - v/ - - -/ - v/y and Robertson
2022)
/V/-/ Goodridge and
vy | vy v/V/- | w/y | V- v/ - v/ - R EE gisha zofl)
v/V G 2005
AR AR A N A A e T v/- | e (YR | (Greer2009)
. Gutiérrez et al.
v v |v|v|v|v|y /31 /Y | diary T Y RS VN BV Bt
v/v/V H d
R e e O A ) 2 VA B LI PR v/- |- YA R i
oy (Hassan et al.
: -]y [ |- / / - v/ - v/y | ¥/y | 2021)
Hudson et al.
v/l (
- v vV [V |V |- v /VIN / -/ - / - -/ - -/ - v/ 2005)
v/v/-/ (Hyla, Dusza and
- - - (Y- |V v v v/v/- v/y¥ v/y¥ / - v/ - -/ - V/V | Skaradzinska 2022)
-/-/v/ Imran et al. 2023
R BT VTR /- | )
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1. Pre-harvest Isolated Use along Risks
a) therapy g Relevant phages*? Listed ?roduction State- / . Biology
b) bacteria 8 % bacterial |/;h I food line of food n:c.ents Benefits o:\
load S 2 5 | strains age' items: / or: /. phages
reduction | &+ & S 5 of cocktails | / legal risk / Reference
S 2 =] . eneral : : :
2. Post-harvest g g 'E’ ki _§ the food / . efficacy 7 clas.,5|fy- FDA analysis History
S ¢ § ¢ S | sector lytic ) cation / / of phage
1. ) 8 g § 8 3 phage detailed | of phage EFSA research use
a) | b) @ @ 8 @ « enzymes use needs
IN/-] (Jagannathan,
- v |V |V v v v v/v/- v/y¥ v/v v/ - v/ - - / Dakoske and
Vijayakumar 2022)
- Jagl t al. 2022
vy |y v v/ |- -/ - -/ - v/ - | y/y | Ueglanetal-2022)
V| v | v |v|v V| v v/U/Y | ¥/Y v/ v/ / /N/-] v/ (Kazi and
- - I N - - - - - - - - Annapure 2016)
Vv Lavilla et al. 2023
vy |y v|oow |/ owa | v v/ A v/ | avilaetal 2023)
/)] (Lee, Kim and Ryu
- - - v v -/¥v/y¥ -/ /- -/ - / - / 2023)
I/ (Lewis and Hill
v v v v v/v/- v/y¥ v/yv -/ - v/ - - /- 2020)
v/v/v/ Li et al. 2022
R L Y v/y /- | v _ e ’
(Liu, Quek and
- - - v -/V/- v/y¥ /- -/ - /- | -1/-/-/- v/y¥ Huang 2023)
/)] (Mills, Ross and Hill
v v v |V V| Vv V¥ v v/v/¥ / v/y¥ v/ - v/ - v/y¥ v/- 2017)
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Isolated

Use along

Risks

1. Pre-harvest . )
a) therapy 2 | Relevant ;)hages* Listed :?rodufcftlor::I State- /B ] H:man B;ology
b) bacteria 8 % bacterial s | o food ine of foo n:fnts enefits phage oh
load 5 2 3 | strains age* items: / of: /. therapy | phages
reduction | + & _g S of cocktails | / legal risk / / Reference
2. Post-harvest Tg g ® E _§ the food / . efficacy 7enera| clafsify- FDA analysis rrjicro- History
S ¢ § ¢ S | sector lytic ) cation / / biom of | of phage
1. ’ 8 & § 6 3 phage detailed | of phage EFSA research | intestine | use
a) | b) @ @ 8 @ « enzymes use needs
(Moye, Woolston
v - d Sulakvelid
O R VA IR R0 e A B v/v/- | ¥/Y v/¥ v/ - v/ - | YLy | and Sulakvelidze
- 2018)
O'Sulli tal.
v v | v |v|y|lv|v|lv| v VU - / v/ - YA A Y Y (201;‘) vaneta
Pé Pulido et al.
N I A R R L VR T B WY S v e ey | oy | PerezPulidoeta
2016)
(Pinto, Almeida
- - - -l - -] - E.coli -/N/- / / - -/ - v/¥ /V/-/- -/V v/ - and Azeredo 2020)
(Potaska and
\ \ \ vViVvVv| Vv V]|V \ v/Vv/V -/V v/v v/ - v/v v/-/- -/ - -/ -
- - N ) I R - V/u/y /Y v/y v/ ¥/y N7 / / Sokotowska 2019)
(Poonia, Mishra
- - v |V v/v/y¥ -/ diary / v/v /N/-/- -/ - v/- and Rai 2020)
(Pujato, Quiberoni
and Mercanti
S N -/ - di -/ - S Y A VAV S B v/ -
v /V/ / iary / / /V]-1 / / 2019)
\ R -Vi t al.
v |y v v | - | w/- | e [Py | St
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1. Pre-harvest Isolated Use along Risks
a) therapy g Relevant phages** Listed ?roduction State- / . Human Biology
b) bacteria 8 % bacterial |/,h I food line of food n:c.ents Benefits p:age o:\
load § 2 3 | strains age' items: / of: /. therapy | phages
reduction -« 5 S 6 of cocktails | / legal risk / / Reference
S 2 = . eneral ; : ; :
2. Post-harvest g g 'E’ ke _§ the food / . efficacy 7 clas.,5|fy- FDA analysis rrjlcro- History
S ¢ § ¢ S | sector lytic ) cation / / biom of | of phage
1. ) 8 & § 6 3 phage detailed | of phage EFSA research | intestine | use
a) | b) @ @ 8 @ « enzymes use needs
(Ranveer et al.
v v v v/v/ - /Y / / -/ - /v - v/y v/y¥ 2024)
v/v/v/ Sarhan and Azzaz
v - v TS R / /- | - v/- | oy | Y
2015)
N/ -] (Sillankorva,
V|V |V |V v v/¥v/- v/ ¥ v/¥ / - / - - -/ - -/ - | Oliveira and
Azeredo 2012)
/N/-/ (Suja (Suja and
VA v vV iVv|-|Vv ]|V v v/Vv/v v/ v v/v v - - - v/-
- I T - V/¥/y vy v/y v/ / / v/ Gummadi 2024)
Sulakvelidze 2013
: I S R B Y S L R W y TR R Y A )
v/v/v/ (Tan, Chan and Lee
VA \ v | - - - - v/ - v/ - - -/ - \
v |V |V /] / / v/ v/ ] / v/ 2014)
v/v/-/ (Vikram, Woolston
- v V|- |Y¥ v v/¥/ v/y¥ v/yv / - v/ - - -/ - -/ ¥ | and Sulakvelidze
2021)
v/Vv/- W d zZh
vy |y |y v|v|y /] /¥ /- v/ - TR e R v/ | Wangandzhao
- 2022)
Xu 2021
vV |V |y Viv|v| v V/V/Y | -/ / v/ - R R Y Y R
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