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U Wie entstehen biogene Amine? @

Froteolyse & Aramatildung

freie Aminosauren Aromabildung
je nach Reifegrad ca. 5-15% freie AS (Alkohole, Aldehyde, S&uren)

Decarboxylierung

'

biogene Amine
(0 — 5°000 mg/kg)

=» toxische Reaktionen moglich
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U Die Dekarboxylierung von Aminosauren

Histidin

Agroscope
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Voraussetzungen:
(D Freie Aminosauren
(Proteolyse!) und die

HoN—C—H

HyN—C—H
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Histamin
(|3H2 (|:H2 (2 entsprechenden
Mikroorganismen
A A
HN—7 HN—/
Aminosauren Biogene Amine
Histidin - Histamin
Tyrosin - Tyramin
Ornithin - Putrescin
Lysin - Cadaverin
Tryptophan - Tryptamin
Arginin - Spermidin, Spermin
BA= :
Biogene Amine

¥ @ Freie Aminosiuren: Bsp. Histidin
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© @ Mikroorganismen: ein paar Beispiele

0
N
<\ ] OH
N NH;
0
OH
NH
HO 2
0 0
HOWOH
NH,

Histidin - Histamin + CO,

Tyrosin = Tyramin + CO,

Glutaminsaure >
y-Aminobuttersdure (GABA)
+ CO,

Stammspezifisch in:
Lentilactobacillus parabuchneri

Stammspezifisch in:
Levilactobacillus brevis
Latilactobacillus curvatus
Enterococcus spec.

Stammspezifisch in:
Lentilactobacillus (para)buchneri
Levilactobacillus brevis
Lactiplantibacillus plantarum

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder
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U Warum werden BA gebildet?

Die Mikroorganismen profitieren
% Energiequelle (besseres Wachstum)
?Schutzsystem gegen Saurestress (erhdhte Vitalitat)

Interaktionen sind maglich:

l% 8saure—sen5|t|ve Bakterien konnen vom Schutz profitieren

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder




¢ Wo kommen BA vor? @

In geringen Mengen kommen biogene Amine Uberall vor, ohne dass
Mikroorganismen beteiligt sein miissen.

= Spermin und Spermidin: in allen pflanzlichen und tierischen Lm
und Lebewesen (wichtige physiologische Eigenschaften)

/ B
= Serotonin: Bananen, Walnuss, Ananas, Avocado (Einfluss auf /‘@

Stimmung, Schmerzwahrnehmung und Schlaf)

= Phenylethylamin: Schokolade (Lust- und Gliicksempfinden) §
= Tryptamin: Tomate (wichtige Vorldufersubstanz) @

= Unproblematisch

Agroscope
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U Wo konnen BA in hohen Mengen vorkommen? @

BA wie Histamin, Tyramin, Cadaverin und Putrescin konnen in Nahrungsmitteln vorkommen,
die einen Verderbnisprozess oder eine (unerwiinschte) Fermentation durchlaufen haben.

= Fische und Fischprodukte @.(

= Lang gereifte Kase (Reifung ~ Verderbnlsprozess)
= Sauerkraut @

= Naturlich fermentierte WUrste

= Fermentierte Getranke (z.B. Wein) ?

= Fermentierte Sojaprodukte E

= Im Normalfall unproblematisch (Abbau erfolgt in der Darmschleimhaut)
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U Histamin in Kise (2020 -2024)

https://webgate.ec.europa.eu/rasff-window/portal/

B .| RASFF Window e @

Dat Countrie Type
01012000 - 3011272024 (] any v Any ~
status Product Risk

v v v
Reference Subject

frstamina “ il

2 NOTIFICATIONS

Reference Category Type Subject Date Origin Notifying Classification Decision

20226303 Mik and mik products  food Elevated Levels of Histamine and Tyramine in Gruyere Raw Milk Cheese from France 2Nov2022 (LI France 1 Ireland

20217104 Mik and mik products  food Histamine in org: Ik cheddar cheese from Ireland 23DEC2021 (1L} Wreland 11 relang

Agroscope
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U Cheddar aus bio. Rohmilch (IRE, 2021)

= Beschwerde: rote und juckende Zunge

= Meldung: Irland (amtliche Kontrollen)

= Menge: 743 mg/kg (ppm)

= Rickruf & Information der Bevolkerung: Irland

Gruyére aus Rohmilch (F, 2022)

= Meldung: Irland (interne Messungen)

= Menge: 485 mg/kg (ppm)

= Riickruf: Irland & Belgien

= Information an Konsumenten: Niederlanden

Agroscope

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder




Agroscope

© 1. Marktriickruf im 2012

Reference :
Notification date
Last update :
Notification type:
Action taken :
Notification from :

Distribution status:

Notification detail - 2012.0391

histamine (1227 mg/kg - ppm) in cheddar cheese from the Netheriands

2012039
14032012

11042012

food skt food poisoring
wihdrawal from the market
UNITED KINGDOM (GB)

information on distribution not (yet) avalkble

Product: cheddar chesse
Product category : ik and mik products.
Follow-up:

Reference Follow-up from pate

Hazards:

‘Substance / Hazard Category
histamine biocontaminants

Distributed to:

| TTALY | SWEDEN | UNITED KINGDOM |

Origin:
| NETHERLANDS |

Follow-up type nfo
Analytical result Units
1227 mgjkg -pem

‘Sampling date

05/03/2012

= Irischer Cheddar

* 1227 mg/kg Histamin

= exportiert via NL nach GB
= Vollzug interveniert in GB
= Rickruf inl, S, GB

Close this window

Kinder mit Symptomen — 1. Marktrickruf von Kase mit BGA!
(Ahnlicher Fall mit CH-Emmentaler endete 2006 ohne RASFF-Eintrag)

L
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Grenz-/Hochstwerte

Aber nicht in Milch- und Milchprodukten!

nur fiir Histamin (EU)

VYERORDNUNG (EG) Nr. 2073/2005 DER KOMMISSION

vom 15. November 2005

iiber mikrobiologische Kriterien fiir Lebensmittel

i
0 -( (Text von Bedeutung fiir den EWR)
< (ABL L 338 vom 22.12.2005, S. 1)
vM1 ¥
1.26 Fishery products from fish species associated|Histamine 9 2 |100 mgkg 200 mg'kg M9 ¥ EN|Products placed on the
with a high amount of histidine ( > 18 IS0 19343 « market  during  their
shelf-life
YM5 ¥
127 Fishery products, except those in food|Histamine 9 2 |200 mgkg (400 mg’kg |»M9 ¥ EN|Products placed on the

category 1.27a, which have undergone enzyme
maturation treatment in brine, manufactured from|
fish species associated with a high amount o

histidine (17

« |market during their
shelf-life

vC5 @

1.27a Fish sauce produced by fermentation of
fishery products

Histamine 1 0 [400 mgkg

»M9 & EN|Products placed on the
ISO 19343 « |market during their

shelf-life

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
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«Tolerierbare» Hochstgehalte in Kise (A) [g%!

Vorschlag der Agentur fiir Gesundheit und Ernahungssicherheit (AGES)

Biogenes Amin Hochstgehalt Portion Kase (40g)
Histamin <400 mg/kg 16 mg
Tyramin < 1000 mg/kg 40 mg
Putrescin <180 mg/kg 7mg
Cadaverin < 540 mg/kg 22 mg
Phenylethylamin <25 mg/kg 1mg

Die vorgeschlagenen Hochstwerte basieren auf der zu erwartenden Exposition der Konsumenten
(Exposition = Konzentration in einem LM x Verzehrsmenge)

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder
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QM Fromarte (CH)

Qualitatssicherungs- und Managementsystem: Branchenlésungen zur Qualitatssicherung mit

einem Sollwert fiir Histamin

= <500 mg / kg fiir Raclettekase und Fonduemischungen

= <750 mg / kg fiir alle (ibrigen Kase

= R«ﬂﬂh&i&@?@

Die Schweizer Kasespezialisten/Artisans suisses du fromage

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder
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U Fallbeispiele

Beratungstatigkeit Agroscope
= Grund fiir Analysen ist meist Geschmack oder Lochbildung

Datenbank von Agroscope
= Analysen von fehlerhaften Kasen, d.h. Verdacht auf biogene Amine
= Wahrend den ersten 20 Jahren des neuen Jahrtausends

= Ntotal =1161

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder
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© Raclette Suisse & Raclette du Valais

Cadaverin

Histamin

Putrescin

Tyramin

Summe biogene Amine

21 mgl/kg
945 mgl/kg
<2 mg/kg
454 mg/kg
1506 mg/kg

Cadaverin 382 mg/kg
Histamin 42 mg/kg
Putrescin 102 mg/kg
Tyramin 305 mg/kg

Summe biogene Amine 867 mg/kg

« Aroma leicht atypisch, aber keine
starken Fehler im Geruch und

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder

Geschmack
» Lochung atypisch gross, unsauber




© «Flosserkise» & Emmentaler

Cadaverin 14 mg/kg
Histamin 1132 mg/kg Histamin
Putrescin <2 mg/kg Putrescin
g Tyramin 20 mg/kg Tyramin
g Summe biogene Amine 1166 mg/lkg Summe biogene Amine

630 mg/kg
481 mg/kg
505 mg/kg
1637 mg/kg

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder
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U Zeit fiir Fragen

(2

o
%
]
]
@
o
4
o

<

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder

20

10



U Gesundheitliche Aspekte @
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© Funktion von biogenen Aminen @
HO
Monoamine: HO O
= Neurotransmitter (Serotonin, Dopamin, Adrenalin, Noradrenalin) = Stress- und
Gluckshormone, Regulation Nahrungsaufnahme, Coenzym, Vorstufe von
Vitaminen & Hormonen. Auch Tyramin ist ein Monoamin (Intoleranzen)
Diamine: HoN NH;
= Histamin (Gewebshormon, an Immunabwehr beteiligt, Intoleranzen), Putrescin,
2 Cadaverin (Verwesung, Fleischfaulnis, Enterobakterien)
E”
Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol 22
M.T. Fréhlich-Wyder Von Ji - Eigenes Werk, Gemeinfrei,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=81407454
22
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© Histamin — Toxische Effekte

= Toxische Dosis: zwischen 100 bis zu 225 mg.
Bei Personen mit erhohter

Histaminsensibilitat (Hinstaminintoleranz) RisglicheSymptonisisel Eistaminintalsran

kannen bereits 8 - 40 mg Histamin erste = ~ =\
Vergiftungserscheinungen hervorrufen. ( % s e el \ X
= Symptome: Hautsymptome (Rétungen P [ s =
ymp symp gen, N N
Ausschlag, Oedeme), Kopfschmerzen, /“\ oF | temmimumiug: \‘/
Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall T = I~
= Ursache: Stérung im Abbau von Histamin & b (4
oder Einnahme von Dioxidase Hemmern PN lodmngtehorde -
(DAQ); Uberproduktion im Kérper ( é/ R s v ° Sedbrornen

Schwellung
Juckreiz
Nesselsucht

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder
Quelle Foto Nesselsucht: www.zdf.de

23
U Tyramin - Toxische Effekte @
= Toxische Dosis: 25 bis 250 mg (keine klinischen Untersuchungen)
= von gesunden Personen meist ohne grossere Probleme vertragen: wird durch
Monoaminoxidasen (MAQ) abgebaut!
= Vorsicht geboten ist bei der Einnahme von MAO Hemmern: Tyramin wird schlecht abgebaut!
«Cheese Effekt» = starke Blutdrucksteigerung!
= Symptome: hoher Blutdruck, bohrende Kopfschmerzen (Migréne), Schwindel, Sehstdrungen,
Uberempfindlichkeit gegen Licht, Geriiche und Gerausche, Ubelkeit, Durchfall, Erbrechen
7Y\
) Y
. Artikel zu cheese Effekt:
; * https://www.das-pta-magazin.de/downloadfile/3448494/pages_3448284_46_47_48.pdf
Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol 24
24
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U Beispiele - toxische Dosis erreicht mit ~100 g®

Cadaverin 21 mg/kg

Histamin 945 mg/kg Cadaverin
Putrescin <2 mgl/kg Histamin
Tyramin 454 mg/kg Putrescin
Summe biogene Amine 1506 mg/kg Tyramin

Summe biogene Amine

14 mgl/kg
1132 mgl/kg
<2 mg/kg
20 mgl/kg
1166 mg/kg

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder
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© Aufnahme durch Lebensmittel

Im Normalfall unproblematisch (kérpereigene Regulation)

= Abbau in der Darmschleimhaut
- Monoaminooxidase (MAQ); z.B. Tyramin
- Diaminooxidase (DAQ); z.B. Histamin

Ausnahmen;
= Histamin-Intoxikationen (Fisch-Vergiftung)
= Histamin-Intoleranz (individuelle Pseudoallergie)
= Tyramin-Intoleranz (,Cheese-Effect)
= Chronische Darmerkrankungen (Durchlassigkeit)
= Medikamente mit MAO/DAO-hemmender Wirkung
= Gleichzeitiger Alkoholkonsum ungiinstig

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder
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U Zeit fiir Fragen
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U Einfluss auf die Kasequalitat
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U Jetzt sind Sie an der Reihe

https://www.mentimeter.com/app/presentati

&

on/alveexvcp9izr5foxar4d6x9ks5aeqirmy/edit

?source=share-invite-modal

Agroscope
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U Appenzeller (9 Mt) mit

bissal brennen auf zunge

leichtes brennen
leicht herb unreln Q0

etwas scharf 2 o
© =
) o+

brennt a bil3i
brennen auf zunge

o
o
]
$
]
2
o
<

sehr gut

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder
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U Franzosischer Kise mit 1400 mg Histamin

o
N
o H 8 gdhrig
50’3 (= nicht gut
—_ e (:') — .
2 5 c g essiggeschmack
& o brennen
2
- spdter leichtes brennen
essiggeruch
bitter scharf
schlechte konsistenz
Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol 31
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U BA beeinflussen die Kasequalitit

Sensorische Wahrnehmung
= Histamin: scharf, brennend, stechend, beissend («brennt auf der Zunge»)
= Tyramin: leicht bitter, wiirzig, eher nicht dominant
= Cadaverin: bitter, eher geruchsaktiv als faulig, aasartig
= Putrescin: bitter, eher geruchsaktiv als fischig, faulig,

nach Verwesung

Reifung
= Alle BA: pH-Wert steigt; schnellere bzw. andere Reifung
= Ursache: H* werden gebunden & BA sind alkalischer

Aussehen

= Alle BA: geblaht, Risse, zu viele Locher, zu grosse Locher
= Ursache: Bei der Dekarboxylierung von Aminosauren entsteht CO,

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol 32
M.T. Frohlich-Wyder
i Zunge: As Many Exceptions As Rules: Maybe We Do Taste The Burn

16



© Histamin ist auch im Kase brennend

Das Sensorik Panel von Agroscope beschreibt Histamin haltigen Kase des Typs Tilsiter

mehrfach als brennend!
- brennend 900 Histamin
.9 800 =3
o
§ = 700
(= 7 —_—
s 2 600
~
= 6 o
s E 500
25 <
2 400
z 5 T 300
s
o 2 200
<
w 1 100
=3
] 0 0
g Kontrolle LP LP & LBH LP & LBH & LBD Kontrolle LP LP & LBH LP & LBH & LBD
<
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U Ein Resultat aus dem Tirol & Voralberg
Abbildung 3 Durchschnitts-Scharfenoten gegen Histamin-Gehalt der Kdse
5,0
L]
4,5
40 R?=0,4726
R*=0,5222
& 30 ° °
© ° °
32 <
L
2,0 @ @e
*.®
15 e 8@ [
- e [}
e [ ]
weee L
0 100 200 300 400 500
Histamingehalt [mg/kg]
g
g @®Talbetriebe @ Bergbetriebe
o
)
<
Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol 34
M.T. Frohlich-Wyder
Quelle: https://dafne.at/content/report_release/a9ae66bd-621c-4df9-9d47-9cc348b2d78b_0.pdf Biogene Amine in Bergkase
34
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£S5
U pH steigt in Gegenwart von L. parabuchneri
58 T T Kase des Typs Tilsiter im Alter von 3 Monaten
58 . -
s7k ] ¢ ¢ ] 5.90
® ° 5.80 e
= 86 - o
g o * 5.70
:E- e * * 7 £ 560 °
\ ) S b @
54 bl * 7 I 550
* = N
53 * E 5.40
*
52 1 1 1 1 5.30 °
N °
gé‘@ & »e:\@<D 5.20
ué' Q?s“ Q"st\ wa’ 0 200 400 600 800 1000
é a4 \ﬁ? \59) Biogene Amine (mg/kg)
Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol 35

¥ CO,-Bildung durch BA coon T

C|:H2 CH2
) e,
HN—7

Gasvolumenmonitor (abiotec)

Ein Beispiel mit Kase des Typs Tilsiter
(Forschungskaserei von Agroscope, Liebefeld-Bern)

Agroscope

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder
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U CO, von BA beeinflusst die Lochbildung

V13-22-03 Mittelwerte beide Tage /
400 A

350 ‘iI Histamin-bildender L parabuchneri
o Stamm (21731):
5 R - o
g 1 = Kase Typ Tilsiter in den
£ 250 .
F I Gasvolumenmonitoren
£ afeoseece®” . o
e Y o X il % Inshesondere zu einem spateren
8150 TS Zeitpunkt wahrend der Reifung:
;“f 00%° + 21731 Hist+ - . .. . . T
100 “.: SR Kasetelgulst weniger elast|§ch, die
. gfzﬂ“ Kontrolle Gefahr fiir Lochungsfehler ist
et somit grosser
0 &
0 20 40 60 80 100 120 140
E Reifungszeit [Tage]
2
Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol 37
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37
© 500 mg Histamin ~ 100 mL CO,* (===
mg riistamin m 2
* Unter Normalbediungen
800
700 Die zusatzlich gebildete Menge
an CO, ist nicht unwesentlich!
600 .
o = Mittlerer Gehalt an
P 500 N Essigs3ure Histamin von ~580 mg/kg
~ .
75." 400 ® 1,2-Propandiol (N=3)
o m Ornithin
S 300 -
B GABA
200 -
H Histamin
100
0 - T T T 1
% Kontrolle FAM 21835 FAM 21731 FAM 21835 +
g FAM 21731
<

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder
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U Wie wird die Bildung von BA beeinflusst?

Aus verschiedenen Versuchen und der Praxiserfahrung
= Milchqualitat insbesondere Zusammensetzung
= Milchbehandlung
= Brenntemperatur (~Hartestufe)
= Art der Reifung
= Dauer der Reifung

e Aninaliche frikrobietie K i ations]

&

¢
2
Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol 39
M.T. Frohlich-Wyder
39
° .o &
U Milchbehandlung & Hartestufe
e N i in:
pesteuriiet| [ I Halbhart Histamin:
| cadaverin Hstarrin Tyrarrin = Rohmilch
therrisiert . | = (Halb)hart
roh & thervisier |1
Putrescin Spermidin
roh|. I —
. J
roh &thermrisiert| Hart
roh I .
.
@ Extrahart Anzahl Proben
" 0 50 100 150 200 250 300 Extrahart |roh 45
g Hart roh 380
8 roh & thermisiert 3
< roh 521
Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol roh & thermisiert 83
M.T. Fréhlich-Wyder Halbhart thermisiert 46,
pasteurisiert 83
40
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U Oberflachenreifung & Hartestufe

Halbhart
Cadaverin  Hstami >
comie E———— Cadaverin:

SChirrmElL—_

5
Trocken) I E—
Schiere & trocker NN N

scer I |

Anzahl Proben

&

PutrescinTyranin = Schmierel!

Trocken - Schimmel

Halbhart i 2
Schmiere 707]
Schmiere 107}
. Hart Schmiere & trocken 10}
. Schrriere & trocken) NI tocken 255
2 Schmiere 10
= Extrahart [Schmiere & trocken 7]
)
4.:3 SdTnere_ Extrahart trocken 28l
Biogene Amine| ARGE Heumilch Tirol 41
W.T. Froniich-wyder 50 100 150 200 250 300 350
(=2
o
U Brenntemperatur und L. parabuchneri
. . . . . o
Keine Bildung von Histamin bei Brenntemperaturen =56°C
500
450 /I
400 / A
"o 350
=
300 /
£ /
c 250
£
g 20 /./
17}
£ 150 /
100 <
50
o W
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Alter [Tage]
& == Modell-Appenzeller 44°C, «=#=Modell-Appenzeller 48°C === Modell-Gruyére 52°C «=i=Modell-Gruyére 56°C
§ Mittelwert (N = 4) Mittelwert (N = 4) Mittelwert (N = 4) Mittelwert (N = 4)
g
<
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M.T. Frohlich-Wyder

21



U Zonale Unterschiede in Emmentaler (6.5 Mte)

1 L

[k | ‘\ _____

Zentrulhszone]_ % 5cm
[ ! IS SR U 2

: ; _1l_ca.7cm
le——I

» P Rinde
- oem rr:4cm:: r=40cm |
—
r,= 44cm
Summe
Kasesorte Cadaverin | Histamin Putrescin Tyramin biogene
Amine
Emmentaler Gemisch <2 171 <2 8 180
Emmentaler Rand 2 349 <2 14 369
" Emmentaler Zentrum <2 22 <2 <2 24
o
5 — Sehr langsame Abkiihlung
Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol 43
M.T. Frohlich-Wyder
Quelle: Versuch AP 28 /Homogenitéatsversuch (LIMS 10816,1998)
43
° ° ° ° ﬂ
U Zonale Unterschiede in Tilsiter (3 Mte)
Randzone
[ENELL L e _
1.~ : SN 772cm
o
: : - “2em
r,=7cm
Summe
Kasesorte Cadaverin Histamin Putrescin Tyramin biogene
Amine
Tilsiter Gemisch 51 153 4 152 382
Tilsiter Rand 53 100 <2 244 422
Tilsiter Zentrum 49 187 5 60 309
g' © Oberflichenrei: & Hirtestufe
g — Unterschiedlicher Trend fir Histamin und Tyramin — e
:ﬂ — ————

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder

Quelle: Versuch AP 28 /Homogenitétsversuch (LIMS 10816;1998)
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Exkurs -

Schmiere als Quelle von BA Bildnern

— &

Exkurs

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder
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Praxisfall @ Raclettescheiben verpackt

Gasanalyse zeigt:
Bombage durch CO,

Exkurs |1

Cadaverin mg/kg 3071
Histamin mg/kg 0
Putrescin mg/kg 877
R-Phenylethylamin mg/kg 349
Tryptamin mg/kg 23
Tyramin mg/kg 1037
Summe BGA mg/kg 5357

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder
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© Praxisfall 2 fehlerhafter Tisiter

— Tilsiter mit fehlerhafter Schmiere
— starke Bildung div. flichtiger Carbonsauren
" — starke Bildung von Cadaverin (pH-Wert T)

Exkurs

Merkmal Rinde Randzone Zentrum
Total fliichtige Carbonsauren 64.9 49.3 36.0
Ameisensdure 0.3 2.4 2.6
Essigsaure 33.1 29.5 25.5
Propionsdure 10.4 6.2 2.7
iso-Buttersaure 4.8 2.5 1.6
Buttersdure 2.1 2.9 2.1
Bs berechnet aus Garung 1.8 2.9 2.1
iso-Valeriansdure 10.5 3.3 0.9
iso-Capronsdure 3.6 2.4 0.6
Capronsdure 0.1 0.0 0.0
pH-Wert 7.19 6.03 5.64
Cadaverin 2504 886 279
Putrescin 162 85 29
R-Phenylethylamin 38 13 0
Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol Isopentylamin 153 42 0 47
M.T. Fréhlich-Wyder Tyramin 173 77 11
Summe biogene Amine 3029 1103 320
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© Fall 3 Modell-Raclette (Forschungskiiserei)

— starke Bildung von Cadaverin

— hoher pH-Wert in der Randzone

— Modell-Raclette mit fehlerhafter Schmiere

Exkurs |1

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder

Rinde Randzone Zentrum
Cadaverin 1127 733 346
Histamin 0 0 0
Isopentylamin 103 104 46
Putrescin 17 0 0
R-Phenylethylamin 155 98 0
Trypamin 0 0 0
Tyramin 36 32 42
Summe biogene Amine 1439 968 433

48
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@ Versuch Reifung mit Schmieren @ & 3@

¢

Reifung wahrend
180 Tagen bei

11°C

Kontrolle (foliengereift)

Rinde R

Zentrum

Cadaverin

29

23

Histamin

7

Putrescin

16

1

Spermidin

0

Spermin

0

B-Phenylethylamin

6

Tryptamin

0

Tyramin

59

Summe biogene Amine 117

132

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol

M.T. Frohlich-Wyder
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Resultate mit Schmiere O: schmieregereift
pH 6.19

Exkurs |1

Biogene Amine | ARGE F
M.T. Frohlich-Wyder

Raclette Scheibe| Rinde | Randzone | Zentrum
Cadaverin 3071 1132 730 567
Histamin 0 0 0 0
Putrescin 877 29 38 40
Spermidin 0 0 0 0
Spermin 0 0 0 0
3-Phenylethylamin 349 52 19 11
Tryptamin 23 52 39 25
e LTyramin 1037 363 143 95
Summe BA 5357 1651 983 749
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U Resultate mit Schmiere O: foliengereift

pH 5.69
-
(]

Exkurs

Raclette Scheibe | Rinde Randzone | Zentrum
Cadaverin 3071 997 747 689
Histamin 0 34 18 20
Putrescin 877 490 403 388
Spermidin 0 0 0 0
Spermin 0 0 0 0
- R-Phenylethylamin 349 129 86 76
g Tryptamin 23 14 13 13
- S e | Tyramin 1037 487 309 260
M.T. Frohlich-Wyder Summe BA 5357 2154 1581 1448
51

¥ @ Vgl. Schmiere- vs. Folienreifung

Gleiche Kontaminanten, teilweise unterschiedliches Resultat

= Bei Schmierereifung ist die Bildung von Cadaverin reproduzierbar (analog Praxisfall)
= Anaerobe und saure Bedingungen fordern die Bildung von (unterschiedlichen) BA?

Exkurs |1

Schmierereifung Folienreifung

2400 2400
2200 2200

2000 2000

1800 1800

1600 1600

1400 - 1400

1200

1000 1000
800 800

.
600 E— 600
400 400
200 200
0 0
Rinde Randzone Zentrum Rinde Randzone Zentrum

1200

mg/kg
mg/kg

m Cadaverin Putrescin  ® R-Phenylethylamin ~ ® Tyramin W Cadaverin Putrescin B R-Phenylethylamin B Tyramin

[
-3
]
9
@
2]
4
o

<

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol

52
M.T. Frohlich-Wyder




U Resultate mit Schmiere 3: schmieregereift

pH 5.98

Exkurs

Rinde Modellraclette | Rinde |Randzone|Zentrum

Cadaverin 1127 641 275 203

Histamin 0 0 0 0

Putrescin 17 8 0 0

Spermidin 0 0 0 0

Spermin 0 0 0 0

B B-Phenylethylamin 155 16 5 3
g, Tryptamin 0 35 28 18
Biogene Amine | ARGE F ilch Tirol Tyramln 36 53 25 20

M.T. Frdhiich-Wyder Summe BA 1439 786 353 259

U Resultate mit Schmiere 3 : foliengereift

/A
(72
pH 5.55 %
2
Z
%)
Zone Rinde Modellraclette | Rinde | Randzone | Zentrum
Cadaverin 1127 52 58 44
Histamin 0 21 13 12
Putrescin 17 24 19 18
Spermidin 0 0 0 0
Spermin 0 0 0 0
g R-Phenylethylamin 155 363 272 198
§, Tryptamin 0 15 17 19
- oo A TarsE v TYramin 36 465 328 220
M.T. Frohiich-Wyder Summe BA 1439 940 708 511
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¥ (3 Vgl. Schmiere- vs. Folienreifung

Gleiche Kontaminanten, teilweise unterschiedliches Resultat
= Bei Schmierereifung ist die Bildung von Cadaverin reproduzierbar (analog Praxisfall)
= Anaerobe und saure Bedingungen fordern die Bildung von (unterschiedlichen) BA?

Schmierereifung Folienreifung
1000 1000
800 800
]
o 600 o 600
& &
= =
o o
£ 400 £ 400
- . - -
0 0 — — —
Rinde Randzone Zentrum Rinde Randzone Zentrum
W Cadaverin Putrescin B R-Phenylethylamin B Tyramin W Cadaverin Putrescin M B-Phenylethylamin B Tyramin

Agroscope

Exkurs

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder

U Schmiere als Quelle von BA Bildnern

= Erhohte Gehalte an biogenen Aminen in Kase kdnnen auch durch Oberflachen
Kontaminationen hervorgerufen werden.

= Vorsicht vor Oberflachen-Kreuzkontaminationen in der Praxis bei foliengereiften und
schmieregereiften Kasen!

= Vorsicht bei der Interpretation der Analysenergebnisse von Durchschnittsproben.

Exkurs |1

= Zonale Analysen liefern erganzende Informationen: Starke Gradienten an BA in Kase konnen

ein klarer Indikator fiir Oberflachenkontaminationen sein.

Verursacher

= Morganella morganii (Cadaverin & Putrescin), ein gram-negatives fakultativ anaerobes

Bakterium (wird bei der Analyse von Enterobakterien erfasst), bildet in Fisch Histamin

= Paucilactobacillus wasatchensis(Cadaverin & Putrescin), ein Milchsaurebakterium bislang

erst aus Cheddar isoliert
= Latilactobacillus curvatus (Tyramin & Tryptamin), ein Milchsdurebakterium

Agroscope

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder
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Monitoring Histamin (Sommerfabrikation) %

U Reifungsdauer

——H(N)
—=—H(1)
Am Beispiel von Histamin in Emmentaler - e
(Rohmilch, trockengereift): B
= Praktisch lineare Zunahme im Verlauf der o
Reifung: belastete Kase maglichst friih 0 RS
verwerten! o
. . . / JN)
= Wiederholt hohe Gehalte in Einzelbetrieben: 5 400 / e
. £ #L(f) J@)
ganze Produktion betroffen g /) o0
s // — 1
= Aus Kasen mit hohem Gehalt an Histamin 8 fim e
wurde wiederholt L parabuchneriisoliert S
——M(N)
——M(1)
200 M(@2)
——N(N)
—N(1)
—N(@2)
g —~—0(PL)
] 100 - P (PE)
¢ ——a e
<m ——R(PL)
—*—S (PE)|——
Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol 57
M.T. Fréhlich-Wyder 0 2
Alter [Monate]
57
U Stirkere Proteolyse = mehr BA!
900 Voraussetzung: es hat
200 = Mikroorganismen im Kase, die
| ] BA bilden kénnen!
700 . " . .
_ Milchsaurebakterien wie L
o . . e
£ 60 helveticusund L delbriickii
£ s00 konnen zu einer starkeren
[ .
T 400 Proteolyse fiihren
© . . .
2 300 L parabuchnerials Beispiel
I . . .
200 <kann mehr Histamin bilden
Der pH steigt
100 . .
Was wiederum die
0 .
g Kontrolle LP LP&LBH  LP&LBH &LBD proteolytischen Enzyme
g ankurbelt
2
Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol 58
M.T. Frohlich-Wyder
58
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Agroscope

U Kein Einfluss der Impfdosis

1.00E+06

von L parabuchneriauf die Histamin Bildung

= Trotz unterschiedlicher Impfdosis in der

3 f " Kessimilch war das Wachstum von L

_§1'°°E+°5 /:// X parabuchneriin Modell-Raclette ab 45 Tagen
S 1006404 | sehr ahnlich (N = 4)

E / / = Histamin (90 Tage) : 98 + 10 mg/kg (min. 82
// mg/kg, max. 121 mg/kg)

Alter (Tage)

&

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder
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Agroscope

Studie zu L. parabuchneri in Rohmilch

Untersuchung von 497 Rohmilchproben (71 Lieferanten)

= Milchproben: 21 % hatten histaminbildende Keime.
= Lieferanten: In 52 % hatten sporadisch oder regelmassig histaminbildende Keime

= Quantitative Analysen zeigen, dass die Kontaminationen mit L parabuchnerisehr tief sind
(meist <10 KbE/ml, max. 1000 KbE/ml) = tiefe Konzentrationen reichen

40

34

w
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o
L

NGNS W
«

o
L

=
v
L

=
o
L

Anzahl der Lieferanten

6

P w
L L

5 5
3

H B _
|| —

0
I

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder

0 x pos.

1 x pos. 2 X pos. 3 x pos. 4 x pos.

Haufigkeit der positive Proben

5 x pos.

6 X pos. 7 X pos.
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Agroscope

© Gute Konkurrenzflora erwiinscht

Biogenic amine Histamin Phenylethylamine Tyramin
800+ Emmentaler AOP
600 ’
[ ]
[ L] 8
400 4
200 A

o] e
PO FHRL P L -RL R

= Fakultativ heterofermentative
Laktobazillen (FHL) verwerten
Citrat, wie auch die
Enterokokken!

S = Sind genug FHL vorhanden,
entsteht weniger Tyramin

&

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder
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Agroscope

© Einflussfaktoren

Einflussfaktoren Effekt |Bemerkungen
Gesamtkeimzahl 2 Auch bei tiefen Keimzahlen sind Kontaminationen mit aminbildenden Keimen méglich. Die Zusammensetzung ist entscheidend.
Enterokokken in der Rohmilch MM hitzeresistent, Wachstum wahrend Reifung. Oft erhéhte Enterokokken-Keimzahlin Kasen mit hohem Gehalt an Tyramin.
. . Stamme von L. parabuchneri bilden haufig Histamin und wurden wiederholt aus Kdsen mit sehr hohen Gehalten an Histamin isoliert.
L. parabuchneriin der Rohmilch M - L L
Kénnen in Biofilmen persistieren.
Enterobakterien in der Rohmilch 'y Enterobakterien bilden oft vor allem Cadaverin und Putrescin. Diese Amine finden sich fast nur in stark fehlerhaften Kasen (— schlechte
Milchqualitit oder Betriebshygiene, Kontamination der Schmiere mit z.B. M. morganii)
Pseudomonaden in der Rohmilch L Pseudomonaden zeigen teils starke Bildung von Putrescin. Vermehrung bei tiefen Temperaturen bei der Kiihllagerung von Milch.
" . . Ziegenmilch und Schafmilch weisen in der Tendenz hohere Gesamtkeimzahlen auf. Die teils lange Zwischenlagerung der Milch mehrerer
Milch verschiedener Tierarten 2 L = N . . e . "
Tage fir eine Kaseproduktion wirkt sich unguinstig auf den Gehalt an biogenen Aminen aus.
Thermisation ] Durch die Thermisation wird die Rohmilchflora reduziert, das Verfahren reicht jedoch nicht aus, um aminbildende Keime zu eliminieren.
- Durch eine Pasteurisation ldsst sich der Gehalt Histamin und Tyramin in Kase deutlich reduzieren. Bei Rekontaminationen sind eher
Pasteurisation (27 . "
Cadaverin und Putrescin zu erwarten.
" In den Kulturen zur Herstellung von Kase sollten keine Stamme enthalten sein, die biogene Amine produzieren kénnen. Die Kulturen von
Kasekulturen YA " . S -
Agroscope sind diesbezuglich geprift.
Brenntemperaturen 3N Hohe Brenntemperaturen senken das Risiko fir hohe Gehalte an biogenen Aminen in Kése (Ausreisser sind moglich).
Wassergehalt, wff 'y Ein hoher Wassergehalt beschleunigt die Proteolyse, begiinstigt auch das Wachstum von aminbildenden Keimen und wirkt sich auch sonst
8 ’ ungiinstig auf die Ausreifbarkeit aus. Die Bildung biogener Amine erfolgt in Halbhartkdsen deutlich schneller als in Hartkdsen.
Freie Aminosiuren Py Sie sind das Substrat fir die Bildung biogener Amine. In gereiften Kdsen liegen 5-15% des Gesamtproteins als freie Aminosauren vor. Bei
der Anwendung von proteolytischen Kulturen kénnen in Gegenwart von aminbildenden Keimen mehr biogene Aminte entstehen.
Salzgehalt N Hohe Salzgehalte reduzieren die mikrobiologische Aktivitat wahrend der Késereifung, hohe Gehalte an biogenen Aminen sind aber den-
8 noch nicht auszuschliessen.
Reifungsdauer M bedeutendste Einflussfaktor. Enthalt ein Kase aminbildende Keime, die wahrend der Reifung aktiv bleiben, ist mit einem kontinuierlichen
8 Anstieg an biogenen Aminen zu rechnen. Die Selektion erstklassiger Kase fiir eine lange Ausreifung hat daher hochste Prioritat.
Reifungstemperatur 2 Hohe Relfu?gstemperaturen beschleunigen die Bildung biogener Amine. Ein Stopp der Bildung biogener Amine ist erst bei Lagertempe-
raturen < 2°C zu erwarten.

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder
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U Zeit fiir Fragen

(2

Agroscope

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder

63

63
00
© Inhaltlicher Ablauf ol
L @ & 4 Al
== Ol
Grundlagen Gesundheit Kasequalitat Pravention Nachweis
Entstehung Histamin — Sensorik Kulturen Histamin
Herkunft Tyramin — Reifung Milchproduzenten hdc
Gesetz — Milchbehandlung Kaserei gPCR
Vorkommen — Brenntemperatur Biogene Amine
— Reifungsart
— Reifungsdauer
. — Impfdosis
g L Zonale Unterschiede
Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol 64
64
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U Priavention auf verschiedenen Ebenen O

Kulturen

= Seit 2003 werden die Agroscope Kulturen auf das Vorhandensein von Decarboxylsen
untersucht

= 2004 Emmi Fondue AG verlangt Attest liber Histaminfreiheit der Agroscope-Kulturen

= 2006 Histaminosefall eines 2-jahrigen Kindes in GB nach Konsum von Schweizer
Emmentaler (keine RASFF-Meldung)

= 2006 Kaseexporteur verlangt Attest betr. Histamin in Gruyére und Histidindecarboxylase-
Aktivitat von Agroscope-Kulturen

= 2006/2007 Start Monitoring BA in Emmentaler AOP im Auftrag der Sortenorganisation

= Seit 2008 werden zudem samtliche Kulturen und Versuchskulturen sowie Stamme von
Agroscope auf das Vorhandensein von Decarboxylasen untersucht

Agroscope

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol 65
M.T. Frohlich-Wyder

o]0

U Pravention am Bsp von L. parabauchneri Qﬁm]

Eigenschaften
= Ein obligat heterofermentatives Milchsaurebakterium

= Vorkommen: Spucke, Bier, Kase, fermentierte pflanzliche und tierische Lebensmittel und
findet sich auch in Biofilmen; mdglicherweise auch in Gras & Silage, aber kein Hinweis als
Kontaminationsquelle fur Kase

= Tiefe Schadensschwelle: 50 Keime/mL
= Hitzeresistent bis zu 56°C _ o
= Histamin Bildung tragt zu einem pH-Anstieg und einer Lochbildung bei “doo«*’*f%f:;w“
= Gesamtkeimzahl der Rohmilch macht keine Aussage!

Agroscope

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder

33



Agroscope

o0
Mogliche Ursachen bei der Milchproduktion QqI[TJ]

= zu tiefe Reinigungstemperaturen <
= zu kurze Reinigungsdauer O
= zu tiefe Dosierung des Reinigungsmittels oder V ‘Q$ zeigneter Reinigungsmittel

= ungeniugende Reinigung von heiklen Anlar &Qv \"6 qutomatlschen Reinigung der
Melkanlage

= fehlende visuelle Kontrolle der S 9‘0 vo lelkanlagen nach der Reinigung.

= ungenugende Wartung von 6‘\ -|ekte Dichtungen, sprode Gummiteile, alte
Schlduche etc.) 6\‘ 099
= mangelhafter ¢ Q’ agen

= fehlerhafte ‘\‘oﬂelkanlagen

= fehle ev Q’Q.lden bei Schlauchanschliissen

" Uh‘@%. O(‘é Inigung des Milchsammeltanks

] Verskﬁ‘s zte Dichtungen im Milchsammeltank (Dichtung Rithrwerk, Ventildichtung)

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol 67
67
00
Korrekte Reinigung von Melkanlagen O
= Nach jedem Melken sofort vorspiilen, reinigen und nachspiilen
= Fiir die Reinigung von Melkanlagen sind gepriifte Produkte von vertrauenswiirdigen Firmen
zu verwenden
= Die Vorgaben des Herstellers fir die Dosierung des Reinigungsmittels sind einzuhalten und
die korrekte Dosierung zu tiberpriifen
= Alkalische und saure Reinigungen miissen abwechselnd angewendet werden
= Die Temperatur der Reinigungslosung sollte wahrend der Reinigung mindestens 60 °Cim
Rucklauf erreichen. Nur so ist gewahrleistet, dass hitzeresistente Keime abgetotet werden.
Eine um 5 °C tiefere Temperatur, erfordert zur Abtotung der Bakterien eine 20-mal langere
Reinigungsdauer!
. Generell milchfithrende Anlagen
Biogen.e l?mine|ARGE Heumilch Tirol 68
68
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U Bedeutung der Reinigungstemperatur

Maximale Maximale Negative Maximale
Temperatur (°C) | Temperatur (°C) Betriebe Temperatur (°C)
bei 1. Besuch bei 2. Besuch bei 1. Besuch
1 52 56 1 54
2 44 59 2 59
3 51 51 3 62
4 56 56 4 62
5 52 52 5 50
6 57 57
7 52 55
2
Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol 69
M.T. Frohlich-Wyder
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U Visuelle Kontrolle: Ablagerungen

Ein Sammelstiick

Gummi-Stopfen der Endeinheit Dreiweghahnen

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol
M.T. Frohlich-Wyder

70

35



Agroscope

O

¥ Visuelle Kontrollen sind wichtig Qﬁm]

&
(\‘{—00
‘é&(\&“
agerungen bei heiklen Anlageteilen, sowie undichte und tropfendé en
Ablag gen bei heiklen Anlageteil dichte und tropfende St
o © Pl
= Von aussen nicht sichtbar 7 S5
& *.oo ,r{,f‘a"
Deckel und Dichtungen der Endeinheit ﬁ\@: g’
Dreiweghahn und Milchhahn 2

Sammelstiick
Dichtung von Riihrwerk, Milchtank und Tankauslauf
= Untersuchung und Reinigung von Hand

Hygienisches Design:

= Wenig Verschraubungen, keine unnétigen Bogen, gute Zuganglichkeit heikler Anlagenteile
fur die visuelle Kontrolle und die manuelle Reinigung
https://link.ira.agroscope.ch/de-CH/publication/36168
https://link.ira.agroscope.ch/de-CH/publication/41027

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol 71
M.T. Frohlich-Wyder

Agroscope

U Tritt ein Fall auf ... Qﬁ[TJ]

Késeprobe mit hohem Rohmilchproben
Gehalt an Histamin einzelner Lieferanten

| | ... Kase mit Histamin

Isolierung von Keimen Nachweis & Isolierung I. Kessimilch
die Histamin bilden von Keimen die Histamin bilden

] | 2. Lieferantenmilch

3. Stufenkontrolle

Identifikation der Isolate ‘ ’ Identifikation der Isolate ‘

| |

Genotypisierung der Isolate ‘ ﬁ ’ Genotypisierung der Isolate ‘

Vergleich der Genotypen
aus Kase und Rohmilch
— Riickschluss auf Lieferanten

|

Stufenkontrollen

bei Milchlieferanten L. parabuchneri

— Kontaminationquelle eliminieren

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol 72
M.T. Frohlich-Wyder
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U Beispiel einer Stufenkontrolle O

e

1 Kuh Melba -

2 Kuh Adelle - X,
3 Kuh ... (jede einzelne Kuh) -

24 Kuh Diva, Mastitis (Viertel) -

25 Kuh Adonis (frisch gekalbt) -

27 Erste Fliissigkeit beim Ausgang des Schlauches in den Milchtank (inkl. Restwasser) +

28 Erste Milch beim Ausgang des Schlauches in den Milchtank (nur Milch, ohne Restwasser) -

29 Milch am Boden des Milchtanks -

31  Mischmilch am Ende des Melkens (+)

32 Letzte Milch (Entleerung der Anlage erfolgt ohne Schwamm) -

]

34 Tupfer Probe der Vakuumanlage -

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol 73
M.T. Frohlich-Wyder

33 Leitungswasser (gleicher Wasserhahn wie fiir die Spiilung) o b N

Agroscope

U Praxisfall einer Kiserei O

Halbhartkase aus Rohmilch
= 3 Chargen pro Tag, Reinigung erfolgt nach der 3. Charge
= Uber eine Dauer von 10 Produktionstagen wurden von jeder Charge je ein Kise beprobt

= Die Kase wurden im Betrieb bis zum Alter von 90 Tagen ausgereift und danach auf folgende
Merkmale untersucht:
- BA
— gPCR L parabuchneri — (GE/g)
— Nachweis Histamindecarboxylase-Gen — (GE/g)

Frage: Abklaren, ob der Chargenbetrieb einen Einfluss auf die Gehalte an BA hat

Agroscope

Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol 74
M.T. Frohlich-Wyder
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U Zusammenhang Charge & Histamin

= Klarer Zusammenhang ersichtlich: Wachstum L parabuchneriin Produktionsanlagen !

800
— 700 o
2
> 600 s
E .
= 500 ! s
_‘:“ s --®
S 400
o . °
£ 300 HE
£
8 200
1] ] $
T 100 i .
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0
g 0 1 2 3
]
3 Chargen-Nr.
<
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U Korrelation L. parabuchneri - HDC O
= Gute Korrelation zwischen HDC und L parabuchneri
= In Kase wachsen hauptsachlich L parabuchnerimit HDC
8.0
3 e Charge 1
w 75 e Charge 2 %
(;?,, e Charge 3 R=0.844 o y = 0.9021x + 0.7031
o ) ®,0e T R2=0.7129
= 70 o Ausreisser o o
S e Linear (Alle) . - .
2 . ® .
> 65 e P °
-] o e e
8 60 .
8 i t .
k-] o
£ 55 o
) £ ) .
g 8
4 [72] o
g T 5.0
< 5.0 6.0 7.0 8.0
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U Korrelation Histamin - L. parabuchneri ®)

= Kein klarer Zusammenhang ersichtlich, da Histamin unabhangig von der Keimdichte
akkumuliert wird

800
e Charge 1
700 e Charge 2 °
. 600 e Charge 3
g -------- Linear (Alle) '-
5 500 L. . “ e
E 400 °
£ ° .-
E 300 . ° e
s T y = 108.29x - 452.08
® 200 e . R2 =0.0831
T ' ..................... . . -..' . R =0.288
: 100 . et >~
g 0
g 40 5.0 6.0 7.0 8.0
T o Houmiet Tl Lactobacillus parabuchneri[log GE/g] 7
77
00
U Folgerungen und Losungsansitze O
Drei Hauptursachen tragen zu erhohten Histamingehalten bei:
1. Rohmilchqualitat / Betriebsgrosse (ca. 60 Milchlieferanten)
2. Tiefere Brenntemperaturen als Vergleichsbetriebe
3. Chargenbetrieb
Losungsansatze:
— Sanierung von Histamin-positiven Milchlieferanten
—> Separate Sammlung und Verarbeitung von His-positiven Lieferanten (letzte Charge)
—> Chargenfabrikation / Reinigungsintervalle
g
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U Zeit fiir Fragen

(2
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U Nachweismethoden ﬂ
) @ é» o A
== Ol
Grundlagen Gesundheit Kasequalitat Pravention Nachweis
Entstehung Histamin — Sensorik Kulturen Histamin
Herkunft Tyramin — Reifung Milchproduzenten hdc
Gesetz — Milchbehandlung Kaserei gPCR
Vorkommen — Brenntemperatur Biogene Amine
— Reifungsart
— Reifungsdauer
. — Impfdosis
g L Zonale Unterschiede
g
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U HDC-Agar zur Isolation von histamin- QE
bildenden Bakterien His-DC Agar: Emmentaler, 3 Monate

94241-15: 94241-17:
19 mg/kg Histamin 28 mg/kg Histamin
5 g Kase /u=>\
+ 50 mL Peptonwasser \ | i Ay Y
\j \ )

77D i, s
\

Stomacher: 3 min

l

94241-19: 94241-22:
: 24 mg/kg Histamin 33 mg/kg Histamin
1 OO “L Suspen5|on His-DC Agar: Emmentaler, 3 Monate
ausplattieren e/ i
l R A
A \
[ i [
g Inkubation: . Ny
g anaerob, 30°C, 4-5 Tage r \v/
<
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U ... anwendbar fiir andere Amin Bildende MO QE
.. die eine Decarboxylase Aktivitat aufweisen
= Statt Histidin wird Lysin verwendet
§ Abbildung 5: Agarplatte mit Cadaverin bildenden Bakterien, die
E auf dem spezifischen Medium als rétlich geférbt Kolonien er-
o kennbar sind.
<
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U Nachweis von L. parabuchneri mit qPCR QE

Mit beimpfte Milchproben (N = 3)

B ., " Firtiefe Konzentrationen
1409 ¢ . (Schadensschwelle!), Milchproben
o VEH08 ¢ 5 . vorgangig z.B. 7 Tage vorbebriiten
— L]
é 15Ty 5 = Nachweis des Gens Adcin der Milch
81506 kann zur Prognose einer mglichen
i o™ . . . -
§ 1E405 4 S T Histaminbildung beigezogen werden
g A o
FIEM L o, 23 o0 (Histidindecarboxylase)
iE3 L Z2Z WA Quantifizierung
Q
O 1E+02 | it @ Nachweisgrenze
1E+01
1E+00 vy - sy " 4 i
L3 [=] - o~ o = w w0 P~ @O
G 2 2 2 2 @ = @ 2 2
= B B - - = = & -
g cfu / ml milk
Biogene Amine | ARGE Heumilch Tirol 83
M.T. Frohlich-Wyder
83
%
LE] L] L]
¢ ... anwendbar fiir andere Amin bildende MO QE
o 7 -«
& =
[3]
S -
5 67 . o .
b-! -
c - |
5§57 *oo 5
2 T - - Tyramin
e
g 4 : =
()]
Histamin 5 . i
— .
(B o
o
3, -
T T T T T 7 .
= - Cadaverin
Abbildung 9: Spezies-spezifischer Nachweis von L. parabuch- 2 /—/% .g
8 neri, E faecium E faecalis, E durans und K. pneumoniae mit- § £ © o g
g tels gPCR in fehlerhaften Kdsen (rot; n = 10) und qualitativ gu- ] ?, 8 § 2
Y ten Kasen (gran; n = 10). s & & 2 S
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U Nachweis der Histaminbildung in
Rohmilchproben

Prinzip des Histamintests

i

- Quantitative Besti istami \ - =
Quantitative Bestimmung des Histamins _,\ Hnmﬂ“""""
= Enzymatische Reaktion o
= Urspriinglich fiir Fischprodukte konzipiert %
-—" -
Enzym
(Histamindehydrogenase)
Oranger Farbstoff
(Formazan)
Histamin Elektronentbertrager (photometrisch bei
(1-Methoxy PMS) 470 nm messen)
Oxidation Reduktion
% Imidacetaldehyd Elektronentbertrager T i |
H (1-Methoxy PMS, reduzierte etrazoliumsalz
2 Form)
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L] L] L]
U 1. Vorbereitung des Histamintests QE
|
|
Milch
ilchproben 1. 2
1 ml Milchprobe in Inkubation bei 30 °C
5 ml Medium Messung des
(Melibiose + 0.3 % Histamins nach 4-7
Histidin) Tagen
g Decarboxylierung
g Histidin — > Histamin
<
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U 2. Durchfiihrung der Messung QE

\ oo TR TR -! 1 h - -
R B > > > [N\ qmmm,m.
= SEmEEEEEE- .! - -
B2 MRRRREEN § gg@'g’
1.200 pl 2.10 pl Uberstand in 3. 50 pl Lésung +
zentrifugieren 1ml 0.1 M EDTA Testkomponenten
(PH 8)
] § i ¢
D ) E] :
§ 29900 ! =
% 2b“£zf:tlil:rg|st\:zrt7ﬁob2;n ik 3380 4. Inkubation 37 °C, 15
H 0.1 = Histamin positiv min in Mikrotiterplatte
5’ 5. Positive Milchproben
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U Nachweis von BA in Kise mittels HPLC QE
Standardanalytik an Agroscope : — —_— S
= Extraktion von aminhaltigen Substanzen aus Kase -
= Derivatisierung mit einer Dansylchlorid-Losung
= Auftrennung mittels Flissigchromatographie
= Detektion der Substanzen mit UV - L
(Dank der Dansylierung) : ﬂ - l
= Quantifizierung mit Hilfe von Standards. — ===
= Mit dieser Methoden werden Tryptamin, Tyramin, PEA, Cadaverin, Putrescin, Histamin,
Spermin und Spermidin erfasst.
* https://www.agroscope.admin.ch/agroscope/de/home/services/dienste/lebensmittel.ntml
05
< = S
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U Wenn man es genau wissen will:
Mikrobiom Analysen

0.90
0.80
0.70
0.60
0.50
0.40
0.30

Relative Abundanz (%)

01 02 03 04 05 06 07 08 09 14 15 16 17 18

0.20
0.00
10 11 12 13 19 20

i

Kase mit guter Qualitét (Proben 1-10) Fehlerhafte Kése (Proben 11-20)
m L actobaciilus parabuchneri m Enterobacteriaceae Enterococcus ssp. andere Lactobacillus-Spezies
g
]
H Abbildung 4: Relative Abundanz von Minorbestandteilen im Kdsemikrobiom.
2
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U Zeit fiir Fragen
O
o
]
8
)
<
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¢ The End

D @ & oy A

Grundlagen Gesundheit Kasequalitat Pravention Nachweis
Entstehung Histamin — Sensorik Kulturen Histamin
Herkunft Tyramin — Reifung Milchproduzenten hdc
Gesetz — Milchbehandlung Kaserei gPCR
Vorkommen — Brenntemperatur Biogene Amine
— Reifungsart
— Reifungsdauer
. — Impfdosis
g — Zonale Unterschiede
H
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