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samenstelling en de biolo-gische effecten van vluchtige oliën toegenomen. Vooral demogelijkheid om bacterieremmende stoffen uit deze oüënte isoleren, krijgt tegenwoordig veel aandacht. Eenvoorbeeld is het ontwikkelen van conserveringsmiddelenmet een \'natuurlijk\' karakter voor gebruik in voedings-middelen. Bovendien is er steeds meer aandacht voor hetgebruik van plantenextracten in veevoeders en anderediervoeding. Mogelijk is hierdoor het aantal ziektever-wekkende bacteriën in de voedselproductieketen terug tedringen. Het doel van het in dit artikel beschreven onderzoek wasom de antibacteriële eigenschappen van vluchtige oliënafkomstig van kruiden nader te definiëren. In verschil-lende experimenten is nagegaan bij welke concentratiesen onder welke omstandigheden vluchtige oliën en hunbestanddelen werkzaam zijn tegen bepaalde ziekteverwek-kende bacteriën die in voedingsmiddelen kunnen voorko-men, met name Escherichia colioi\'^y.Hy en Salmonellaenterica serotype Enteritidis. vluchtige oliën en voedselgerelateerde ziekteverwekkende bacteriën Diverse in de literatuur beschreven laboratoriumexperi-menten hebben aangetoond dat vluchtige oliën actief zijntegen verschillende zoönotische bacteriën, waaronderListeria monocytogenes.

Salmonella typhimurium, Escherichiacoli 0157:H7, Shigella dysenteria. Bacillus cereus en Staphylococ-cus aureus. Gramnegatieve organismen zijn in het algemeeniets minder gevoelig dan Grampositieve organismen. Van



? een aantal componenten van vluchtige ohën is de antibac-teriële werking aangetoond - bijvoorbeeld van carvacrol,thymol, eugenol, perillaldehyde en cinnamaldehyde - metminimum inhibierende (remmende) concentraties (mic\'s)van 0,05 tot 5 microliter per milliliter (pl/ml) onderlaboratoriumomstandigheden. Een twee tot honderd keerhogere concentratie is nodig om hetzelfde effect te bereikenin voedingsmiddelen. Onderzoek met vers vlees, vleespro-ducten, vis, melk, zuivelproducten, groenten, fruit engekookte rijst heeft aangetoond dat de concentratie dienodig is om een significant antibacterieel effect te bereiken,in voedingsmiddelen ligt rond de 0,5 tot 20 pl per gram enin oplossingen voor het schoonspoelen van groente of fruitrond de 0,1 tot 10 pl/ml. Vluchtige oliën bevatten een grootaantal bestanddelen met verschillende chemische eigen-schappen. Het is daarom mogelijk dat het werkingsmecha-nisme van een bepaalde vluchtige olie berust op een effectop meerdere aangrijpingspunten in de bacterie. De hydro-fobe eigenschappen van de oliën leiden er waarschijnlijktoe dat zij worden opgenomen in het vettige gedeelte vanhet celmembraan. De membraan wordt daardoor permea-bel en de celinhoud kan weglekken. Het is ook mogelijk datde energievoorziening

van de cel door de oHe wordtaangetast. Enkele bestanddelen van vluchtige ohën zijngoedgekeurd als smaakstoffen in de Europese Unie en deVerenigde Staten. Bij gebruik voor antibacteriële doel-einden kunnen ongewenste sterke smaakafwijkingenworden beperkt door de vluchtige oliën zorgvuldig teselecteren, afhankelijk van het soort voedingsmiddel. Wekunnen concluderen dat een aantal vluchtige oliën actief istegen voedselgerelateerde ziekteverwekkende bacteriënmaar dat een hogere concentratie nodig is in voedingsmid-delen om hetzelfde effect te bereiken in vergelijking metlaboratoriumomstandigheden. De fenolachtige bestandde-len in vluchtige oliën, zoals carvacrol, thymol en eugenol,lijken het meest actief tegen bacteriën. antibacteriële activiteit van enkele vluchtige oliën tegen e. coli oi57:h7 Besmetting van voedingsmiddelen met E. co//01 57:H7vormt wereldwijd een toenemend gezondheidsrisico. DezeE. co//-stam kan worden aangetroffen op vlees en vlees-producten, melk, yoghurt, water, salades en vruchten-(sappen) en kan leiden tot (ernstige) diarree, met name bijjonge kinderen en ouderen, en nierbeschadigingen. Doorvoedsel goed te koken of te pasteuriseren, kan E. colioi57:H7 eenvoudig worden gedood. Een verhittingsstaptijdens de bereiding is

echter niet voor alle voedings-middelen wenselijk en tevens kan kruisbesmettingoptreden bij de voedselbereiding. Daarom blijft hetterugdringen van besmettingen met E. co//oi57:H7 of hetreduceren van de groei van deze bacterie belangrijkbinnen de voedselverwerkende industrie. In een eerste serie experimenten zijn de effecten opE. co//0157:H7 onderzocht van vijf vluchtige oliën waarvanbekend was dat ze enige antibacteriële werking hebben.Deze experimenten zijn uitgevoerd bij drie verschillendetemperaturen en ook is gekeken naar de invloed van de Figuur t. Het effect van oregano-olie op E. colioisTuj. Onbehandelde bac-teriën vertonen een enigszins langgerekte, cylindervormige celstructuur(links). Oregano-olie in een dosering van 625 jjl/l veroorzaakt duidelijkebeschadigingen aan de bacteriecelwand (rechts). Foto\'s gemaakt met eenelektronenmicroscoop (i 2.000 maal vergroting). toevoeging van een verdikkingsmiddel (agar) en eenemulgator (lecithine) op de antibacteriële eigenschappen. Vluchtige oliën van oregano {Origanum vulgare) en tijm{Thymus vulgaris-, zowel lichte en rode tijmolie) vertoondende sterkste antimicrobiële werking, gevolgd door West-Indische laurier {Pimenta racemosa) en kruidnagel {Syzy-gium aromaticum). Oregano-olie was in staat E.

coliois7-»7te doden bij een concentratie van 625 [Jl/1 bij 10, 20 en 37graden Celcius. Reeds na één minuut was deze concentratiein staat alle aanwezige bacteriën te doden. De toevoegingvan 0,05 procent agar versterkte de antibacteriële eigen-schappen, vooral bij 10 graden Celcius, terwijl 0,25 procentlecithine de antibacteriële activiteit juist verzwakte. Foto\'sgemaakt met behulp van een elektronenmicroscoop lietenzien dat bacteriën die behandeld waren met oregano-olie,aanzienlijke beschadigingen vertoonden (figuur i). Deconclusie van dit onderzoek was dat oregano- en tijmoliënonder laboratoriumomstandigheden goed in staat zijn degroei en levensvatbaarheid van E. co//01 57:H7 tegen tegaan. Deze eigenschappen werden aangetoond bij verschil-lende temperaturen. Toevoeging van een verdikkingsmid-del versterkte de antibacteriële activiteit van de vluchtigeoliën. Dit wordt mogelijk veroorzaakt doordat het verdik-kingsmiddel de stabiliteit van het mengsel van vluchtigeolie in water vergroot. Door de toevoeging van eenemulgator werd de antibacteriële activiteit van de vluch-tige oliën verzwakt. Dit zou het gevolg kunnen zijn vaneen fysieke verhindering van de interactie tussen devluchtige olie en de bacteriële celwand (doordat deemulgator zich in oplossing

positioneert op het grensvlakvan de oliemicellen en de waterige fase). Ook is hetmogelijk dat de antibacteriële activiteit van de vluchtigeoliën berust op een interactie met de fosfolipiden in debacteriecelwand en dat de emulgator als extra bron vanfosfolipiden deze interactie negatief beïnvloedt. identificatie van de antibacteriële inhoudsstoffen in oregano- en tijmolie Door middel van verschillende chromatografïschetechnieken (high-performance liquid chromatographymet uv detectie en Hquid chromatographic tandem massaspectrometrie) identificeerden we de belangrijkstecomponenten in oregano- en tijmolie. Carvacrol, thymol,p-cymeen en y-terpineen werden als hoofdbestanddelen



? p-Cymeen Figuur 2. Carvacrol, thymol, p-cymeen en y-terpineen werden geïden-tificeerd als de hoofdbestanddelen in de vluchtige olie van oregano entijm. Van deze verbindingen vertoonden carvacrol en thymol de hoogsteantibacteriële activiteit. aangetoond (figuur 2). De Mic-waarde en de minimumbiocide (dodelijke) concentratie (mbc) van de bestandde-len carvacrol, thymol, ^cymeen en -y-terpineen werdenbepaald voor een E. co//\'0157:H7-stam die was geïsoleerd uitrundermest. Voor de meest actieve stoffen -de tweefenolische componenten carvacrol en thymol- was de mic1,2 milliMolair (mM). p-Cymeen en i^terpineen vertoon-den geen antibacteriële werking tot en met een concen-tratie van 50 mM. Er werd geen interactie (synergie ofantagonisme) tussen de verschillende stoffen vastgesteld. Verder onderzochten we het effect van toevoeging vande verdikkingsmiddelen agar of carrageenan op toxische,maar niet dodelijke, concentraties van carvacrol. Beideverdikkingsmiddelen versterkten de werking van carva-crol, waarschijnlijk ten gevolge van de bovenbeschreventoegenomen stabiliteit die door de dikkere consistentie deontmenging van de apolaire carvacrol-micellen uit dewaterige bouillon vertraagde. Het verdikkingsmiddelverbeterde de werking van

carvacrol niet indien carvacrolvoorafgaand aan het experiment in alcohol werd opgelost. Van een aantal bacteriesoorten is bekend dat zij metfunctionele flagella makkelijker de darm kunnen koloni-seren en ziekteverschijnselen kunnen veroorzaken.Wanneer een praktische manier kan worden gevonden omcarvacrol zodanig in voedingsmiddelen toe te passen datziekteverwekkende bacteriën geen flagella kunnenontwikkelen, zou de kans op infecties kunnen wordenverkleind. Dit zou zowel bij de mens als bij landbouw-huisdieren van toepassing kunnen zijn. De niet anti-microbiële stof p-cymeen had geen significant effect op deaanmaak van stresseiwitten of flagellin, wat lijkt tesuggereren dat deze effecten gerelateerd zijn aan deantibacteriële werking van carvacrol. Deze resultatengeven aan dat bacteriën die zijn behandeld met carvacrol,in een stresstoestand verkeren (verhoging van de hsp6o-synthese), waarbij de aanmaak van flagelhn en daardoorde ontwikkeling van flagella worden verhinderd. carvacroldamp als decontaminatiemiddel Een mogelijke toepassing van carvacrol kan zijn hetoppervlak van vers vlees te ontdoen van bacteriën. Omdatcarvacrol heel makkelijk verdampt, zou het mogelijk zijndeze stof in dampvorm toe te passen in plaats van invloeibare vorm.

Wellicht kan op deze wijze ook de geur-en smaakoverdracht van carvacrol op het vlees wordenverminderd. In een laatste serie experimenten is de a,b b* . . . I a,b Hsp 60 effect van carvacrol op de bacteriêleeiwit-synthese In een volgende serie experimenten onderzochten we deinvloed van carvacrol op de eiwitproductie van debacterie. Na incubatie gedurende zestien uur met eentoxische maar niet dodelijke concentratie carvacrol,werden bacteriën van een referentiestam van E. colioi57:h7 (atcc 43895) geoogst en onderzocht op deeiwitsamenstelling. Dit gebeurde door middel vanPolyacrylamide gelelectroforese en Western blotting. Deaanwezigheid van carvacrol bleek bacteriën aan te sporentot het maken van significante hoeveelheden van eenbepaald stresseiwit (heat shock protein) hsp6o (figuur 3).Het was al bekend dat dit eiwit door de bacterie wordtaangemaakt bij blootstelling aan ongunstige omstandig-heden, zoals onder meer hoge temperatuur. Dat carvacroldit effect ook bewerkstelligt, was nog niet eerder bekend.Een andere opmerkelijke bevinding in dit onderzoek wasdat door de aanwezigheid van carvacrol de aanmaak vanhet eiwit flagellin werd stopgezet (figuur 3 en 4). Dit hadals resultaat dat de bacteriën geen flagella (zweephaartjes)ontwikkelden en

dus niet langer beweeglijk waren.Bacteriën gebruiken flagella om zich voort te bewegen. ?C 4-x; ^ 3 ? Hsp 70 Flagellin Iii „CA Figuur 3. Het effect van carvacrol en p-cymeen op de eiwitsynthese vanE. coliOIS7.H7 (referentie-stam atcc 43895). De balkjes geven de relatievedichtheid weer van de betreffende eiwitbandjes uil de Western blot-analy-se (gemiddelde ffl standaarddeviatie, drie onafhankelijke experimenten).Significante verschillen tussen de groepen worden weergegeven metverschillende letters (* p < 0,05; *** p < 0,001).



? effectiviteit van carvacroldamp op bacteriën groeiend oppetrischalen en op bacteriën die waren aangebracht opstukjes rauwe kipfilet getest. Hiervoor gebruikten we debacterie Salmonella enterica serotype Enteritidis, omdatdeze bacteriestam (vaker dan E. coUoi^j-.hj) is geassoci-eerd met voedselinfecties na het eten van kipgerechten. In het experiment met bacteriën op petrischalen, namde grootte van de remmingzone toe naarmate de bloot-stellingperiode, de temperatuur of de hoeveelheid carva-croldamp toenam. De aan- of afwezigheid van zuurstof hadgeen invloed op de remming. Carvacroldamp was ook opkipfilet effectief in het remmen van de uitgroei vanSalmonellabacteriën bij 4 graden Celcius, wat aangeeft datde techniek mogelijkheden biedt voor toepassing in depraktijk. Vlees wordt immers opgeslagen, vervoerd enverkocht bij lage temperaturen. Het was mogelijk om debehandeling zo uit te voeren dat op de kip geen levendebacteriën werden teruggevonden. Hiervoor was wel eendampbehandelingbij hogere temperaturen nodig, name-lijk gedurende minimaal drie uur bij 37 graden Celcius. Opbasis van deze resultaten kan worden geconcludeerd dathet afhankelijk van de geselecteerde temperatuur- entijdcombinatie met behulp van carvacroldamp mogelijk

isSalmonella enterica serotype Enteritidis op stukjes rauwekip in de groei te remmen of volledig uit te schakelen. concluderend Van de voor dit onderzoek geselecteerde vluchtige oliënbleek oregano-olie de meest effectieve antibacteriële olieen bleek carvacrol een van de belangrijkste antibacteriëlecomponenten van deze olie. Momenteel worden vervolg-studies uitgevoerd om meer te weten te komen over hetprecieze werkingsmechanisme waardoor carvacrol degroei van bacteriën verhindert. De manier waarop hetmolecuul de ontwikkeling van bacteriële flagella beïn-vloedt, is eveneens onderwerp van verdere studie. Verderis het van belang na te gaan welke specifieke componen-ten binnen de bacterie door carvacrol worden beschadigd.Bovendien is het interessant te onderzoeken of carvacrolonder praktijkomstandigheden (bijvoorbeeld toegevoegdaan veevoeder) de vorming van flagella bij ziekteverwek-kende bacteriën kan voorkomen. Wellicht leidt dit tot hetontwikkelen van middelen die de kolonisatie van E. coli0157:H7, Salmonella en Campylobacter in de darm kunnenverminderen, zodat ontstekingreacties in de darm en dekans op infecties met deze bacteriën bij landbouwhuisdie-ren en mensen kunnen worden verkleind. Dl Sara Burt (corresponderende auteur),

Institute for RiskAssessment Sciences (iras), divisie Veterinaire Volksge-zondheid, faculteit Diergeneeskunde, Universiteit Utrecht.(s.a.burt(|)uu.nl). Dl Bart Halkes, PhytoGeniX b.v., departe-ment Farmaceutische Wetenschappen, faculteit Bètaweten-schappen, Universiteit Utrecht. Prof. dr Frans van Knapen,Institute for Risk Assessment Sciences (iras). Dit artikel iseen samenvatting van het proefschrift Antibacterial activityof essential oils\', waarop Sara Burt op 29 november 2007 isgepromoveerd.


