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¢ Was ist Histamin?

H<\II\IE\/\NHz

*biogenes Amin (naturlich gebildete
Stickstoffbase)

» Alkalisch (pKa 9.84)

» Gut wasserloslich

»Weiss, kristallin (Schmelzpunkt: 84°C)
»schwach fischiger Geruch
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U Bildung Histamin in der Natur
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HZN—C—H H2N—(f—H
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HNJ
Histidin Histamin
(Aminosaure) (biogenes Amin)

Verantwortliches Enzym: Histidindecarboxylase
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U Bedeutung von Histamin im Korper?

*Neurotransmitter (chemische Reizubertragung
zwischen Nervenzellen)

= Gewebshormon

=\Wichtige Funktionen im Korper

= ZNS: an Auslosung des Erbrechens und Regulation des
Schlaf-Wach-Rhythmus beteiligt

= Herz-Kreislauf: Erweiterung der Blutkapillaren und
Verengung der grossen Blutgefasse, Erhohung der
Pulsfrequenz

= Magen-Darm-Trakt: Verstarkte Ausschuttung von
Magensaure, Verstarkung der Darmperistaltik

* Immunabwehr: Erhohte Durchlassigkeit der Gefasswande,
Anlocken von Leukozyten
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U Rolle von Histamin beil Allergien

' Verstarkte Durchblutung
wiergen P des Gewebes -
Hautrotung, Schwellung,
Blasenbildung,
Nasenlaufen,
— Brennen/Juckreiz

Mastzelle m ﬁ'?; B
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Allergische
Reaktion
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U Korpersymptome bei oraler Aufnahme
von histaminhaltigen Lebensmitteln

= Brennen auf der Zunge (ab ca. 100 mg/kg)
= Rotung der Mundschleimhaute

ab einer Dosis von 10 — 25 mg moglich:
» Schweissausbruche, Hitzegefuhl

» Schwindel, Unwohisein

» Kopfschmerzen

» Herzrasen

» Sodbrennen, Bauchschmerzen

= Bauchrumpeln, Durchfall

= Ubelkeit, Erbrechen

» Hautrotung, Juckreiz
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U Abbau von Histamin im Korper

Histamin

J Diaminoxydase
NH3 DAO

v

Imidazolacetat

= Mit der Nahrung
aufgenommenes Histamin wird
normalerweise im Darm durch
die DAO extrazellular abgebaut

= Die Abbaugeschwindigkeit wird
v.a. durch die DAO-Aktivitat im
Darm bestimmt.

» Bei Leuten mit Histamin-
unvertraglichkeit ist die DAO-
Aktivitat erheblich reduziert
(Hemmung z.B. durch Alkohol
oder Medikamente,
Darmerkrankung, oder
angeborener Enzymmangel).
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U Dosis-Wirkungs-Kurve von Histamin
bei oraler Aufnahme

Dose-Respone von Histamin
Erwachsene mit / ohne Histaminintoleranz

4

Kase mit 500 mg/kg: 20 g 40g 75g 140g 200g 500g
i <5 mg 5-15 mg 15-25 mg 25-50 mg 50-75 mg 75-200 mg >200 mg
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© Eigenversuch mit beanstandetem Raclette

» Raclette aus Rohmilch

 Alter: 10 Monate

» Aussehen: fehlerhafte Lochung
« Aroma: uberreif, brennend

« Kundenreklamationen wegen
Bauchbeschwerden

» Summe an biogenen Aminen 1°'506 mg/kg
(Histamin 945 mg/kg, Tyramin 454 mg/kg)

— bei Raclette Konsum grosserer Mengen (250 Q)
— Biogene Amine werden bei Kochprozessen nicht zerstort !
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¢ Aufnahme biogene Amine von Raclette

« Racletteessen mit 7 freiwilligen, gesunden Probanden
» Raclette, Salat, Kartoffeln, Tee, Wasser (kein Alkohol)

NI 30 Konsurrlllierte Aufn?hme
Menge Kase (Q) Histamin (mg)
1 S 290 274
2 3 287 271
3 d 203 192
4 S) 196 185
5 d 186 176
. 6 ? 126 119
2 7 Q 112 106
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U Symptome

Brennen auf Zunge,
J 274 Hitzegefiihl,
,Bauchgerumpel*

Kurzes ,,Bauchgerumpel

Brennen auf Zunge,
,Bauchgerumpel

Bauchgerumpel,
,Kater“ Gefuhl
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Vorkommen von Histamin ausserhalb
des Korpers

» Brennnesseln
= Verdorbener Fisch (v.a. Makrelenartige Fische)
= Fermentierte Lebensmittel
= Asiatische Fischsaucen
= Anchovis («Sardellen»)
= Sojasaucen
= Sauerkraut
= Rohwdurste, Salami
= Gereifte Kase
= Bier
= Wein
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U Grenzwerte fur Histamin in Lm gemass
Fremd- und Inhaltsstoff-Verordnung

Lebensmittelgruppe Grenzwert
Fischsauce 500 mg/kg
Fischereierzeugnisse, die 200 mg/kg

einem enzymatischen
Reifungsprozess in Salzlésung
unterzogen wurden

Fischereierzeugnisse von 100 mg/kg
Fischarten, bei denen ein hoher
Gehalt an Histidin auftritt.

Rotwein 10 mg/L

reife Kase

Beispiel
Nouc mam Sauce

Fermentierte
Sardellen

Rollmoppse

GW wurde ca. 2002
aufgehoben

* Einfuhrung eines Grenzwertes fur Kase ist in Diskussion (EU)
* Revisionsentwurf QM-Fromarte: Grenzwert von 750 mg/kg fur
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Migros ruft Sardellen zuriick

Die Sardellen weisen einen zu hohen Histamingehalt auf. Wer sie schon gegessen hat, hat - je
nachdem - Gliick oder Pech gehabt.

Stichworte

Detailhandel
Migros

Bundesamt fiir Gesundheit

Agroscope
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U RASSF Warnmeldung betr. Kase mit
Histamin

Notilication detall - 20120391

histaming (1717 mg/hy - o) Is chnddar chouss from the Netherinds =
i It  Marz 2012
e * |rischer Cheddar
N T USSR A « 1227 mg/kg Histamin
S Ao i * 40 Kinder mit Beschwerden
- = ... Marktrickruf !

L Bhin windhos

(ahnlicher Vorfall mit CH-Emmentaler bereits 2006 mit 700 mg/kg Histamin!)

Erster und bisher einziger RASFF-Eintrag wegen Kase
mit Histamin!
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¢ Histamin betrifft nicht nur Schweizer

Kase
Kasesorte Typ Alter N Median 90% Quantil Maximum
Caciocavallo Pasta-filata-Kase  k.A. 3] 335 914 081
Grana 100% Rohmilch mind. 12m 2 48
Osterreichischer
Bergkase 100% Rohmilch mind. 4m 14 273 973 1'240
Tomme de Savoie 100% Rohmilch k.A. 1 934
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Bedeutung von Histamin in Kase

« Mogliche negative Auswirkungen auf die Gesundheit

* Problematisch bes. bei Kasegerichten mit grosser
Verzehrsmenge (Fondue, Raclette...)

« Beeintrachtigt Kasequalitat (Nachgarung, Lochung
Sensorik)

« Trotz fehlenden Grenzwertes fur Histamin im Kase
zunehmend ein Problem im Handel mit
Grossverteilern und im Export

* Es besteht Handlungsbedarf!
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U Aspekt Kasequalitat

Berner Alpkase
» Histamin 1262 mg/kg

Emmentaler AOP
« Histamin 721 mg/kg

Raclette aus Rohmilch
 Histamin 945 mg/kg
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U Wie entsteht Histamin in Kase ?

Casein

) Labstoff, Plasmin
) Peptidasen der Starterkultur

Peptide

< Exopeptidasen der Starterkultur

\ 4

Freie Aminosauren
Tyrosin, Arginin, Lysin, Histidin etc.

Enterokokken
< Decarboxylasen < Enterobakterien
Lactobacillus parabuchneri

\ 4

Biogene Amine

Tyramin, Putrescin, Cadaverin,
Histamin etc.

FML Wintertagung 8. Februar 2016 21
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U Biogene Amine bildende Keime in
Kase

Biogenes Amin Hauptsachlich Wachstumsfahigkeit
verantwortlicher Keim | im Kaseteig

Histamin Lactobacillus ja
parabuchneri
Tyramin Enterkokken ja

Phenylethylamin Enterococcus faecalis  ja

Putrescin Pseudomonaden nein
Enterobakterien ja (nur Coliforme)
Cadaverin Enterobakterien ja (nur Coliforme)

Die genannten biogene Amine konnen noch von vielen anderen Mikroor-
ganismen gebildet werden, die aber in Kase keinerlei Bedeutung haben.
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Eigenschaften von Lb. parabuchneri

Natirliches Vorkommen '
» garendes Pflanzenmaterial, Silage
= tierische Schleimhaute, Mundhohle

Technologisch wichtige Eigenschaften 2

= obligat heterofermentativ

= Kann Milchsaure zu Essigsaure + CO, vergaren
= relativ hohe Hitzetoleranz

* massige Salztoleranz

1) Hames & Hertel: The Prokaryotes: Vol. 4: Bacteria: Firmicutes, Cyanobacteria
2) Sumner (1990) J Dairy Sci 73:3050-3058
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U Lactobacillus parabuchneri: Salztoleranz

5 Nahrmedium MRS
- 0.5% NaCl
E
= 1.5% NaCl
5
% 3.5% NaCl
:
o
k7
5.5% NaCl

Time (h)

— Emmentaler AOP 1.2% NaCl (wasserige Phase)
— Le Gruyere AOP 4.1% NaCl (wasserige Phase)

FML Wintertagung 8. Februar 2016 Sumner (1990) J Dairy Sci 73:3050-3058
Ernst Jakob, Agroscope Liebefeld, ILM
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¢ Zonale Unterschiede im Histamin- und
Tyramingehalt von Halbhartkasen

-- Histamin [mg/kg] Tyramin [mg/kg]

N Rand-  Laib- Rand- Laib-

Laibe  zone mitte P zone mitte P
Appenzeller 10 47 83  <0.01 284 98 <0.05
5 100 187  <0.001 244 60 <0.001

» Deutliche Hemmung der Histaminbildung in der Randzone
» Die salztoleranten Enterokokken profitieren dagegen vom
hoheren Salzgehalt der Randzone -> viel Tyramin
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Lactobacillus parabuchneri: Hitzeresistenz

Inaktivierung von Lb. parabuchneri bei 60°C
D-Wert 5.5 min

~ oo

(@)

Keimzahl [log kbE/mL]

0 2 2 6 8 10 12
Heisshaltezeit [Minuten]

Emmentaler AOP 52-53°C, Le Gruyere AOP 56-57°C

FML Wintertagung 8. Februar 2016 nach Sumner (1990) J Dairy Sci 73:3050-3058
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U Einfluss der Brenntemperatur auf
L. parabuchneri (Versuch 13-22-82)

1,00E+06
' 77/
1,00E+05 %
1,00E+04
'-7
1,00E+03 . —
e

qPCR [c/r]

1,00E+02 T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Alter [Tage]
=li— Modell-Appenzeller 44°C, Modell-Appenzeller 48°C ==3¢=Modell-Gruyere 52°C === Modell-Gruyére 56°C
Mittelwert (N = 4) Mittelwert (N = 4) Mittelwert (N = 4) Mittelwert (N = 4)

» Brenntemperaturen im Bereich von 44 - 52°C haben nur wenig
Einfluss auf das Wachstum von L. parabuchneri wahrend der

Reifung
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U Einfluss der Brenntemperatur auf
Histamingehalt (Versuch 13-22-82)

500

Histamin [mg/kg]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Alter [Tage]
=i—Modell-Appenzeller 44°C, Modell-Appenzeller 48°C  ==4=Modell-Gruyere 52°C  ==#=Modell-Gruyére 56°C
Mittelwert (N = 4) Mittelwert (N = 4) Mittelwert (N = 4) Mittelwert (N = 4)

» Keine Bildung von Histamin bei Brenntemperaturen > 56°C

» deutlich hohere Histamingehalte als in Modell-Raclette (13-22-81)
(Hinweis auf Interaktionen mit Sauerungskultur ? — OPA-Analysen)
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@ Zonale Unterschiede im
Histamingehalt von Kasen

Raclette past.
Appenzeller
Tisiter rot
Switzerland Swiss

Gruyeére

oo

—_— —_—
O N G W o g

Randzone

12
47
100
605
172
4
0

Laibmitte

10
83
187
173
42
S
0

- Histamin [mg/kg]

Anzahl
Laibe

P

n.s.
<0.01
<0.001
<0.01
<0.01
n.s.
n.s.
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¢ Wachstum von histaminbildenen Lb.
parabuchneri in Kase (IB 626, 2011)

1,0E+07

1,0E+06 — 7

P A ——
. ///// / ﬁ%\

1,0E+02 -

1,0E+01 —_—

1,0E+00

0 20 40 60 80 100 120
==Kontrolle =10 ==100 1000 10000 =——100000

0 = Kase nach dem Pressen
Stamm Nr. IS1591 (Isolat aus Rohmilchtilsiter)
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U Studie zum Einfluss der Impfdosis von
L. parabuchneri (Versuch 13-22-81)

1,00E+06
/—
2
1,00E+05 T eee—
/
1,00E+04
/// === Mittelwert 1 KbE/ml
1,00E+03 -
== Mittelwert 10 KbE/ml
Mittelwert 100 KbE/ml
1,00E+02
== Mittelwert 1000 KbE/ml
1,00E+01

1,00E+00

qPCR L. parabuchneri (c/r)

0 20 40 60 80 100
Alter (Tage)

— Trotz unterschiedlicher Impfdosis in der Kessimilch (10%-103 KbE/ml)
war das Wachstum von L. parabuchneri (Mittelwerte der 4 Stamme)
in Modell-Raclette ab 45 Tagen sehr ahnlich.
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¢ Fazit

» Rohmilchkase mit Brenntemperaturen bis ca. 54°C sind
anfallig auf Histaminbildung

» Schon geringe Mengen von Lb. parabuchneri in der
Kessimilch stellen die Ausreifbarkeit der Kase infrage.

» Mogliche Losungsansatze
* Thermische Behandlung der Milch (mind. 65°C/15s)

» Entwicklung von Kulturen, welche die Histaminbildung im
Kase inhibieren
- Kontaminationen der Milch mit Lb. parabuchneri eliminieren

 Histaminbildung durch kontrollierter Ausreifung begrenzen
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Methoden zum Nachweis von Lb.
parabuchneri in Rohmilch und Kase

» Kulturelles, qualitatives Verfahren mit elektiven Nahrmedien

» Kulturelles, qualitatives Verfahren mit anschliessendem
enzymatischem Histaminnachweis

= Quantiative PCR-Methode

» PCR-Methode zur Identifzierung von einzelnen Stammen von
Lb. parabuchneri

FML Wintertagung 8. Februar 2016 34
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¢ Isolierung von Amin-bildenden Keimen

Entwicklung von Selektivmedien fur tyramin- und
histaminbildende Keime

His-DC Agar: Emmentaler, 3 Monate

94241-30
31 mg / kg Histamin
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¥ Vorbereitung und Durchfuhrung des
Histamintests

Durchfuhrung der Messung

L1 i
.‘Lf‘f"ﬂ?f’ii— —_— —>
1 4 _ ;
w BASEREEEE- %
!:: l_
1.200 pl 2.10 pl Uberstand in 3. 50 pl Losung +
zentrifugieren 1ml 0.1 M EDTA Testkomponenten
(pH 8)

i L} '
) & §
TI1IIEN
@ ’ F‘
E’ AR ne i
o 4. Inkubation 37 °C, 15 6. Messung bei 470 nm
4 min in Mikrotiterplatte 5. Positive Milchproben Absorptionswert iiber
= 0.1 = Histamin positiv
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© Optimierte Methode zum Nachweis
histaminbildender Keime in Rohmilch

2000 FAM21731

1800 -

1600 -

1400 -

[EEY
I
o
o

1000 -

800 -

mg/L Histamin

600 -

400 -

200 -

Tage

KbE/ml
—4—1.00E+03
——1.00E+02
—#—1.00E+01
== 1.00E+00
== 1.00E-01
—&—1.00E-02

1.00E-03

= Verdlnnungsreihe von L. parabuchneri (103-10-3 KbE/ml)

= FAM 21823, FAM 21836 und FAM 23097

FML Wintertagung 8. Februar 2016
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© Quantifizierung von L. parabuchneri mittels
qPCR

Analyse von dezimalen Verdunnung von kunstlich
kontaminierter Milch

1,00E+09
1,00E+08 - Ha
S 1,00E+07 - at
) i A
XX 1,00E+06 -+ =
i :
g 1.00E+05 A
C  1,00E+04 -+ 1A
Q0 :
Q- 1,00E+03 | a4
X 1,00E+02 - FAE
i A
1,00E+01 +—
o — o 2] < 0 © N~ oo} .
S s 2 ¢ 2 2 2 2 2 & kbE/mLMilch
g & & & & & s S S S
5 g8 8 8 8 8 8 8 8 8 (berechnet)
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Quantifizierung von L. parabuchneri mittels gPCR
Sensitivitat der Methode

1000 —
o 4
S 100 | 8
X
@©
()
g o A
C A
Q
S 0l o
! - A
O A
O
1 . : — ey : : E—
1 10 100
kbE/mL Milch (berechnet)
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+) Genotypisierung von Isolaten mittels Multiplex-PCR e

0.01 Genetische Distanz

CAM21731 |
CAM21829 |
MB445 |
MB436

-AM21823 | |
“AM21834 |

MB449 |
CAM21838 | | | |
“AM21809
MB437 | |
MB439 | |
MB442
MB443

— D. Wiithrich, Rémy Bruggmann, UNIBE
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© Praktische Anwendung der Genotypisierung

Fromage 1

Isolats laits producteurs

~— AN (90) N~ (o)) o -— AN o <t (o] N — AN ™ < [eo) (@] o AN ™ <
o o o o o ~— ~— ~ -~ ~ ~— ~— (V] AN AN (V] AN (V] ™ ™ (42] ™
o™ ™ (42) ™ o™ ™ o™ ™ o™ ™ o™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ o™ ™
Mm M M M M M M M M M M M Mnm M M M Mm M Mm m M Mm
R s S =S S =S =S S = =S =
00 e —— — —
;:.:
o e — — —
—
500
—
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© Vorgehen in der Praxisberatung

Kaseprobe mit hohem
Gehalt an Histamin

Rohmilchproben
einzelner Lieferanten

!

!

Isolierung von Kolonien
die Histamin bilden

Isolierung von Kolonien
die Histamin bilden

!

!

Identifikation der Isolate

Identifikation der Isolate

)

}

Genotypisierung der Isolate

-

Genotypisierung der Isolate

\

.

Vergleich der Genotypen
aus Kase und

Rohmilch einzelner Lieferanten
— Ruckschluss auf Lieferanten

FML Wintertagung 8. Februar 2016
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@ Histamin in Berner Alpkase -
Ausgangslage

Probe: Alpkase
7 Mte, Produktion 24.8.13, kleine Lochli, sandig, brennend, salzig, Aroma i.O.

Flichtige Carbonsauren total mmol/kg 17.9
Ameisensaure mmol/kg 0.5
Essigsaure mmol/kg 1421
Propionsaure mmol/kg 0.0
i-Buttersaure mmol/kg 0.2
n-Buttersaure mmol/kg 2.3
Buttersaure berechnet aus Garung mmol/kg 1.4
i-Valeriansaure mmol/kg 04
i-Capronsaure mmol/kg 0.0
n-Capronsaure mmol/kg 0.3
Kochsalz g/kg 21671
Histamin mg/kg 917 T
Tyramin mg/kg 13
Summe biogene Amine mg/kg 930 T

Kasereiberatung 10.6.14
»Milchprobenerhebung fur Histaminnachweis:

g - Probenerhebung an 6 Tagen (11.6.14 -16.6.14) von allen Lieferanten
) + Kessimilch
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U Untersuchung Milchproben 2014

Lieferant 11.6.14 12.6.14 13.6.14 14.6.14 15.6.14 16.6.14
1

1 Abend

2

3

5

6 - - - + - +
7 + + + +
9

Kessimilch + + + + + +
e kaea” 69 62 108 %9 M oM

Befund: Lieferanten 6, 7 = wiederholt positiv
Massnahmen: Stufenkontrollen (auch in der Kaserei)
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@ Histamin in Berner Alpkase

Sommer 2014

Produktion 11.06. 12.06. 13.06. 14.06. 18.07. 19.07. 20.07. 20.08. 21.08. 22.08. 16.09. 17.09. 18.09.

ase 3 e I .

Legende: EEESEIINGILCE 50 — 99 mg/kg = 100 — 199 mg/kg > 200 mg/kg =
guter Wert leicht erhoht = erhoht stark erhoht

Massnahmen:
- Weitere Stufenkontrollen bei Lieferant 6 & 7
- Massnahmen wurden definiert und umgesetzt
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U Untersuchung Milchproben vor
Produktionsbeginn 2015

Probe 15.6.15 16.6.15 17.6.15

Lieferant 1
Lieferant 2
Lieferant 3
Lieferant 5
Lieferant 6 + - +
Lieferant 7
Lieferant 9

Kessimilch - + +

Weitere Stufenkontrollen bei Lieferant 6 durchgefuhrt,
Massnahmen definiert und umgesetzt.
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@ Histamin in Berner Alpkase

Sommer 2014

Produktion 11.06. 12.06. 13.06. 14.06. 18.07. 19.07. 20.07. 20.08. 21.08. 22.08. 16.09. 17.09. 18.09.

ise 3 i I N N O B

Sommer 2015
Produktion 15.06. 16.06. 17.06. 01.07. 05.07. 07.07. 11.07. 12.07. 13.07.

Produktion 18.08. 19.08.  20.08. 21.08. 22.08. 23.08. 24.08. 12.09. 14.09. 15.09.

LISl < 50 mglkg = 50 — 99 mg/kg = 100 — 199 mg/kg > 200 mg/kg =
guter Wert leicht erhoht = erhoht stark erhoht

2015: Gute Qualitat Juni/Juli, erneut Probleme im August!
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Lief.7 Melkeimer 201, 1.7.15+11.9.15

9 D N A-An a Iys e n Kanne 26 schrag 26.3.15 Ausbriihen

Lief.7 Kuh Kessimilch 19.8.15 Lief.7 Milch 11.9.15
. . Christine nach Lief.7 Milch Kessimilch 15.9.15
Lief.7 Milch 18.-20.7.14 Lief.6 Milch Isolat 1-9 14.6.14 Putzen, 23.8.15,24.8.15
Kessimilch Isolat 4 N . . Melkeimer 201,
13.6.14 Kessimilch Lief.7 Milch  Kanne 26 schrag Alpkése 19.8.15
Lief.7 Milch Isolat 3, 9 23.2.-25215 195.15 Lief.6 17.6.15 Isolate
pkase Isolate 31.8.13 Isolat 2,3,8 13.6.14 Lief. 7 Milch
14.6.14 23.5.-24.5.15
l ( . \ Kessimilc|
16.6.15
Bt 1500 -
1000
o0
40
= J— e | ——— —— 0
600
00
400
I — | ——— —— O ——
00
i i e i T i i [ el
200
i i == e ———— m e 100
1
@ Tupferprobe Lief. 7 .
a 1) Luftschlauch 14.7.14 1) Spiilgerat Restwasser aus Lief.6 1.7.15
i+ : .
s Schwimmer 10.9.14 1) Unter Tankdeckel Dichtung
2 2) Vakuumleitung innen 10.9.14 _ 2) Auslauf Tank (hier nicht gezeigt)
oy 3) Vakuumleitung Hahnen 10.9.14 Tupferprobe Lief. 6 3) Milch Plattenkihler
< " 1) Tankauslauf Dichtung 14.7.14
4) Vakuumtank 10.9.14 g 14.1.
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