1634

Elelmiszervizsgalati kézlemények — 2017. LXIII. évf. 3. szdm

A kép illusztrécic / Picture is for illustration only
Fotd/Photo: Pixabay



Mikulka Petra’, Iva Canak?, Jadranka Frece?, Mohacsiné Farkas Csilla®

Erkezett: 2017. junius — Elfogadva: 2017. augusztus

A feketekomenymag-olaj
antimikrobas hatasanak vizsgalata
Staphylococcus aureus torzseken

Kulcsszavak: feketekdBménymag-olaj, timokinon, alternativ tartésitas, multidrog rezisztencia,
Staphylococcus aureus

1. Osszefoglalas

A vasarléi tudatossag névekedésével egyre nagyobb fogyasztoi igény mutatkozik a mi-
nimalisan feldolgozott, cs6kkentett adalékanyag-tartalmu élelmiszeripari termékekre.
Az élelmiszerek biztonsaganak és stabilitasanak meg6rzése érdekében a tartésitosze-
rek hasznalata a legt6bb esetben sziikséges, de mennyiségiik alternativ tartésitoszerek
alkalmazasaval csdokkentheté vagy helyettesithetd. A szakirodalomban szamos kuta-
tasi eredmény talalhatdé, amelyek alatamasztjak a feketek6ménymag-olaj antimikrobas
hatasat, oxidativ stabilitasat és gyokfogo képességét. Ezek a tulajdonsagok kedvezé
élettani hatasaival tarsulva kiilonosen alkalmassa teszik természetes tartésitoszerként
valé alkalmazasra.

A munka célja a feketekdménymag-olaj antimikrobas hatasanak vizsgalata volt - egy
élelmiszerbiztonsagi szempontbdl fontos kérokozé - a Staphylococcus aureus ese-
tében. A hatasmechanizmus pontosabb feltérképezésének érdekében eritromicinnel
dolgoztunk, majd az olaj kombinalt tartésitasi eljarasban valé alkalmazhatésaganak

vizsgalatahoz szerves savakkal végeztiink kombinalt kezeléseket.

2. Bevezetés

Az élelmiszer-eredetli megbetegedések hazankban
mintegy 3 millié f6t érintenek évente [10], igy az élel-
miszerbiztonsagi kockazatok minimalizalasara valo
torekvés alapveté fontossagu [15], [25].

A tartésitdszerek alkalmazasa részben megoldast
jelent, ugyanakkor a fogyaszték igénye ndvekvd
tendenciat mutat az élelmiszerekben lévé adalék-
anyagok mennyiségének csokkentésére, amelyek-
nek — esetenként jogosan — egészségkarosité hatast
tulajdonitanak [9]. Alternativ antimikrobas hatasu
anyagok alkalmazasaval — jarulékos egészségkarosi-
t6 hatas nélkul — redukalhato lehet az élelmiszerek-
hez hozzaadott tartésitészer mennyiség.

A Dél-Eurépaban, Eszak-Afrikdban és Délnyu-
gat-Azsidban &shonos feketekémény (Nigella sativa)
magjabdl készllt extraktum széles hatasspektrum-
ban gatol szamos bakterialis eredetl izolatumot, ki-
I6nésen Gram-pozitiv kokkuszokat [1], [4]. Emberi

szervezetre vald pozitiv hatasa — féként emésztési,
négydgyaszati és légzb&szervi megbetegedések terén
— fitokémiai vizsgalatok altal bizonyitott [3], [14], [31].
Vércukorszint-stabilizald, koleszterinszint-cstkken-
t6, gyomornyalkahartya-regenerald és parazitadld
hatasat szintén szamos tanulmany alatamasztja [1],
[2], [7], [8], [21], [28].

Az 1. abra szemléliteti a feketekdménymag-olaj
HPLC analizis alapjan megallapitott f6 aktiv kompo-
nenseit: timokinon (TQ), a ditimokinon (DTQ), a timol
(THY) és a timohidrokinon (THQ) [23], amelyek k&zll
a legnagyobb bioldgiai aktivitassal a TQ rendelkezik
[14]. El6zetes kutatasok alapjan a TQ egyike lehet
az Uj, antibakteriadlis és multirezisztencia-mddosité
hatéanyagok valamelyikének [16]. Amennyiben
Efflux-pumpa gatlé hatasat tovabbi vizsgalatokkal si-
kerll alatdmasztani, segitséglinkre lehet a rohamos
mértékben terjedé multidrog-rezisztencia (MDR) elle-
ni harcban, amely nemzetkdzi szint(i problémat jelent
[22], [24], [26], [30].
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1. abra. A feketekbménymag-olaj aktiv alkotdinak kémiai szerkezete: TQ, DTQ, THY, THQ
(Forras: Omar et al. (1999): A Nigella sativa L. mag immunmoduldlo és terapids sajatossagai)
Figure 1 Chemical structure of the active ingredients of black cumin seed oil: TQ, DTQ, THY, THQ
(Source: Omar et al. (1999): A Nigella sativa L. mag immunmodulalo és terdpias sajatossdgai)

1. tabldzat. Felhasznalt Staphylococcus aureus térzsek
Table 1 Staphylococcus aureus strains used

Koédszam Informacio az izolatumok forrasarol
Code no. Information on the source of the isolates
emberi seb
1462 human wound

emberi klinikai izolatum, Kansas, USA

2174 human clinical isolate, Kansas, USA
emberi seb
2261 human wound

emberi klinikai izolatum, kontroll torzs érzékenységi vizsgalatoknal
2399 human clinical isolate, control strain in sensitivity tests

emberi mellhartyafolyadék
1065 human pleural effusion

genny, Budapest, Magyarorszag
1186 pus, Budapest, Hungary

Orvosi Baktériumok Magyar Nemzeti GyUjteménye
1314 Hungarian National Collection of Medical Bacteria

az FDA antibiotikum érzékenység vizsgélatara hasznaltja
1755 used by the FDA in antibiotic sensitivity testing

emlémirigy gyulladasban szenvedd juh teje
2033 milk of sheep with mammary gland infection

nincs informacio
2046 no information
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3. Anyag és médszer
3.1. Felhasznalt anyagok

Kisérleteink soran 100%-os tisztasagu feketekod-
meénymag-olajat hasznaltunk, amely a gyarté (Ama-
zing Herbs Rt.) informaciéi alapjan 9,6 mg TQ-t
tartalmazott ml-enként. Az olaj extrakcidja hidegen
préseléssel tortént, igy szignifikans mennyiségl
lipofil alkotét tartalmaz (pl. antioxidansok, TQ szar-
mazékok) [19].

10 db Staphylococcus aureus tdrzzsel dolgoztunk,
amelyek a Szent Istvan Egyetem, Mez6gazdasagi é€s
Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti GyUjteményébdl
szarmaztak. Valasztasunkat szakirodalmi adatok in-
dokoltak, amelyek alapjan a Staphylococcus aureus
mutatkozott a leginkdbb szenzitiv fajnak a feketekd-
ménymag-olaj hatasara [16], [27]. A t6rzsek kédsza-
mat és a forrasukrdl vald informaciot az 1. tablazat
foglalja &ssze.

A vizsgalatokat nutrient agarral végeztik: 1000 ml
desztillalt vizben 28 g por taptalajt oldottunk (6ssze-
tétel: 1 g marhahus extraktum, 5 g pepton, 5 g NaCl,
2 g élesztd extraktum, 15 g agar-agar), majd 121°C-on
15 percig sterilizaltuk.

3.2. Alkalmazott modszer

A természetes antimikrobas anyagok kvalitativ vizs-
galatara az agardiffuziés moédszert tartjak a legha-
tékonyabb eljarasnak [32], ezért a feketekdmény-
mag-olaj esetében agarlyuk diffuzios mddszert

alkalmaztuk. 10”7 TKE/ml koncentracioju mikroba
szuszpenzidval dolgoztunk, amelybdl 1 cm3-t pi-
pettaztunk sterilizalt Petri-csészére. A lemezdntést

15 cm® 45°C hémérsékletl taptalajjal végeztik.
A megszilardult agarlemezekbe furt 10 mm atmérdju
lyukakba 100 pl vizsgalandé komponenst pipettaz-
tunk. A mintdkat 24 6raig 37°C-os hémérsékleten
inkubaltuk, majd az inkubacids idé lejartaval megal-
lapitottuk a gatlasi zonak atmérdit.

4. Eredmények
4.1. Minimalis gatlé koncentracio (MIC)

A feketekdbménymag-olaj MIC (Minimum inhibitory
concentration) értéke a Staphylococcus aureus tor-
zsekre nézve 50 mg/ml, amely 0,48 pg/ml TQ tar-
talommal egyenértékl. A gatlasi zénak atmérdit a
2. tablazat szemlélteti. A legellenallobbnak az eml&mi-
rigy gyulladasbdl izolalt (2033) t6rzs, a legszenzitivebb-
nek az FDA antibiotikum-érzékenységi vizsgalataiban
alkalmazott (1755) térzs bizonyult. Fontosnak tartjuk
megemliteni, hogy a sziikséges mikrobagatlé koncent-
racio az élelmiszerekben eltérést mutathat a laboratéri-
umi kisérlet altal kimutatott 5%-tdl, ugyanis az élelmi-
szermatrix szamos interakcion keresztil befolyasolhatja
a bakteriosztatikus, illetve bactericid hatast [13].

4.2, Kombinacio eritromicinnel

A feketekbménymag-olaj antimikrobas hatasmecha-
nizmusanak pontosabb megismerését célzé eritro-
micines kombinaciét az antibiotikum MIC értékének
meghatarozasa elézte meg. 10-bél 8 tdrzs esetén
3,5 és 7,0 pg/ml kdz6tt mozogtak az értékek. A 2174
kédszamu emberi klinikai mintabdl szarmazé és a
1186 kddszamu gennybdl izolalt t6rzs rezisztensnek
bizonyult, igy ezeknél a térzseknél 7,0 ug/ml-es kon-
centraciéval dolgoztunk tovabb. Az eritromicin MIC
értékeit a Staphylococcus aureus torzsekre nézve és
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a kialakult gatlasi zonak atmérdit a 3. tablazatban
foglaltuk dssze.

A kombinacié eredményei megerdsitették az el6zé
kutatasokban tapasztalt additiv hatast [16], amelyek-
nek keretein belll bar tetraciklinnel dolgoztak, a két
antibiotikum hatasmechanizmusa hasonlé: a tetra-
ciklin a 30S, az eritromicin az 50S riboszéma alegy-
ségen gatolja a peptidlanc elongaciojat [5], [20].
A 4. tablazat szemlélteti, hogy a feketekdmény-
mag-olaj és az eritromicin a legtébb térzs esetén
felerGsitette egymas hatasat. Az eritromicinre rezisz-
tens 2174 kodszamu tdrzsnél 100%-os, a szintén
rezisztens 1186 kodszamu térzsnél 50%-os gatlasi
zéna ndvekedés tortént. A kombinacié hatékonysa-
gat tamasztja ala a feketekéménymag-olaj hatasara

legkevésbé érzékeny 2033 kdédszamu tdrzs gatlasi
zénajanak kdzel 50%-o0s névekedése is.

4.3. Kombinacioé ecetsavval és citromsavval

Az étkezési savakkal alkalmazott kombinaciok elvég-
zését indokolta, hogy az olaj minimalis gatlé koncent-
racidja viszonylag magas: 5%. Ebben a koncentra-
cidban valészinlleg rontana az élelmiszerek élvezeti
értékét (jellegzetes borsos, enyhén csipds izvilaggal
rendelkezik) [29], ugyanakkor kombinalt tartdsita-
si eljarasban, egyéb gatlé faktorral tarsitva kisebb
koncentraciéban is hatasos lehet [17]. Az 5. tabla-
zat eredményeibdl j6l latszik, hogy az étkezési sa-
vak kodzel megegyezd mértékben gatoltak a tiz térzs
szaporodasat, 5 - 15 mg/ml-es koncentracio tarto-

2. tablazat. A feketekbmeénymag-olaj MIC értékei és a gatldsi zonak dtmérdje
Table 2 MIC values of black cumin seed oil and the diameters of the inhibition zones

Torzs kodszama
Strain code no.

MIC (mg/ml)

Gatlasi zona atméréje (mm)
Inhibition zone diameter (mm)

1462 50 13
2174 50 12
2261 50 12
2399 50 13
1065 50 15
1186 50 12
1314 50 12
1755 50 16
2033 50 9
2046 50 11

3. tabldzat. Az eritromicin MIC értékei és a gatldsi zonak atmérdje
Table 3 MIC values of erythromycin and the diameters of the inhibition zones

Torzs kédszama

Gatlasi zona atméréje (mm)

Strain code no. MIC (ug/ml) Inhibition zone diameter (mm)
1462 5 9
2174 rezisztens / resistant 0
2261 7 10
2399 7 9
1065 5 10
1186 rezisztens / resistant 0
1314 3,5 9
1755 3,5 10
2033 7 9
2046 7 9
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manyban. A kombinacidk hatasara a legtobb torzs
esetén nem tortént jelentds gatlasi zona ndvekedés.
Az ecetsavas kombinacidkban két torzs (2399, 1314)
esetén 5 és 6 mm-rel nétt a gatlasi zonak atmérdje,
mig a citromsavas kombinacidk eredményei alapjan
egyedll a 2033 kodszamu juh emldémirigy gyulla-
dasabdl izolalt torzs esetén tortént 5 mm-es gatlasi
zbéna novekedés. A kapott eredmények nem adnak
okot a kombinacidk eredményességének feltételezé-
sére.

5. Kovetkeztetések

Kisérleteink alapjan a feketekéménymag-olaj fé al-
kalmazasi lehet8ségeként a kombinalt tartdsitasi el-
jarast javasoljuk, tébbek kdzoétt olyan, kis koncent-
racioban is hatékony bioldgiai eredet(i anyagokkal,
mint a nizin vagy a pimaricin. Hatékony kombinacio
esetén, akar olyan kiméletes tartosité eljarasok ener-
giaszUkségletének csokkentésére is szolgalhat, mint
a magas hidrosztatikus nyomasu kezelés vagy a mo-

dern besugarzasi modszerek.

4. tabldzat. A feketekbménymag-olaj és az eritromicin kombindcidjdnak hatdasa a Staphylococcus aureus térzsekre
Table 4 Effect of the combination of black cumin seed oil and erythromycin on Staphylococcus aureus strains

Feketek6ménymag-olaj
minimalis gatlo
koncentraciéban
(50 mg/ml)

Eritromicin minimalis
gatlé koncentraciéban

(3,5-7,0 pg/ml) Kombinacio

Torzs kédszama Black cumin seed oil Erythromycin in minimum Combination
Strain code no. in minimum inhibitory inhibitory concentration
concentration (3.5-7.0 ug/mi)
(50 mg/mil)

Gatlasi zona atméréje (mm) / Inhibition zone diameter (mm)
1462 13 9 20
2174 12 rezisztens / resistant 24
2261 12 10 32
2399 13 9 19
1065 15 10 16
1186 12 rezisztens / resistant 18
1314 12 9 19
1755 16 10 30
2033 9 9 17

5. tablazat. Az ecetsav és a citromsav MIC értékei
Table 5 MIC values of acetic acid and citric acid

Ecetsav minimalis gatlé koncentracio

Citromsav minimalis gatlo

o . - (mg/ml) -y
b Acetc acid minimum inibitory g koncenrEeiS (o),
(mg/ml) concentration (mg/mil)
1462 7,5 7,5
2174 7,5 5
2267 7,5 5
2399 15 5,5
1065 7,5 5
1186 5 5,5
1314 15 5,5
1755 5 5
2033 7,5 5
2046 7,5 5,5
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A hatdsmechanizmus megismerésére végzett vizs-
galatok eredményei alapjan a feketekdménymag-olaj
jelenlétében az eritromicinre rezisztens térzsek érzé-
kenyithetéek. Valdszindsithetd, hogy a 2174 és 1186
kédszamu toérzs esetén a TQ jelenlétének hatasara az
Efflux-pumpa képtelenné valt a sejtplazmaba jutott
eritromicin kipumpaldsara, igy rezisztenciajuk meg-
szlint az antibiotikum ellen. A TQ Efflux-pumpa gatlé
hatasaval magyarazhato lehet a tébbi torzs szenziti-
vitdsanak ndvekedése is: az olaj lipofil tulajdonsaga-
nak készénhetéen 6nmagaban is képes athatolni a
sejtmembranon és gatolni a sejtfunkcidkat (pl. ATP
szintézist) [11], [12], [18]. A kombinacidkban viszont
eritromicin is jutott a sejtekbe, amely a fehérjeszinté-
zis gatlasaval akadalyozta a Staphylococcus aureus
toérzsek szaporodasat. Ebben az esetben az olaj mar
nem csak hidroféb tulajdonsagaival gatolta a sejtek
életmiikodését, de az eritromicin bejutasat is elésegi-
tette a citoplazmaba, igy dupla stresszhatasnak tette
ki a sejteket. Amennyiben tovabbi kisérletekkel sike-
ril alatamasztani a feketekdménymag-olaj — avagy az
abbdl extrahalt TQ - Efflux-pumpa gatlo hatasat, va-
I6s segitséget nyujthat a rohamos mértékben terjedd
multidrog-rezisztens tdrzsekkel szemben.

Az étkezési savakkal végzett kombinacié nem volt
kell6éen hatékony, amelyre magyarazatként szolgal-
hat, hogy mivel a savak antimikrobas hatasa féként
a pH csokkentésén és a proton gradiens megszin-
tetésén keresztlil a membrantranszport folyamatok
gatlasan alapul [6], a TQ Efflux-pumpa gatlé hatasa
nem tudott érvényesuini.

6. Kdoszonetnyilvanitas

Szeretnénk koszdnetet mondani a Szent Istvan
Egyetem, Mikrobioldgiai és Biotechnoldgiai Tanszék,
valamint a Zagrabi Egyetem, Elelmiszertechnolégiai
és Biotechnoldgiai Tanszék munkatarsainak, amiért
szaktudasukkal hozzajarultak a kisérleteink végrehaj-
tédséhoz.
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