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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ATCC: American Type Culture Collection (amerikai tipustorzs gylijtemény)

CFU: colony forming unit (telepképz6 egységek szama)

CA-MRSA: community-acquired MRSA (k6zosségben szerzett MRSA)

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute (Klinikai és Laboratériaumi Standardok
Intézete)

DMSO: dimetil-szulfoxid

DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen (német torzstipus gylijtemény)
ESBL: extended-spectrum beta-lactamase (kiterjedt-spektrumu p-laktamaz)

FIC: fractional inhibitory concentration (frakcionalis gatld koncentracid)

FICI: fractional inhibitory concentration index (frakcionalis gatlé koncentraci6 index)
FoNo: Formulae Normales (Szabvanyos Vénymintak)

GC-ITMS: gas chromatography — ion-trap mass spectrometry (gdzkromatografia — ion
csapda tomegspektrometrias detektalassal)

GC-MS: gas chromatography — mass spectrometry (gdzkromatografias analizis
tomegspektrometrias detektalassal)

GC-FID: gas chromatography — flame ionization detector (gadzkromatografias analizis
langionizécids detektalassal)

HCA-MRSA: health care-acquired MRSA (egészségiigyi intézményben szerzett MRSA)
MDD: minimalis detektilhaté dozis

MHA: Miiller-Hinton agar

MIC: minimum inhibitory concentration (minimalis gatlé koncentracio)

MBC: minimum bactericidal concentration (minimalis baktericid koncentracid)

MRSA: meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus

MTT: 3-[4,5dimetiltiazol-2-11]-2,5 difeniltetraz6lium-bromid

NTHi: non-typeable Haemophilus influenzae (nem tipizalhaté H. influenzae)

PBP: penicillin binding protein (penicillink6td fehérje)

sHS-SPME: static headspace — solid phase microextraction (statikus géztéranalizis szilard
fazisu mikroextrakcioval)

R-P. aeruginosa: antibiotikum-rezisztens P. aeruginosa

SD: standard deviation (szOras)

Z.0I: zone of inhibition (gatlasi zona)



2. BEVEZETES, CELKITUZESEK

A 1éguti megbetegedések az Osztdl késO tavaszig terjedd iddszakban kialakuld, csaknem
minden életkort érintd, az orvosi gyakorlat szaméra sokszor nehezen kezelhetd korképek. Az
elsddleges fertdzések hatterében virusok, baktériumok és gombdk egyarant allhatnak,
ezenfeliil tovabbi problémat jelent az igen gyakori bakteridlis feliilfert6z6dés veszélye is.
Napjainkban a hatékony terdpia megtalalasit nagyban nehezitik az elmilt évek nem
megfeleld, illetve tilzott antibakterialis terapianak koszonhetden az egyre nagyobb szamban
megjelend rezisztens torzsek. A klasszikus antibiotikumok ennek kdvetkeztében sok esetben
csokkent hatékonysaggal rendelkeznek, nem ritkdn teljesen hatistalanokka valnak a
kordbban még érzékeny torzsek esetén is. Az egészségiigy részérdl ezért folyamatos igény
mutatkozik olyan uj terdpias lehetdségek és hatdanyagok felfedezésére, amelyek kiegészitve,
vagy akér helyettesitve az antibakterialis terdpiat fel tudjak venni a harcot az ellenallo
mikrobékkal szemben.

Az illéolajok komplex Osszetételi, hidroféb novényi anyagok, amelyek antimikrobas
hatdsa mér régota ismert és alkalmazott a gyogyaszatban. Illékony karakteriikbdl adédoan
inhalaci6 utjan konnyen lejutnak a 1égutakba, komplex Osszetételiiknek koszonhetden tobb
tamadasponton képesek a baktériumok elpusztitisara. Manapsdg a betegek részérdl
tapasztalt nagy érdeklodés a természetes gydgymddok és gydgynovények irdnt fokozottan
indokolttd teszi ezen lehetOségek részletesebb megismerését a gyakorld szakemberek
szamara is. Szamos vény nélkiil kaphat6 gyogyszerben, valamint a Szabvanyos Vénymintak
gytjteményben (FoNo VII. 2003) szerepld 1éguti indikéacidju készitmény hatéanyagaként
fordulnak el6, igy mindenképpen érdemes figyelmet szentelniink rajuk, mint az
antibakterialis terdpia lehetséges alternativainak. Fontos kiemelni azonban, hogy az
ill6olajok dontd tobbségének hasznalata tradicionalis felhasznalason alapul, igy sok esetben
nem rendelkeziink elegend0 adattal pontos hatasuk, adagolasuk illetve biztonsagos
alkalmazasuk tekintetében.

Bar az illoolajok antimikrobas hatdsanak értékelése szamos kutatds alapjat képezte az
elmualt évtized sordn, a vizsgalatok a klasszikus antimikrobds vizsgalomodszerek
alkalmazasaval foként az ill6olaj folyékony halmazallapotban torténd vizsgalatara
irdnyultak. A moddszerek tobbsége eredményes detektilast tesz lehetdvé, azonban a
kisérletek tervezésénél minden esetben figyelembe kell venni az illoolajok fizikai-kémiai

paramétereit. Ezenfeliil nem szabad elhanyagolni azt a tényt sem, hogy ezek a modszerek



nem standardiziltak, igy az egyes kutatdsokban leirt vizsgélati koriilmények -eltérései,
valamint a meghatarozott értékek egymassal nehezen dsszevethetdk.

Az ill6olajok gybdgyaszati alkalmazédsa elsOsorban inhalacié révén valésul meg, amely
soran a meghatarozott homérsékleten képzddott gdztér illékony komponensei fejtik ki
hatasukat egy adott teriiletre. Az olaj tehat folyékony allapotban kozvetleniil nem érintkezik
a kezelendd feliilettel. Ezt a technikat modellezi legjobban az in vitro koriilmények kozott
megvaldsithatd gdzteres (vapor phase) modszer, amelynek alkalmazéasival ez idaig
elsésorban élelmiszerpatogén torzsek é€s illdolajok kapcsolatat vizsgaltak dontd tobbségben.
Jelenleg kevés vizsgalat all rendelkezésiinkre, amelyekben 1égiti baktériumok bevonéisaval
alkalmaztak volna ezt a technikat.

A rezisztens baktériumok kezelési nehézségei esetén az Uj terdpids alternativak
felkutatdsa mellett lehetdséget nyujthat a mar bizonyitottan aktiv anyagok egymaéssal és
egyéb szerekkel valo kombinicidja, ezéltal az antibaterialis hataserdsségiik fokozasa. Ennek
megfeleléen az elmult évtizedekben egyre nagyobb kutatisi népszertiségnek orvend az
ill6olajok és komponenseik egymadssal, valamint klasszikus antimikrobas szerekkel torténd
kombinicidja, azok kolcsonhatasanak feltérképezése kiilonbozd patogének esetében. Az
eddigi eredményeket attekintve az emlitett teriilet igen igéretesnek mutatkozik, kiemelendo
azonban, hogy 1éguti patogénekre vonatkozdlag ez iddig csak korlatozott szamban végeztek
ilyen irdnyu vizsgalatokat.

A fent emlitettek alapjan kutatasunk célja volt:

* Néhany kereskedelmi forgalomban beszerezhetd ill6olaj (kakukkfii, szegfiiszeg,
fahéjkéreg, borsmenta, citronella, eukaliptusz, erdeifenyd), valamint egy
Mongoélidban honos illdolaj-tartalmi gyoégynovény (Artemisia adamsii Besser)
antimikrobds hatasanak értékelése 1éguti korokozok ellen.

* Az illoolajok és az altaluk kialakitott géztér kémiai Osszetételének meghatarozasa
GC-FID, GC-MS és sHS-SPME-GC-MS modszerekkel.

* A Kklasszikus in vitro csohigitdis moddszer alkalmazdsa mellett torekedtiink az
illéolajok természetének leginkdbb megfeleld, valamint az inhalaltatas
koriilményeit legjobban modellez6 modszerekkel is tesztelni mintdinkat. Ezért
direkt bioautografids, valamint goOzteres technika segitségével is vizsgaltuk
olajainkat 1éguti megbetegedéseket kivaltd baktériumokkal szemben.

* A vizsgalatok kivitelezése sordn célunk volt a moddszerek bizonyos mértéki

Osszevetése is annak érdekében, hogy megallapitsuk, az adott ill6olaj folyékony



allapotban kozvetleniil, vagy az illékony komponensek altal kialakitott gOztér
segitségével tud hatékonyabb antibakterialis hatést kifejteni.

e Végiill az antibakteridlis hatas vizsgéilata soran eredményes ill6olajokbdl és
komponenseikbdl dsszedllitott kombinaciok hatékonysagat tobb tesztrendszerben
(bioautografia és checkerboard) is vizsgaltuk, fokuszalva a 1égutakban eléforduld

rezisztens baktériumtorzsekre.

A vizsgilatokba bevont illdolajokat eldkisérletek és gyakorlati felhasznilas alapjin
valasztottuk ki. Az eldkisérletek nem voltak részei a jelenlegi PhD disszertacionak. A
vizsgalatok eredményei véleményiink szerint az illdolajok terdpids felhasznéaldsanak
bdvithetdsége mellett hiteles informéicidként szolgdlhatnak a gyakorlé szakemberek és
betegek szamara, ezenfeliill a gydgyszerfejlesztés szempontjabdl is elonyosek lehetnek a

1éguti megbetegedés kezelésére alkalmas 1j készitmények tervezése soran.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A bakterialis légiiti fert6zések jelentosége

A 1égiti megbetegedések a szinte egész évben eléfordulé minden korcsoportot érintd
betegségek korébe tartoznak. Bar kezelésiik a gyakorlé orvosok, klinikusok szdmaéra rutin
feladatnak tlinhet, a terdpidt nagyban akadilyozza az immunszupresszalt populicid
novekedése, illetve a betegséget kivaltd baktériumok egyre rezisztensebbé vilasa a
klasszikus antibakterialis szerekkel szemben. A WHO 2015-6s évet tekintd felmérése szerint
az alsé 1éguti megbetegedések 3,2 milli6 haldlesetet okoztak vildgszerte, meghaladva ezzel a

diabéteszben és balesetben elhalalozottak szamat (1. abra).

Top 10 causes of death globally 2015

|

Lawer respir..
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Tuberculosis

Road injury

Deaths in millions

1. abra A tiz vezet6 halalok a vilag 6ssznépességét tekintve 2015-ben (WHO, 2015)

A léguti fertbzéseket kivaltd agensek legtdbbszor virusok, gyakoriak azonban a
virusinfekciok mellett kialakul6 masodlagos bakteridlis feliilfert6zések is. Bar a 1égutakhoz
tartozd garat igen gazdag normal flérdval rendelkezik, amely potencidlis patogéneket is
tartalmazhat, ezek altaldban a szervezet mas részein okoznak fert6zéseket. A légutakbdl a
véraramba és nyirokutakba keriilve majd a légutak egyéb részein megtelepedve azonban
komolyabb  fertdzéseket eredményezhetnek (pl.  Streptococcus  pneumoniae -

kozépfiilgyulladas, Neisseria meningitidis - kozponti idegrendszeri korképek, Haemophilus



influenzae - als6 léguti fertézések, Staphylococcus aureus - véraram fertdézései, valamint
kiilonféle gennyel jaré korképek) (Pal 2013). Elsddleges vagy méasodlagos fertdzés esetén
amennyiben bakteridlis ok ll a hattérben, kiemelten fontos ismerniink a kérokozot, valamint
annak antibiotikum-érzékenységét a megfeleld terdpia kivalasztasanak érdekében. A terapias
kezelés soran elsddleges szempont a viszonylag szlikebb spektrumu szer kivalasztasa, ezért
az érintett teriiletekbdl vett minta mikrobioldgiai diagnosztikdja sokszor elengedhetetlen a
pontos diagnézishoz (Miiller 2015). A 1éguti fertézések leggyakoribb kivaltd agenseit a
teljesség igénye nélkiil az 1. tablazat szemlélteti. A diagnézist nehezitheti a normal fléra és a

korkép kivaltasaért felelos baktériumok elkiilonitése is.

1. tablazat Az als6- és felso 1€guti infekcidk leggyakoribb kivalté agensei (Pal 2013)

Also léguti infekciok Felsd légiiti infekciok

Virusok: Virusok:
Adenovirus Rhinovirus
Influenza- és Parainfluenza virus Coronavirus
Rhinovirus Adenovirus
Coronavirus Coxsackie A

Respiratory syncytial virus (RSV)

Respiratory syncytial virus (RSV)
Epstein-Barr virus (EBV)

Baktériumok:

S. pneumoniae

H. influenzae

H. influenzae b
Moraxella catarrhalis
Mpycoplasma pneumoniae

Baktériumok:

Streptococcus pyogenes
S. pneumoniae

S. aureus

H. influenzae
Moraxella catarrhalis

Chlamydophila pneumoniae
S. aureus, MRSA
Pseudomonas aeruginosa

A kiilonbozd rezisztencia-mechanizmusok terjedésének, illetve a nem megfeleld
antibiotikum terapidnak koszonhetden a klasszikus antimikrobas szerekkel szemben egyre
tobb Gram-pozitiv (pl. Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae) és Gram-negativ
(pl. Acinetobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa)
baktérium valik csokkent érzékenységiivé, illetve rezisztenssé (Kon és Rai 2013).
Fekvobeteg intézményben kezelt immunszupresszalt betegek estén még inkabb fokozott
koriiltekintéssel kell lenni a multirezisztens koérokozokkal valo fert6zés kialakulasanak
lehetéségére (pl. meticillin- és vankomicin-rezisztens S. aureus (MRSA, VRSA), illetve

ESBL termel6 Klebsiella pneumoniae) (Pal 2013).



A fent emlitettek tiikrében a mar meglévd gyogyszerek mellett az egészségiigy részérdl
folyamatos az igény uj terdpids alternativak felkutatasara, amelyek hatékony megoldast
kinalhatnak a léguti korképek kezelésében. Az elmuiilt évtizedben szamos in vitro tanulmany
igazolta a novényi illéolajok antibiotikum-rezisztens Gram-pozitiv és Gram-negativ
korokozoval szembeni hatékonysagit kiilonbozd tesztrendszerekben (Pauli és Schilcher
2016), azonban kevés in vivo koriilmények kozott végzett vizsgilat all rendelkezésiinkre
veliik kapcsolatban. Terapids felhaszndlasuk ezért néhany kivételtdl eltekintve foként a
tradiciondlis alkalmazison alapul. Komplex 06sszetételiiknek, valamint vélhetden tobb
tamadasponton Kkifejtett hatdsmechanizmusuknak koszonhetéen képesek hatékonyan
elpusztitani a rezisztens korokozokat is (Tiwari et al. 2009). Ennek ismeretében az illékony
természetli novényi olajok mindenképpen figyelmet érdemelnek, mint az antibakterialis
terapia lehetséges kiegészitdi. Az egyes baktériumok altal kivaltott korképek részletezése a
»4. Vizsgalati anyagok és modszerek” fejezetben keriil bemutatasra az altalunk vizsgalt

torzseknél.

3.2 Az illéolajok altalanos jellemzése

3.2.1 Az ill6olajok fizikai-kémiai jellemzése

Az ill6olajok komplex Osszetétellel rendelkezd, esetenként akar 100 komponensbdl is alld
jellegzetes illatd, hidroféb anyagcseretermékek, amelyek az illdolajos novények szinte
minden részében (pl. kéreg, gyokér, szar, levél, virdg, termés) megtalalhatéak (Kon €és Rai
2013). Specidlis szovetekben és sejttipusokban valasztédnak ki és tarolddnak,
szobahOmérsékleten tobbségiik folyékony halmazallapotd. Neviikbol adoddéan egy idé utan
maradék nélkiil elparolognak. Sziniiket tekintve altalaban atlatszd, szintelen anyagok,
azonban foként az Asteraceae csalad képviseldi kozott talalunk kék és zold szinli olajokat
(pl. kamilla és cickafarkfii olaj) is (Racz 2012). Az illéolaj-komponensek lipofil
sajatsaguknak koszonhetden szerves oldészerekben oldodnak. Az adott novényi részbdl
altaldban vizgdz-desztillacidval, szuperkritikus extrakcioval (CO,), valamint enfleurage
modszerrel vonhatok ki. Hoérzékeny illdolajok esetén (pl. Citrus sp.) a sajtolds technikajat
alkalmazzak. Manapsag egyre népszerlibbek a nagyobb hatékonysagot biztosito,
gazdasagosabb és energiatakarékosabb, mikrohullimmal, illetve ultrahanggal kombinalt

extrakcios technikak is (Ma et al. 2015, Li et al. 2016). Fény és levegd hatasara konnyen
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gyantasodnak, igy jol zar6dé edényben, fénytdl védve célszerll tarolni Oket (Tisserand és
Young 2014).

Osszetételiiket tekintve terpenoid vegyiiletekbdl (mono- és szeszkviterpén vegyiiletek,
valamint ezek szarmazékai), fenil-propan-szarmazékokbol, valamint alacsony molekula
tomegl alifas és aromas vegyiiletekbdl (pl. szénhidrogének, alkoholok, aldehidek) allhatnak.
A kivont ill6olaj Osszetétele minden esetben az adott ndvényre jellemzd, azonban
komponenseit tekintve jelent0s eltérést mutathat akar ugyanannak a ndvénynek mas
drogrésze (pl. Cinnamomum zeylanicum kéreg és levél) (Tisserand és Young 2014). A drog
illoola) Osszetételét az éghajlati tényezOk, a talaj, a foldrajzi elhelyezkedés, a begytijtés
modja és ideje, valamint a tarolasi koriilmények egyarant befolyasolhatjak (Wright 2002,
Kon és Rai 2013). A komponensek azonositasara a VIII. Magyar Gyogyszerkonyv (2010)
gazkromatografias vizsgalatot ir el6. Szamos Osszetevd esetén eldfordul, hogy csupan az
egyik izomer talalhat6 meg az adott illdolajban, amely azonositd jellegli az illdolaj
eredetis€gének megitélése, valamint az adott ill6olaj novényi forrasidnak meghatarozéisa
céljabol. A kiilonb6z0 izomerek kimutatisara nagy hatékonysidggal alkalmazhaté az

enantioszelektiv-gazkromatografia modszere.

3.2.2 A vizsgalatok sorin alkalmazott ill6olajok bemutatisa

A VIII. Magyar Gydgyszerkonyvben hivatalos tobb mint 25 ill6olaj koziil a 1éguti
megbetegedések kezelésére elsdsorban az eukaliptusz, a kakukkfii, a borsmenta, az anizs, a
keserli édeskomény és az erdeifeny0 illoolajat alkalmazzdk. Az  Eurdpai
Gyodgyszeriigynokség (European Medicines Agency, EMA) gyégynovény-monografidi az
illéolajok gyogyaszati alkalmazasat elsésorban a tradiciondlis és a régdta fennallé hasznalat
alapjan javasoljak. Jelenleg kevés in vivo vizsgalat all rendelkezésiinkre biztonsidgos és
hatékony alkalmazhatosaguk megerositésére. Vizsgalataink soran az eukaliptusz, kakukkfd,
borsmenta és erdeifenyd olaja mellett a szegfiiszeg, fahéjkéreg citronella és az Artemisia
adamsii Besser illdolajaval végeztiink kisérleteket, amelyeket az alabbiakban jellemziink,

kiemelve a légutak kezelése céljabdl 1ényeges tulajdonsagaikat.

3.2.2.1 A fahéjkéregolaj

A ceyloni fahéjfa (Cinnamomum zeylanicum Nees) kérgébdl altaldban vizgdz-desztillacioval

eldallitott atlatszo, esetenként halvanysarga, jellegzetesen fiiszeres illatd, konnyen foly6 olaj.
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Az ill6olajat szolgaltaté drog a 6-7 éves anyandvény agairdl lefejtett és megtisztitott kéreg,
amelynek illdolaj-tartalma nem kevesebb, mint 12 ml/kg (ESCOP 2003, Csupor és Szendrei
2012). A VIII. Magyar Gydgyszerkonyvben hivatalos drog (Cinnamomi zeylanici corticis
aetheroleum). Az ill6olaj f6 komponense a 63,1-75,7%-ban jelen 1évd fahéjaldehid, amely
mellett nagyobb mennyiségben eugenol (2,0-13,3%), fahéj-acetat (0,3-10,6%) és linalool
(0,2-7,0%) talalhaté6 meg. Minor komponensei kozott szerepel a f-kariofillén, p-cimol, 1,8-
cineol és az a-terpineol (Tisserand és Young 2014).

Felhaszndldsa: Erds antibakteridlis hatasi. Alkalmazisa emésztési panaszok, gorcsok és
puffadas esetén ajanlott (ESCOP 2003).

Adagolds: Maximalis doézisa 1,25 mg/ttkg fahéj-aldehid, amely 115 mg/ttkg fahéjolajnak
felel meg. Kiilsdleges készitményekben 0,05%-ban alkalmazhatd.

Mellékhatds: Nagy dozisban nyalkahartya irritdld hatasu lehet. Higitatlanul alkalmazva a
borfeliileten égési sériilléseket, hdlyagokat, allergids kiiitéseket okozhat. Azon betegek
esetén, akik cukorbetegségben szenvednek, nemrégiben mitéten estek at, gyomorfekély
vagy vérzési problémak kapcsan gydgyszeres kezelésben részesiilnek, kiillonos koriiltekintést

igényel az ill6olaj alkalmazasa (Tisserand €s Young 2014).

3.2.2.2 A szegfiiszegolaj

Az 0rokzold 12-15 m magas szegfiiszegfa (Syzygium aromaticum (L.) Merill et Perry)
virdgbimbodjabol desztillalt sarga szinli, atlatszé kissé viszkézusabb, a levegdn megbarnul6
olaj. A VIII. Magyar Gydgyszerkonyvben hivatalos drogként szerepel (Caryophylli floris
aetheroleum). Osszetételét tekintve féként az eugenol komponens a meghatirozé (73,5-
96,9%). Nagyobb mennyiségben fS-kariofillén (0,6-12,4%) és eugenil-acetét (0,5-10,7%) is
talalhat6é benne (Csupor és Szendrei 2012, Tisserand €s Young 2014).

Felhaszndldsa: Tradicionalisan szdj- és torokfert6zések kezelésére, valamint fogfijdalom
enyhitésre javasolt (HMPC Monogréfia 2011).

Adagolds: Maximum 0,5%-o0s eugenol-tartalomnak megfeleld mennyiségben. Szajvizekben
1-5%-ban (HMPC Monografia 2011, Tisserand és Young 2014).

Mellékhatds: Vérzési zavarok, mitét, fekélyre valé hajlam, antikoaguldns terdpia esetén
alkalmazasa fokozott koriiltekintést igényel. 18 éves kor alatt nem javasolt. Higitatlanul

sulyosabb bdrirritaciot valthat ki.
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3.2.2.3 A kakukkftiolaj

Az illéolaj a Lamiaceae csaladba tartozd, hazankban is termesztett, éveld novény a
kozonséges vagy orvosi kakukkfli (Thymus vulgaris L.), valamint az elsésorban
Spanyolorszagban és Portugilidban honos spanyol kakukkfii (7. zygis L.) foldfeletti, viragzé
Thymi aetheroleum-ként szerepel. Tiszta, atlatsz6 vagy halvanysarga, konnyen mozgd
folyadék, amelynek illata jellegzetesen aromas, timolra emlékeztetd. A timolos kemotipusba
tartoz6 T. vulgaris-bol kinyert ill6olaj f6 komponense a 48,3-62,5%-ban el6forduld timol,
valamint az 5,5-16,3%-ban megtalalhat6 karvakrol. Kisebb mennyiségben p-cimol, -
terpinén, fS-kariofillén €s limonén is el6fordul benne. A T. zygis ill6olajidban a timol kisebb
szazalékban, mig a p-cimol nagyobb mennyiségben taldlhat6 meg. Ezenfeliil kiilonbség,
hogy szamos, kis szazalékban (<2,5%) jelenlévé komponenst tartalmaz (pl. a-pinén, (+)-
limonén, terpinén-4-ol, kamfén, kamfor, f-mircén), amelyek az el6bb emlitett olajra kevésbé
jellemzdek (Csupor és Szendrei 2012, Tisserand és Young 2014).

Felhaszndldsa: 1ll6olajat inhaldlva, a novénybdl késziilt forrdzatot elfogyasztva
megfazdsban a  kopet felszakaddsanak  eldsegitésére, felsd 1légiti  hurutos
megbetegedésekben, bronchitis esetén alkalmazzdk. Antibakterialis, antiviralis és
antifungalis hatasu.

Adagolds: 1%-os timoltartalomnak megfelel6 mennyiségben.

Mellékhatds: Nyalkahartya, valamint bdrirritdciot okozhat. A véralvadast befolydsolhatja,
ezért antikoagulans terapidban részesiilok esetén fokozott koriiltekintést igényel hasznalata

(Tisserand és Young 2014).

3.2.2.4 Az eukaliptuszolaj

A szintelen vagy halvanysarga VIII. Magyar Gyogyszerkonyvben is hivatalos eukaliptusz
illéolajat (Eucalypti aetheroleum) az Ausztralidban honos, Myrtaceae csaladba tartozd
Eucalyptus globulus Labill., E. polybractea R.T. Baker és E. smithii R.T. Baker leveleinek
vagy fiatal hajtdsvégeinek desztillaituma adja. Az E. globulus-bol kivont illdolaj kdmforra
emlékeztetd aromds szagi és égetd izli, f6 komponense az 1,8-cineol (65,4-83,9%).
Ezenfeliil meghataroz6 alkotéja az a- és f-pinén, (+)-limonén, globulol, p-cimol, valamint

az aromadendrén is. Az 1,8-cineol komponensen feliil az E. smithii ill6olaja esetén a f-
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eudezmol, mig az E. polybractea illbolaja esetén a limonén és p-cimol komponens dominal
(Tisserand és Young 2014).

Felhaszndldsa: Belsoleges felhasznalasat illetden elsOsorban standardizalt készitményekben
taldlkozhatunk vele, igy biztonsagos a hasznélata. Az illdolaj fert6tlenitd, hurutoldo, koptetd
hatasu, foként 1éguti megbetegedések (bronchitis, megfizis) gydgyitdsanal hasznalhat6 az
adjuvans terapia részeként (ESCOP 2003).

Adagolds: Maximum 600 mg, illetve 20%-ban kiils6leges készitmények esetén.
Mellékhatds: Az 1,8-cineol kozponti idegrendszeri izgatd hatasu kisebb gyermekek esetén.

10 éves kor alatt alkalmazasa arcon nem javasolt (Tisserand és Young 2014).

3.2.2.5 A citronellaolaj

A Sri Lanka tipusd citronella (Cymbopogon nardus L.) friss vagy szaritott fold feletti
részEébdl vizgbdzdesztillacioval eldallitott szintelen, vagy atlatszé halvanysarga olaj. A VIIL
Magyar Gyo6gyszerkonyvben nem hivatalos drog. Ill6olaj Osszetételét tekintve nagyobb
mennyiségben citronellalt (5,2-46,8%), geraniolt (16,8-29,1%), (-)-citronellolt (3,0-21,8%)
és (+)-limonént (2,6-11,3%) tartalmaz. Kisebb mennyiségli komponensei koziil a kamfén,
citronellil-acetat, borneol, elemol, a-pinén, geranil-acetat, f-kariofillén, metil-izoeugenol és
metil-eugenol emlithetd meg (Tisserand és Young 2014).

Felhaszndldsa: Repellens készitményekben. Népgyogyaszatban antireumatikumként,
lazcsillapitoként, emésztést eldsegitd szerként ismert (Abena et al. 2007).

Adagolds: Maximum 0,0004%-o0s metil-eugenol tartalomnak megfelelve minden készitmény
esetén.

Mellékhatds: Higitatlanul alkalmazva bdrirritaciot, allergids reakcidt, kontakt dermatitiszt

valthat ki (Tisserand és Young 2014).

3.2.2.6 A borsmentaolaj

A Lamiaceae csaladba tartoz6 borsmenta (Mentha X piperita L.) napjainkban a legnagyobb
mennyiségben felhaszndlt mentafaj. Az anyandvény levele 1-3%-ban tartalmazza a
szintelen, halvanysarga vagy halviny zoldessarga illoolajat, amely a VIII. Magyar
Gyobgyszerkonyvben Menthae piperitae aetheroleum néven hivatalos. Az olaj szaga és ize

jellegzetes, amelyhez kellemes hiisitd utdérzet tarsul. FO komponensei a (-)-mentol (19-
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54,2%) valamint ezek szarmazékai: menton (8-31,6%), (-)-mentil-acetat (2,1-10,6%),
neomentol (2,6-10%). 2-10%-ban 1,8-cineolt is tartalmaz (Tisserand és Young 2014).
Felhaszndldsa: A terdpia soran a lipofil komponensek felszivodva a boron, 1égutakon,
illetve a gasztrointesztindlis nyéalkahartydkon keresztiil, stimuldljak a véladékot termeld
mirigyek aktivitasit, és csokkentik a viszkozus nydk képzOdését a horgdkben, ezért
koptetdként elonyosen alkalmazhatdé. A mentoltartalmu orrcseppek, spray-k csokkentik a
nyéalkahartyagyulladds kovetkeztében fellépd fokozott valadéktermelést, ezért az olajos
orrcseppeket nathdban eldszeretettel alkalmazzak, de garat, valamint gégegyulladas esetén is
népszeriiek. Emellett jotékony hatisi emésztési panaszok, puffadas esetén is (ESCOP 2003,
Csupor és Szendrei 2012).

Adagolds: 0,02-0,08 ml illolajat belsdleg alkalmazva emésztési bantalmak esetén.
Inhal4ciés terdpidban 3-4 cseppet forré viz felszinére cseppentve (ESCOP 2003).
Bedorzsolokben és krémekben 0,1-1%-0s koncentracidéban.

Mellékhatds: Horg6k gorcsének veszélye miatt kisgyermekek esetén, foként az arc, az orr és
a mellkas teriiletén, az alkalmazast keriilni kell. Epeuti béantalmak, koképzdodés
lehetéségének fennallasakor az illéolaj epehajté hatdsaval mindenképpen szamolni
sziikséges. Sulyos méjkirosodds esetén sem ajanlott alkalmazdsa. Gyomorégést,

gastrooesophagealis refluxot valthat ki (ESCOP 2003, Csupor és Szendrei 2012).

3.2.2.7 Az erdeifenyd olaj

A Pinus sylvestris L. tiszta, szintelen vagy halvinysarga, jellegzetes szagu illoolajat (Pini
silvestris aetheroleum) a novény friss tileveleibol és agvégeibdl vizgdz-desztillalassal
allijak eld. A VIII. Magyar Gybégyszerkonyvben hivatalos drog. Az ill6olaj f6 komponense
az a-, valamint S-pinén. Nagyobb szazalékban ezenfeliil o0-3-karén, p-fellandrén, (+)-
limonén, p-kariofillén, f-mircén komponenseket tartalmaz.

Felhaszndldsa: Els6sorban a tradicionalis hasznalaton alapulva légiti betegségek, pl.
horghurut, megfazas, arc- és homlokiireg-gyulladds kezelésére alkalmazzak. Inhaldld
oldatokban, 1égzést konnyitd mellkas bedorzsolokben, valamint antireumatikus
készitményekben is megtalalhat6. Kénnyen gyantasodik.

Adagolds: Fiird6 készitéséhez 0,025 g illdolaj haszndlata, fajdalomcsillapitasra alkalmazott
kendcsokben par csepp illdolaj hozzdadasa ajanlott.

Mellékhatds: Bor- és nyalkahartya-irritacidt okozhat (Csupor és Szendrei 2012).
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3.2.2.8 Az Artemisia adamsii Besser ill6olaja

A novény a sztyeppék jellegzetes képviseldje, elsésorban Mongoélidban és Kindban fordul
eld, de Eurdépéaban is termeszthetd. Az Artemisia nemzettségre jellemzé morfoldgiai jegyek
ennél a novénynél is megtalalhatoak, levelei keskenyek, szortan dllnak. Aranysirga viragai
jellegzetes fészekviragzatot képeznek a hajtasok csucsan (Wright 2002). Tartalmi anyagairdl
kevés informécidval rendelkeziink. Az eddigi vizsgalatok szerint a novény illdolajaban
limonént azonositottak nagyobb mennyiségben, ezenfelil néhany guajanolid-vazas
szeszkviterpént is tartalmaz (Bohlmann et al. 1985, Satar 1986).

Felhaszndldsa: A hagyomanyos kinai orvoslasban teljes herbdjat mar régéta alkalmazzak
amarumként, emésztési panaszok kezelésére (Wright 2002). Az orvosi gyakorlatban val6
alkalmazhatdsagat bizonyitd, illetve mikrobioldgiai aktivitdsara vonatkoz6 informécidk
azonban még nem allnak rendelkezésiinkre.

Mellékhatds: A nemzetség szamos tagjanak ill6olajara jellemzd a magas tujon-tartalom,
amely gyoOgyaszati felhasznalasukat nagyban korldtozza. A szerkezetét tekintve ez a
biciklikus monoterpén keton komponens kis mennyiségben is kozponti idegrendszeri
tiilneteket és gorcsoket képes kivaltani (200-400 mg). Az a-tujon jéval toxikusabb (s.c. egér
LDso: 87 mg/kg) sajatsagu a f-tujonhoz (s.c. egér LDsop: 440 mg/kg) képest (Tisserand és
Young 2014).

3.2.3 Ill6olajok antibakterialis hatasa 1éguti korokozok ellen

Az ill6olajok erdteljes antibakteridlis, fertétlenité hatdsa mar régéta ismert, gydgyaszati
felhaszndlasuk elsdsorban inhalacios készitmények utjan valdsul meg a léguti korképek
kezelésében (Burt 2004, Bakkali et al. 2008). Az altalunk vizsgélt ill6olajok koziil némelyik
eukaliptusz, a borsmenta, a kakukkfi és szegfliszeg illdolaja megfazas tiineteit enyhitd,
kohogéscsillapité és koptetd gyogyszerekben, illetve gyogyszernek nem mindsiild
gyogyhatasi készitményekben gyakori alkot6. Ugyancsak hasonlé indikacidban (pl.
Aetheroleum pro inhalatione, Oleum pro inhalatione) fordulnak elé a Szabvanyos
Vénymintdk gylijteményben is (FoNo VII. 2003).

Az elmuilt évtizedben a vizsgalatainkban hasznalt borsmenta, kakukkfii, citronella,
szegfliszeg, erdeifenyd, eukaliptusz és fahéj illdolajok antibakterilis hatdsanak vizsgéilata

egyre tobb kutatds alapjat képezte, foként a klasszikus mikrobioldgiai moédszerekkel
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kivitelezve (Burt 2004). Az A. adamsii ill6olajaval - tudomésunk szerint - ez iddig nem
végeztek mikrobioldgiai ért€kelést. Az inhalacids koriilményeket legjobban modellez6
gbzteres vizsgéalatokban napjainkig az altalunk vizsgélt ill6olajok ételromlasért felelOs
mikrobakkal szemben mutatott hatisat vizsgaltak (Inouye et al. 2003, Matan et al. 2006,
Tullio et al. 2007, Vilela et al. 2009). Csupin néhany irodalom all rendelkezésre, amelyben
1éguti baktériumokat hasznéltak ebben a tesztrendszerben (Inouye 2001a, Gofii et al. 2009,
Tyagi és Malik 2011a,b, Houdkova et al. 2017). Az 1,8-cineolban gazdag Eucalyptus
polybractea olajanak igéretes influenzavirus ellenes alkalmazasara is taldlhatunk
publikacidkat (Pyankov et al. 2012, Usachev et al. 2013). Klasszikus moddszerekkel
(csOhigitds, agar diffizi6, korong diffizié) vizsgdlva az emlitett illéolajokat és
komponenseiket igéretes antibakteridlis hatast irtak le fahéj, borsmenta, kakukkfii,
szegfiiszeg, eukaliptusz esetén Pseudomonas aeruginosa, MRSA, H. influenzae,
Streptococcus pyogenes, Moraxella sp. ellen (Dorman és Deans 2000, Hendry et al. 2009,
Mulyaningsih et al. 2010, 2011, Inouye et al. 2011b, Kon és Rai 2012, Pereira et al. 2014,
Pauli és Schilcher 2016). Streptococcus mutans-szal szemben ez idaig els6sorban fahéj- és
szegfiiszegolaj esetén tapasztaltak erOteljes antibakteridlis hatast folyékony kozegben
vizsgilva, mig a borsmenta €és erdeifenyd olajat tekintve enyhe aktivitast észleltek
korongdiffiiziés mddszert alkalmazva (Langeveld et al. 2014, Choi et al. 2016). Az E.
globulus olaja esetén gatld hatést regisztraltak a baktérium biofilm képzésére, mig egy masik
tanulmanyban korongdiffizidval vizsgilva kevésbé hatékonynak talaltidk (Goldbeck et al.
2014, Choi et al. 2016). Bioautografidss modszerrel fOként ndvénypatogén torzsekkel és
MRSA-val szemben irtak le gatld hatast a kakukkfii, szegfliszeg, borsmenta, fahéjkéreg,
eukaliptusz olaja esetén (Horvath et al. 2010, 2011). A kakukkfii ill6olajat BioAréna
rendszerben vizsgilva a timol és a karvakrol komponensének antibakteridlis hatisarol
egyediil Pseudomonas syringae és Bacillus subtilis ellen rendelkeziink adatokkal (Moricz et
al. 2010). Mindezek mellett meg kell emliteni, hogy a klasszikus mddszerek eredményei
sokszor nehezen Osszevethetdk, standardizalt modszer hidnydban az egyes kutatasok
koriilményeinek eltérései az eredményekre is nagy hatast gyakorolhatnak. Probléma
tovabba, hogy foként az agardiffiziés vizsgalatok alkalmazasanal az illéolaj nem
megfeleléen diffundal a tiptalajba, amely nagyban megkérddjelezi a modszer
alkalmazhat6sagat (Horvath et al. 2010). Szamos tanulméany irta le, hogy gdéztérben
vizsgalva aktivitasukat, az ill6olajok erdsebb antimikrobas hatissal rendelkeztek, mint

folyékony halmazéllapotban (Doran et al. 2009, Mondello et al. 2009, Inouye et al. 2011b).
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Szamos ill6olaj esetén annak gyodgyaszati alkalmazasa egyeldre a tradicionalis
hasznalaton alapul, ezért mindenképpen sziikség van pontos hatasuk felderitésére, valamint
illékony komponenseik hatdsmechanizmusanak vizsgélatira. Bar az illdolaj-Osszetevok
baktériumokra kifejtett hatdsa még nem teljesen tisztazott, szdmos hatdsmechanizmus mar
felderitésre keriilt (Faleiro 2011, Hyldgaard et al. 2012). Megemlitendd azonban, hogy a
kutatasok soran altalaban referencia torzseket alkalmaztak, igy rezisztens baktériumok és
klinikai betegekbdl izolalt torzsek esetén tovabbra is sziikség van a lehetséges
tdmadaspontok meghatarozasara. Az ill6olajok nagy elénye, hogy komplex Osszetételiiknek
koszonhetden tobb mddon fejtik ki hatasukat (Faleiro és Miguel 2012). A bakteridlis sejtfal
és kiils6 membran fehérjéinek szerkezetén tul (Helander et al. 1998, Karatzas et al. 2001,
Derakhshan et al. 2008, Tiwari et al. 2009, Bouhdid et al. 2010, Nazzaro et al. 2013, Felso et
al. 2013) befolyasolhatjdk az ATP termelést, quorum-sensing rendszert (Faleiro 2011),
illetve gétolhatjak a fehérjeszintézist (Burt et al. 2007). Bar az antibakterilis hatas kivaltasa
az esetek dontd tobbségében az illoolaj f6 komponenséhez kothetd (Burt 2004, Horvath et
al. 2010), szamos esetben irtdk le minor komponensek hatékonyabb szerepét a nagyobb
mennyiségben jelenlévo Osszetevokhoz képest (Marino et al. 2001, Viljoen et al. 2006).
Feltételezik, hogy az ill6olajban bekovetkezd oxidacios folyamatok soran képzodo termékek
hozzijarulnak a hatékonyabb antibakteridlis aktivitashoz; citrdl, limonén és a-pinén
komponensek esetén az oxidalt-szarmazékok potensebb hatasa volt megfigyelhetd (Grosjean
et al. 1992, Orafidiya et al. 1993). Ezzel ellentétben foként ételpatogén torzseken végezve
vizsgélatokat, az oxigénszegény kornyezet biztositasa kakukkfli, oregano, koriander ill6olaj
esetén eredményesebb antimikrobas hatast eredményezett, vélhetden az illdolaj
komponenseinek kisebb mértékii atalakuldsa, valamint az adott baktériumok illolajokra
val6 nagyobb érzékenysége miatt (Paster et al. 1990, Stecchini et al. 1993, Tsigarida et al.
2000, Skandamis és Nychas 2001).

Inhal4ciés terdpia alkalmazasanal fontos feladat, hogy az illékony anyagok minél
kevesebb veszteséggel magas koncentracioban jussanak el a kezelendd teriiletekre, illetve
konnyen alkalmazhatok legyenek a betegek szamara. Ennek megoldasara szdmos
szabadalommal védett eszkoz keriilt kifejlesztésre az utdbbi években (Hymes et al. 1987,

Block et al. 2000, Vail és Vail 2006, Evani 2007, Kolins 2010, Sienkiewicz et al. 2012).

3.3 Az antimikrobas hatas in vitro vizsgalomodszerei
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Egy adott készitmény vagy anyag antibakteridlis hatasanak in vitro vizsgalatara szamos
klasszikus moddszer all rendelkezésiinkre. Fontos megemliteni azonban, hogy ezek a
technikdk elsésorban hidrofil természeti anyagok esetén alkalmazhatok nagy
hatékonysaggal, ennélfogva az ill6olajok estén az adott tesztrendszerben torténd vizsgalat
sokszor problémékba iitkozik. Tekintettel arra, hogy az ill6olajok nagy viszkozitasu,
illékony, tobb komponensii hidroféb anyagok, az eredetileg kidolgozott mddszerek
onmagukban nem megfeleléek hatdsuk értékeléséhez, igy mindenképpen optimalizalni
sziikséges az adott tesztrendszert. A felmeriillé nehézségek koziil az egyik legfontosabb
tényezd, hogy biztositanunk kell az illéolaj komponenseinek stabil diszperzidjat a vizes
szempont, hogy megfeleldé eljarast taldljunk az életben maradt mikroorganizmusok
detektalasara, a vizsgalt anyaggal vald kezelést kovetden. Ezek alapjan megkiilonboztetiink
dilucios, diffuzids, bioautografidas és gézteres modszereket, amelyek koziil a tovabbiakban

az illoolajok esetén leggyakrabban alkalmazott technikakat ismertetem.

3.3.1 Korongdiffiziés modszer

A modszer tobb valtozata koziil napjainkban az illdolajok vizsgalatira a korongdiffizids
modell a legelterjedtebb. A vizsgalatok esetén a megfeleld csiraszamra beallitott baktérium-
szuszpenzi6é adott mennyiségét a megszilardult agar feliiletén egyenletesen elszélesztik,
majd ezutdn a vizsgilni kivant illdolajjal &titatott papirkorongokat a beoltott taptalaj
felszinére helyezik. A tenyészeteket egy napon at a megfeleld hOdmérsékleten inkubaljik,
majd masnap meghatiarozzak a korongok koriil kialakult gatlasi zonak méretét, amelybdl a
mikroorganizmus adott szerre vald érzékenységére lehet kovetkeztetni. A megolvasztott
agarhoz, illetve az illéolajhoz a korongra vald felvitel eldtt feliiletaktiv anyag adhatd,
eldsegitve ezzel az olaj egyenletesebb eloszlasat. A moddszer hatranya, hogy az illdolaj-
komponensek téptalajba vald diffuzidja sokszor nem biztosithaté megfelden, igy a vizsgélat
sem tud szdmunkra megbizhaté eredményt nyujtani. (Dorman és Deans 2000, Hood et al.
2003, Choma és Grzelak 2011, Tyagi és Malik 2011b, Choi et al. 2016, Pauli és Schilcher
2016).

3.3.2 Dildcidés modszerek
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Az egyik legnépszeriibb antimikrobds vizsgalomodszerek kozé tartozik. A minta
mennyiségétdl fliggben megkiilonboztetiink makro- és mikrodilicios technikdkat. A kisérlet
soran a vizsgaland6 illdolajat folyékony taptalajban diszpergaljak, majd az alapoldatbol
altaldban higitasi sorozatot hoznak létre. Az illdolaj vizes kozeggel valé megfeleld
elegyedéséhez kiillonbozd segédanyagokat (pl. Tween 80, dimetil-szulfoxid: DMSO)
térfogatban. Minden csO0hoz a megfelel0 csiraszamra beallitott baktériumtenyészet azonos
mennyiségét adjak, majd homogenizaljak és inkubaljak a csovek tartalmat. A mikrobioldgiai
aktivitast vizudlis tuton, illetve agar taptalajra valo kioltassal hatarozzak meg a kontrollhoz
viszonyitva.

A mddszer lehetdséget nytjt az antimikrobas hatés jellemzésére szolgalé MIC (minimum
inhibitory concentration), valamint MBC (minimum bactericidal concentration)
meghatarozasara. MIC értéken azt a minimalis koncentraciojat értjiikk egy anyagnak, amely a
baktérium szaporodasat a kontroll tenyészethez viszonyitva gitolja. Az MBC megmutatja,
hogy melyik az alkalmazott szer legkisebb koncentracidja, amely mar teljes mértékben
csokkentette a csiraszamot. A mddszer mikrodiliciés véaltozatinal kisebb mennyiségii
mintara van sziikség, maga a higitds is kisebb térfogatban (<200 pl) mikrobiolégiai plate-n

torténik (Hood et al. 2003, Tyagi és Malik 2011a,b, Pauli és Schilcher 2016).

3.3.3 Bioautografias vizsgalatok

Napjaink egyik legkorszeriibb és legspecifikusabb modszere, amely segitségével tobb
komponenst tartalmazé kivonatok antimikrobés hatasa vizsgalhat6. Az eljaras nagy eldnye,
hogy otvozi a vékonyréteg-kromatografids és mikrobiologiai vizsgalatokat, valamint
kikiiszoboli a dildcids, illetve diffuzids technikdk soran fellépd anyagveszteségeket. A
modszer eredményességét tobb tényezd befolyasolhatja: a minta eléallitaisdnak modja, pH-
viszonyok, a minta oldhat6saga, a mikroorganizmusok tipusa, adalékanyagok, oldoszerek,
az adszorbens fajtja, az inkubaldsi homérséklet, valamint a detektadlashoz hasznalt
reagensek (Rios et al. 1988, Botz et al. 2001). Alkalmazéasa igen széleskorti, antibakterialis,
antifungalis, protozoon-ellenes, illetve citotoxikus szerek analizisére egyarant hasznalhato.
A bioautogrifias eljarasok koziil a direkt tipust alkalmazzik a leggyakrabban.

A direkt bioautografids vizsgdlat sordn a mikroorganizmusok novekedése a
vékonyrétegen torténik. A moddszer elsé 1épéseként a minta komponenseit valasztjuk el

altaldban szilikagél all6fazison. Az eluens elparologtatisa utan a baktériumtenyészet optikai
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denzitasat (OD) 600 nm-en, 1 cm-es kiivettat alkalmazva megmérjiik. Az OD értéket 0,2-0,5
kozé bedllitva tudjuk elérni a sikeres vizsgalathoz sziikséges 4 x 10’ CFU/ml csiraszamot.
Kovetkezd 1épésként a rétegeket a baktérium-szuszpenzidba meritjiik 10 masodpercig,
szobahOmérsékleten megszaritjuk, és parakamrdba helyezziikk, majd megfeleld
homérsékleten inkubdljuk 17 6rdn at. Ez az id6tartam mikroorganizmusonként eltérhet,
ahogy a vizsgilat tobbi paramétere is mindig a valasztott mikrobdhoz igazodik. Az
antimikrobds  hatds detektilasa egy tetraz6liums6é  (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5
torténik. Az inkubalt rétegeket az MTT festék vizes oldatdba meritjiik, majd djabb 2 6ras
inkubalas kovetkezik. A detektilas alapja, hogy a sarga szinli tetraz6liums6 oldatabdl a
rétegen talalhaté é16 baktériumok NAD'-fiiggd laktat-dehidrogendz enzime szines, kékes-

lila szinli formazan-szarmazékot képez (2. dbra).

7N D bakeeridlis dehid ;
Nﬁf\lll@ Er aiteridiis deki mgimaz N"NH

tetrazolinm- s formazan
i g

2. abra az MTT festék redukcidja

Ennek eredményeként a mikrobioldgiailag aktiv komponensek a kékes-lila hatterti rétegen
fehér foltokként jelennek meg gatlasi zonat reprezentilva (Botz et al. 2001). Tdlnyomasos
rétegkromatografia alkalmazisa (OPLC) a szabalyozott aramlés, a standardizalt elvalasztasi
koriilmények, a rovid szeparicios id0, a nagy felbontds és a megismételhetdség, valamint
magas minta analizalasi teljesitmény biztositdsa optimalisabb mikrobioldgiai detektalast
tesz lehetové (Tyihak et al. 1979, Choma és Grzelak 2011). Anaerob baktériumok vizsgalta

a mddszer koriilményeinek modositasaval szintén kivitelezhetd (Kovécs et al. 2016).

3.3.4 Gozteres vizsgaldomodszerek (vapor phase techniques)
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A gozteres vizsgalatok soran az el6z0 moddszerekkel ellentétben az illdolaj nincs direkt
kontaktusban a tesztmikroorganizmussal, csupan az illékony komponensek altal kialakitott
gbztér érintkezik az adott torzzsel. A mddszer tobbféle tesztrendszerben valdsithatdé meg. Az
egyik esetben a modszer alapja a korongdiffiziés mdédszer mddositasa, amelynek sordn a
Petri-csésze tetejébe helyezik az illdolajjal impregnalt korongokat, az als6é részbe pedig a
megfeleld taptalajon elszélesztett mikroba keriil. Inkubalds utan a kialakult gatlasi z6énak
atméroit hatdrozzak meg (Lopez et al. 2005, Mondello et al. 2009, Goni et al. 2009,
Nedorostova et al. 2009). Egy masik elrendezés szerint a szilard taptalaj felszinén
elszélesztett mikroorganizmust €s a pérolgd illoolajat meghatarozott térfogati kamréaba
teszik, majd meghatirozzak a kialakult gitlasi zondk atméroit, a lathaté baktériumtelepek
szamdit, vagy az adott anyag legkisebb hatdsos dézisat (Doran et al. 2009, Inouye et al.
2011a,b). A mddszer elonye, hogy az alkalmazott kamrdk viszonylag nagyobb térfogattal
rendelkeznek egy Petri-csészéhez viszonyitva, igy konnyebben kapcsolhaték Ossze mas
tesztrendszerekkel. Ennélfogva meghatarozhat6 a baktériumok jelenlétének valtozasa az 1dd
fiiggvényében, illetve a 1égtérbe keriilt illékony komponensek szdzalékos mennyisége is (Al
Yousef 2014).

A glzteres vizsgalatok gazdasagosabb kivitelezési modja az osztott Petri-csésze
alkalmazasa. A csész€k osztataiba azonos szaporodasi koriilményeket igénylo baktériumok
szuszpenzi6i keriilnek elszélesztésre. A vizsgalati mintdkat ezutdn steril, a csésze
atmérdjéhez igazodo sziirépapiron szélesztik szét, majd a Petri-csésze osztatara helyezik, igy
az ill6olaj nem érintkezik az agar felszinével. A Petri-csésze lezarasa és inkubécidja utan
hatarozzdk meg a MIC értéket. A mddszer elonye, hogy tobb mikroorganizmust tudunk
egyszerre azonos koriilmények kozott vizsgilni, valamint a Petri-csésze egy osztatat
szabadon hagyva a vizsgalt anyagok és a tiptalaj kontaminaci6jat szintén lehetdségiink van

ellendrizni (Laird és Phillips 2011, Kloucek et al. 2012a,b).

3.4. Illéolajok és illéolaj-komponensek kolcsonhatasa

Az elmult évtizedek folyamén az illdolajok és ill6 komponensek kolcsonhatasat vizsgalo
publikécidk szama kozel duplijara emelkedett. A kombinacidik igéretes terapids megoldast
jelenthetnek az egyre nagyobb szidmban megjelend rezisztes fertdzésekkel szemben, az
altalanos rezisztencia mechanizmusokkal szembeni ellenallasuknak, valamint alkotdik
kiillonboz6 hatdsmodjanak koszonhetdéen (Burt 2004, Bassolé és Juliani 2012, Langeveld et

al. 2014).
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3.4.1 A kolcsonhatasok in vitro vizsgalé modszerei

Az ill6 komponensek egymassal és egyéb anyagokkal (pl. antibiotikumok, méz, eziist ionok,
nanorészecskék) valdé kombinacidinak antibakteridlis hatasat leggyorsabban @ és
leghatékonyabban in vitro mddszerekkel tudjuk kimutatni. A diffuzion és dilicion alapulo
vizsgalatok elsddleges célja, hogy felderitse az adott kombinacié esetén szinergista, additiv
vagy antagonista hatds 4all fenn a komponensek kozott. A diffuziés probak alapja
megegyezik a 3.3.1. fejezetben ismertetettekkel, a vizsgélatok sordn az Onalléan felvitt
komponensek és a kombinalt minta gatldsi zOndi keriilnek Osszehasonlitasra. Szinergista
hatasunak tekinthetd egy kombinici6, amennyiben annak gitlasi z6nija meghaladja az
onélléan alkalmazott komponensek gatlasi zondinak Osszegét, additiv hatdsi amennyiben
nem kiilonbozik att6l. Antagonista a kombinécid, ha a gatlasi zona mérete kisebb, mint az
0néll6 koponensek 4ltal kivaltott hatas, vagy azok 0sszege (Langeveld et al. 2014, Semeniuc
et al. 2017, Boonyanugomola et al. 2017). A korongdiffiiziés mddszer eredményesen
kombinalhat6 gézteres vizsgalatokkal (Goni et al. 2009) is, amelyek soran a korongra felvitt
minta gatlasi zondjanak véaltozasat figyelik meg egy ill6 komponens altal kialakitott
goztérben, illetve a korongra felvitt kombinacié egyiittes hat4sat viszonyitjak a
komponensek altal 6nalloan kivaltott gatlashoz (Veras et al. 2012, Pereira et al. 2017).
Mikrodiliciés mddszerek alkalmazésa soran az egyes kombinaciok MIC értékei keriilnek
Osszehasonlitidsra. A mddszerek koziil az egyik leghatékonyabb a checkerboard-titralas,
amelynek lényege, hogy a komponensek ellentétes iranyban novekvd koncentricidit
kombinalva értékeljiik a baktériumok szaporodasara kifejtett gatlast a kezeletlen kontrollhoz
képest. A vizsgilatok eredményeként az egyes komponesek frakciondlis gatld
koncentracidinak (FIC,, FICg), valamint ezek 0sszegének (frakcionalis gatld koncentracids
index, FICI) kiszamitasaval megallapithat6 a vizsgalt anyagok kozti kdlcsonhatas.
A FIC index szamitasi médja:

MIC kombinécio MICE xombinicio
FICI = FIC, + FICg = +
MIC A 6nallo MICB onallo

A MIC a3 snane az egyediil alkalmazott hatéanyag MIC értékét jeloli 6nalld alkalmazas
esetén, amig a MIC A B kombinicic aZ adott anyagokat egyiitt alkalmazva megallapitott MIC
értékeket fejezik ki. Amennyiben a FICI érték kisebb vagy egyenld, mint 0,5 a kombinéacidt
szinergistanak, 0,5-1 kozott érték esetén additivnak, 4 és annadl nagyobb értéknél

antagonistanak tekinthetjiikk (Langeveld et al. 2014, Clemente et al. 2016). Megemlitendd
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azonban, hogy a tartomidnyok nem tekinthetOk egységesnek, egyes publikiciok nem
kiilonitenek el additiv kdlcsonhatast, valamint alacsonyabb, illetve magasabb FICI értékhez
rendelik a szinergista €s antagonista kolcsonhatas megallipitasat (Bassolé és Juliani 2012,
Galluci et al. 2009, Adrar et al. 2016, Ghabraie et al. 2016).

A diluciés modszerek masik lehetséges fajtija, hogy adott hatdanyag eldzetesen

meghatirozott MIC értékének valtozasat értékeljilk egy hozzdadott masik komponens
hatasara (Miladi et al. 2017). A time-kill vizsgalatok segitségével az adott kombinacid
csiraszam-csokkentd hatasardl nyerhetiink informaciot a kezelés 6ta eltelt id6 fliggvényében.
A modszer hatranya, hogy egyszerre csak meghatirozott szamu kombinacirdl ad
informaciét, nem detektalhatok vele az additiv hatasok, valamint a kolcsOnhatas
meghatirozasadhoz a csiraszadm folyamatos monitorozasa sziikséges (Ye et al. 2013).
A kombinacios kezelések antibakteridlis hatisat elektronmikroszképos megfigyelésekkel
kiegészitve a bakteridlis biofilm képzodésre gyakorolt hatasrdl, illetve a keverékek
hatdsmechanizmusardl nyerhetiink bdvebb informaciét (Gupta et al. 2017, Miladi et al.
2017).

A fentiek tekintetében jol lathat6, hogy standard moddszer sajnos nem all
rendelkezésiinkre a kolcsonhatasok vizsglatira. A moddszerek eltérd paramétereknek
koszonhetden az egyes kutatocsoportok eredményeinek Osszevetése gyakran iitkozik
nehézségekbe, sokszor jelent akadalyt az illéolaj forrdsdnak ¢és anyanovénye
megnevezésének hidnya, valamint a kolcsonhatast értékeld eltérd tartomanyok alkalmazasa

is.

3.4.2 Tll6olajok és illbolaj-komponensek kombinacidja az iparban

Az elmult évek sordn a legtobb kolcsonhatast vizsgdld kozlemény éElelmiszerpatogén
baktériumok és gombak vizsgalatara irdnyult, az in vitro vizsgalatok soran megfigyelték,
hogy legerdsebb antibakterialis hatdssal az aldehid és fenolos komponenseket (pl.
fahéjaldehid, citral, eugenol, karvakrol, timol) tartalmazé ill6olajok rendelkeztek. Ezzel
szemben a ketonokat €s észterszarmazékokat (a-tujon, f-mircén) nagyobb mennyiségben
tartalmazo olajok altaldban inaktivnak bizonyultak (Bassolé és Juliani 2012, Hossain et al.
2016, Rai et al. 2017). A kezelt élelmiszer pH értékét, az alacsony tarolasi homérsékletet,
zsirtartalmat, fehérjetartalmat illetve a magas sotartalmat egyarant az illdolajok
antibakterialis hatdsat befolyasold tényezoként tartjdk szamon (Valero és Francés 2006,

Tserennadmid et al. 2011, Calo et al. 2015). Matan és munkacsoportja (2006) az
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élelmiszerek csomagoldsa sordn a fahéj- és szegfiiszegolaj kombinacigja altal képzett
gozteret alkalmazva modositott 1€gkori paraméterek mellett (CO, 40%, O, <0.05%) annak
preventiv hatasat figyelte meg tobb penész- (Penicillium roqueforti, Aspergillus flavus,
Eurotium sp.), és é€lesztogomba (Candida lipolyticus, Debaryomyces hansenii, Pichia
membranaefaciens) valamint ételpatogén baktérium esetén. Kimutattdk, hogy az illdolajok
goztér forméaban eredményesebb gatld hatast biztositottak, ezenfeliil kevésbé befolyasoltik a
termékek izét és aromajat. Aspergillus torzseket vizsgalva Hossain és munkatérsai (2016) 28
illéolaj kombindcié koziil a fahéj-kakukkfli, oregané-kakukkfii, borsmenta-teafa
kombinacidjat tobb Aspergillus fajjal szemben szinergistanak értékelték, ezzel szemben a
fahéj-eukaliptusz, fahéj-teafa, eukaliptusz-teafa elegyét additiv, a fahéj-oregdnd, fahéj-
borsmenta keverékét antagonista hatisuként irtak le.

Az utébbi években a nanotechnoldgidaval kombindlt fejlesztések az antibakteridlis hatas

potencirozasat céloztdk meg a hatdéanyagok felszabadulasdnak szabalyozédsaval,
farmakokinetikai paramétereik modositasaval, illetve biohasznosulasuk novelésével. A
nanorészecskék illdolajokkal val6 kombinaci6ja sordn kedvezd eredményt értek el az
élelmiszerek csomagolésa, élettartamuk meghosszabbitisa kapcsan, ezen feliil kikiiszobolték
az olajok vizes kozegben val6 oldhatatlansagat is (Hill et al. 2013, Campos-Requena et al.
2017, Rai et al. 2017 ). Timol zein nanorészecskékkel kombinalva hosszabb ideg volt képes
megakadalyozni a Gram-pozitiv baktériumok elszaporodasat a kontoroll csoporthoz képes,
mig a poli-laktat-ko-glikolsav nanokapszuldba csomagolt karvakrol a biofilmképzésre
gyakololt hatékonyabb gatlist (Iannitelli et al. 2011, Zhang et al. 2014)
Nanorészecskék alkalmazasival az ill6 komponensek felesleges péarolgdsa is
szabalyozhatéva vélt. Igy csokkent a sziikséges hatdanyagok koncentricidja, ezaltal
toxicitasuk az él6 szervezetekre, valamint kevésbé érzékelhetdvé valt aromdjuk a kezelt
terméken (Rai et al. 2017).

A komponensek kozotti kolecsonhatasokért felelds hatdsmechanizmusok egyel6re még
nem teljesen tisztazottak, az eddig elvégzett vizsgélatok alapjan tobb lehetséges modot is
val6sziniinek tartanak a szinergista hatdsok kifejtésére. Altalanosan elfogadott, hogy a
Gram-pozitiv baktériumok az esetek tobbségében a kiils6 membran hidnya, igy az
illolajokkal val6 direkt kontaktus kdvetkeztében érzékenyebben reagilnak a sejtet karositd
hatasokra (Rai et al. 2017). A minta komplex Osszetételének koszonhetden az adott keverék
tobb tdmadasponton is ki tudja fejteni hatisat, ennek koOszonetden a rezisztencia

mechanizmusokkal szemben is sokkal ellenallobb (Kon és Rai 2013). A mintdban 1évo
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komponensek ezen feliil egymas kedvezdtlen hatésait is gatolhatjak igy eldsegitve a kedvezd
hatésok érvényesiilését (Wagner és Ulrich-Merzenich 2009).

A fenolos ill6olaj-komponensek esetén elsOsorban a kiilsé sejtfalra €s sejtmemranra
gyakorolt karosité hatasokat tartjak legjelentdsebbnek, mig bizonyos komponensek a sejten
beliil enzimatikus €s energiatermelésért felelds folyamatok gatlasdval idézik eld a sejtek
mieldbbi halalat. Timol és karvakrol kombinicié eredményesen novelte a sejtmembrin
atjarhatosagat S. typhimurium esetén, illetve eldsegitette a fahéjaldehid hozzakotodését a
sejtmembran fehérjéihez, amely kozvetlen kéarosodasokat eredményezett. Eugenol-timol
kombinaciéja esetén hasonlé hatist figyeltek meg E. coli-val szemben, az eugenol
fahéjaldehiddel valé kombinacidjanak gatlé hatisa ezzel szemben vélhetéen enzimatikus
folymatok befolyasolasdhoz volt kotheté (Hemaiswarya és Doble 2009, Pei et al. 2009,
Rogiers et al. 2017). A fahéjolajjal val6 kezelés esetén az elébb emlitett hatdsok mellett a
membran permeabilitisanak valtozasat figyelték meg, amely hozzajarult a sejt elektrolit és
emelkedéséhez (Rai et al. 2017). Teafaolaj, fahéjsav, p-cimén és y-terpinén esetén az
antibakteridlis hatds szintén a membrankarosité hatdshoz volt kothetd (Langeveld et al.
2014). Geraniol esetén ezenfelill az efflux mechanizmus gétldsa is szerepet jatszhat a
rezisztens baktériumokkal valé kiizdelemben (Lorenzi et al. 2009). Kémiai szerkezethez
kothetd, hogy tobb komponens acetat formdja (linalil-acetat, geranil-acetat, bornil-acetét)
jelentdsebb antibakteridlis hatast ért el az alapmolekuldhoz képest (Pasdaran és Sheikhi
2016). Ezen feliil a citral, karvon és a-pinén anti-quorum sensing aktivitasat is publikaltak
mar (Kon és Rai 2013). Koszonhetden a komponensek eltéré hatismechanizmusanak az
illéolajokat a legtobb esetben hatékonyabbnak talaltdk, mint magukat az izolalt
komponenseket (Burt et al. 2004, Bassolé és Juliani 2012, Calo et al. 2015). Igy mint
utaltunk is rad az eldz6 fejezetekben, a kis mennyiségben jelen 1évé komponenseket sem

szabad figyelmen kiviil hagyni az antibakterialis hatas értékelésénél.

3.4.3 Tll6olajok és illbolaj-komponensek kombinacidja a gydgyaszatban

Az élelmiszeriparban jelentOs torzsek vizsgéilata mellett egyre tobb in vitro vizsgalat szentel
figyelmet az illolajok és komponenseik humén patogénekkel szembeni aktivitisanak.

A vizsgilatok elsdsorban a keverékek antibakteridlis és antimikotikus hatdsival
foglalkoznak, emellett azonban parazitaellenes, repellens és féreglizd tulajdondgot is

kimutattak (Braga et al. 2007, Reegan et al. 2014, Horvéth et al. 2016, Sharma et al. 2017).
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A citral, eugenol és timol harmas kombinécidja ugyancsak hatékony Crithidia fasciculata és
Trypanosoma cruzi fertdzések esetén (Azeredo és Soares 2013). A Haemonchus contortus
ellen folytatott vizsgdlatokban a fahéjaldehid karvakrollal, valamint timollal készitett
elvégzett tesztek sordn az 1,8-cineol, linalool és szimvasztatin egymassal valé kombinéci6i
eredményes koleszterinszint-csokkentonek bizonyultak (Rodenak Kladniew et al. 2014).
Kevés szamud in vivo vizsgalat all rendelkezésiinkre a keverékek vizsgélatardl, néhany
esetben azonban az ill6 komponensek egymassal és egyéb anyagokkal val6 kombinacidinak
gyulladas és fijadalomcsillapito hatasat igazoltnak taliltdk. Redasani és munkatarsai (2012)
eredményesen kombinaltdk az ibuprofen prodrug-jit, mentollal, timollal és eugenollal. A
gyulladascsokkentd hatds fokozasa mellett a gasztrointesztinalis toxicitas csokkenésérérdl is
beszamoltak patkdnyokon végzett tesztjeikben. Beltran-Villalobos és kutat6csoportja (2017)
szintén patkdnyokon kivaltott fijdalommodellben a szegfiiszeg- és rozmaringolaj szinergista
hatasat figyelte meg ketorolakkal kombinaciéban.

Sajnos a léguti fertdzések esetében leggyakoribb kdérokozok tobbsége esetén még nem
végeztek az ill6 komponensek kolcsonhatasira irdnyuld in vitro vizsgalatokat. In vivo
vizsgélatok pedig csupan korldtozott szamban allanak rendelkezésiinkre. A 1égutakban is
eléfordulé patogénekre fokuszalva az eddig tesztelt kombinacidk eredményeit a 2. tablazat

foglalja Ossze.

2. tablazat: Illéolajok és komponenseik kolcsonhatasanak eredményei légiti patogének
esetén

Kombinacié Légiti patogén Kolcsonhatas Referencia
. L MRSA, . . Mulyaningsih
1,8-cineol Aromadendrén S. pyogenes Szinergista et al. 2010
. . . Bassolé et al.
P. aeruginosa Szinergista 2010
Mentol S aureus Nincs Gallucci et al.
) kolcsonhatés 2009
Eugenol S. mutans Additiv Didry et al.
) 1994
Timol S aureus Nincs Gallucci et al.
) kolcsonhatés 2009
P. aeruginosa Szinergista Bassolé et al.
- aerug & 2010
Eugenol Staphylococcus sp. Additiv Moleiygagrzet al.
e . T 3 1 . .
Fahéjaldehid 1mo S mutans Additiv Didry et al.
Eugenol 1994
Karvakrol S. aureus Szinergista Ye et al. 2013
Mentol Szinergista )
. - Gallucci et al.
Geraniol . S. aureus Nincs
Timol, eugenol 1 e P 2009
kolcsonhatas
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2. tablazat (folytatas)

Mircén

Gallucci et al.

(L.) Merr. & Perry

P. aeruginosa

S. aureus Antagonista 2009
Karvakrol Eugenol Additive )
P. aeruginosa Nincs Bassolé ct al.
Linalool, mentol ’ e P 2010
kolcsonhatas
Limonén 1,8-cineol S. aureus, Szinergista Van Vuuren &
’ P. aeruginosa & Viljoen 2007
. Mentol . Additiv Bassolé et al.
Linalool : P. aeruginosa - -
Eugenol, timol Szinergista 2010
S. aureus Antagonista Gallucci et al.
Mentol p . . . 2009, Bassolé
. aeruginosa Szinergista et al. 2010
S Additiv/ Lambert et al.
Timol - aureus Antagonista 2001,
Gallucci et al.
Karvakrol . .
arvaxro P . Szinergista/ 2009
- aeruginosa Additiv Bassolé et al.
2010
S. aureus Nincs Cl 1
Allil-izotiocianét : kdlesonhatds e
P. aeruginosa Additiv
S. aureus Additiv
) Thymus vulgaris L. Aspergillus Nincs
Cinnamomum verum . .. . 4 Feietal. 2011
fumigatus kolcsonhatas )
1.5 Presl Syzygium aromaticum S. aureus Goni et al.
e o p e Additiv 2009
(L.) Merr. erry . terreus _ Horvith et al.
. incs 2016
Cymbopogon nardus (L.) | A. fumigatus Kkolesonhatis
Rendle ; -
A. niger Antagonista
Cymbopogon citratus Cymbopogon giganteus . . Bassolé et al.
(DC) Chiov. S. aureus Szinergista 2011
Levisticum officinale Ocimum basilicum L. S. aureus, Antasonista Semeniuc et al.
Koch. Thymus vulgaris L. P. aeruginosa & 2017
Lippia multiflora Mold | Mentha piperita L. Additiv
. . Nincs Bassolé et al.
Lippia multiflora Mold. 1 o, o 1 siticum L. S. aureus kolesonhatds 2010
Mentha piperita L. Szinergista
Ocimum basilicum L. .
Thymus vulgaris L. Additiv
. . o . Gutierrez et al.
Origanum vulgare L. Melissa officinalis L. P. aeruginosa 2008
Origanum majorana L. Nincs
Salvia triloba L. kolcsonhatés
Rosmarinus officinalis L
Ocimum basilicum L. Thymus vulgaris L.
Levisticum officinale .
S. aureus, . Semeniuc et al.
Petroselinum crispum L Koch. P. aeruginosa Antagonista 2017
osewnunt CrSpUm L 0 imum basilicum L. ' J
Thymus vulgaris L.
Syzygium aromaticum Rosmarinus officinalis L. S. aureus, Additiv F;&g? L

A vizsgélatok nagy része ez idaig S. aureus és P. aeruginosa ellen tortént a hatisos

kombinacidk alkot6i az élelmiszeriparban is jelentds potencidllal rendelkezd citronellaolaj,
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fahéjaldehid, timol, mentol és eugenol voltak. M. catarrhalis esetén a Cymbopogon nardus
illéolajanak eziistionokkal val6 kombinacidja esetén szintén szinergista hatast detektaltak
(Ahmad és Viljoen 2015).

Koszonhetéen az egyre nagyobb szamban megjelend rezisztens torzseknek, az elmult
évek soran egyre nagyobb hagsulyt kapott a klasszikus antimikrobés szerek és természetes
hat6anyagok kombinacidjanak lehetdsége. Ennek koszonhetden az antibiotikumok, illolaj-
komponensek és illéolajok kolcsonhatasat vizsgald publikaciok szdma is rohamosan
emelkedett. A 1éguiti patogénekkel szemben eddig publikalt eredmények Osszegzése
tekintettel a tablazatok terjedelmére, a disszertacio 1. és 2. mellékleteként keriil ismertetésre.
A vizsgélatok soran szamos antibiotikum-rezisztens Gram-pozitiv és Gram-negativ
baktérium keriilt bevonasra. A legtobb vizsgilatot ez idaig a timol és kakukkfiiolaj kapcsan
végezték. Megemlitendd azonban, hogy kiillonboz6 kakukkfii fajok illdolajanak aktivitasa
jelentOsen eltért egymastol.

Szinergista hatds els6sorban Gram-pozitiv baktériumok (Staphylococcus  sp.,
Streptococcus sp.) ellen volt megfigyelhetd. A szinergista hatast az antimikrobds szerek
timollal, fahéjaldehiddel, karvakrollal €s eugenollal valé kombinacidja eredményezte.
Emellett az illdolajokkal valo egyiittes alkalmazas a Gram-pozitiv baktériumokkal szembeni
aktivitas mellett szdmos Gram-negativ (pl. K. pneumoniae, M. catarrhalis, A. baumannii, P.
aeruginosa) torzs esetén is hatékonynak bizonyult.

Az 0Osszegzett publikaciok eredményeinek Osszevetése kapcsan is érvényesiiltek az
élelmiszeripari vizsgalatoknal emlitett korlatozé tényezOk, sok esetben nem keriilt emlitésre
az illoolajok Osszetétele, valamint konkrét eredete sem. A kolcsOnhatasok vizsgalatara a
checkerboard méddszer volt foként jellemzd, de korongdiffiziés és vapor phase tesztek is
el6fordultak (Bassolé és Juliani 2012, Langeveld et al. 2014).

Megemlitendd, hogy ezen teriileten egyediil, a citrallal végeztek allatkisérletet, amelynek
soran az ill6 komponens 6nall6 és norfloxacinnal kombinalt adagolasa esetén az MRSA-val
fertdzott egerek szerveiben a kontrollcsoporthoz viszonyitva a csiraszamot szignifikansan
alacsonyabbnak taldltak. Az antibiotikummal kombinélt kezelés hatékonysagat azonban az
egyediil citrallal kezelt csoport nem tudta meghaladni (Gupta et al. 2017). Két
esettanulmany szerint az ausztrdl teafaolaj inhalaci6ja M. tuberculosis fertdzés esetén
enyhitette az irritdl6 kohogést, 4-5 napos inhalidcié utdn a vett kOpetmintdk negativ
eredményérdl szamoltak be mindkét esetben. Ezutin kezdték el a betegek tuberkulozis

ellenes szerekkel val6 kezelését. Mivel az inhalaci6 idében elkiiloniilt a klasszikus terapiatdl
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nem beszélhetiink szinergista hatisrol, az esetek megfigyelései azonban igéretes tovabbi
vizsgalatok alapjait képezik (Sherry et al. 2004).

A 2. tablazatban feltiintetett eredményeket figyelembe véve elmondhatd, hogy
mindeképpen érdemes tovabbi vizsgilatokat folytatni mas léguti fertdézéseket okozd
mikroorganimusokkal is. Az egyre nagyobb szdmban el6forduld rezisztens torzsek miatt
elsdsorban ezek kezelésére lenne célszerli fOkuszalni. A vizsgilatok a késdbbiekben
megfeleld alapot szolgaltathatnak in vivo tesztek kivitelezéséhez is, amelyek a hatdsos

kombinaciok gyoégyaszati felhasznilasdnak eldremozditasat segitenék elé a jovOben.
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4. VIZSGALATI ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 A vizsgalatok soran alkalmazott illolajok

Vizsgélataink soran olyan gyégyaszatban is alkalmazott illdolajokat alkalmaztunk, amelyek
baktériumok &ltal okozott 1éguiti megbetegedések esetén a gyogyszeres terapia eredményes
kiegészitdi lehetnek. Ennek megfeleléen a fahéjkéreg (Cinnamomum zeylanicum Nees.),
szegfliiszeg (Syzygium aromaticum (L.) Merill & Perry), kakukkfti (Thymus vulgaris L.),
eukaliptusz (Eucalyptus globulus Labill.), erdeifenyd (Pinus sylvestris L.), borsmenta
(Mentha x piperita L.) és citronella (Cymbopogon nardus (L.) Rendle) ill6olajat vontuk be a
vizsgélatokba. A mintak a budapesti Aromax Zrt.-t0] keriiltek beszerezésre. Az illdolajokat a
mikrobiologiai vizsgilatok megkezdését megel6zOen minden esetben gazkromatogréifias
analizisnek vetettiik ald, mindségi, illetve mennyiségi Osszetételik meghatarozisa és
ellendrzése céljabol. Az alkalmazott illdolajok gyartasi szdmait a dolgozat 3. melléklete
tartalmazza.

Kutatasunk bovitéseként lehetdségiink volt egy Mong6lidban honos illdolaj-tartalmu
gyogynovény, az Artemisia adamsii Besser ill6olajanak vizsgalatara is. A novényi anyag
begylijtését €s azonositasat Dr. Tserennadmid Rentsenkhand bioldégus (National University
of Mongolia, School of Biology) 2010 juliusaban Ulanbator kozelében (47° 55' 16.4280" N,
106° 55" 6.8016" E 1304 m) végezte el szamunkra. A drog illoolaj-tartalmanak
meghatirozasara vizgdz-desztillalaciot végeztink a VII. Magyar Gydgyszerkonyvnek
megfeleld berendezéssel. A modszer sordn, kdzvetleniil a felhasznalast megel6zden apritott
25,0 g tomegli, abszolut szaraz droghoz 500 ml vizet adva, a forrast6l szdmitott 3 6ran at

végeztiik a desztillalast.

4.2 Analitikai vizsgalatok

4.2.1 A gazkromatografias analizis paraméterei

A gazkromatografia az illoolajok Osszetételének vizsgalatara kiilondsen alkalmas modszer,
mivel ennek sordn a mintak elparologtatdsa nagyobb veszteség nélkiil torténik, ugyanakkor
az eljarashoz kapcsolt technikdk lehetdséget adnak a komplex Osszetétellel rendelkezd

mintak atfogd elemzésére.
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A vizsgalt illdolajok gizkromatografidas elemzését a budapesti Semmelweis Egyetem
Farmakognoéziai Intézetében Dr. Boszorményi Andrea végezte el szamunkra. A mérések
soran langionizacidés (flame ionization detector — FID), valamint tomegspektrometrids (mass
spectrometry — MS) detektalasok torténtek. Az adatokat MSD ChemStation D.02.00.275
software (Agilent) hasznalataval értékeltiik. A kvantitativ meghatdrozads sordn a
komponensek retencios idejét és tomegspektrumait standardok és a NIST 2.0 konyvtar
adataival hasonlitottuk ©ssze, a szdzalékos értékelést teriiletnormalizacidval végeztiik el
(Adams 2001).

Az Aromax Zrt-t6l beszerzett illdolajok, valamint az altalunk desztillalt Artemisia ill6olaj
GC-MS és GC-FID elemzésének mérési koriilményeit a 3. tdblazat foglalja 6ssze. Az sHS-
SPME, gdzteres €s csOhigitasos vizsgéltok sordn hasznilt ill6olajok analitikai eredményei a
dolgozat 5.2 fejezetében és 4. mellékletében keriiltek feltiintetésre. A kolcsonhatast vizsgald
tesztek sordn alkalmazott ill6olajokra vonatkoz6 analitikai adatokat a dolgozat 3.

mellékletében kozoljiik.

3. tablazat Ill6olajok GC-MS és GC- FID vizsgélatanak mérési koriilményei

GC-MS (1) GC-MS (2) GC-FID (1,2)
Késziilék: Agilent 6890N Fisons 8000
30 m x 0,25 mm i.d, Agilent 30 m x 0,25 mm i.d, 30 m x 0,25 mm Rt-f3-
Oszlop: HP-5MS Agilent SLB-5MS DEXm (filmvastagsag
(filmvastagsag 0,25 pm) (filmvastagsag 0,25 pm) 0,25pum)

60°C 3 perc, 8°C/perc 60-

200°C, 200°C 2 perc, 60°C 3 perc,

8°C/perc 60-230°C,

Program: 10°C/perc 200-250°C, 8 Cz/ls’gﬁccio'fr (C) < 230°C 5 perc
250°C 15 perc p
Vivéodz: nagy tisztasagud hélium 6.0, 1,0 ml/perc, (37 cm/s), nitrogén,
tvogaz constant flow mode 6,8 ml/perc
Injektor: 280°C 250°C 210°C
o . . . 0,2 ml, 0,1% oldat,

Injektdlds: 1 pl, 0,7 mg/ml, splitless Split ardny 1:50 splitless
Detektor: 5973N (MS) 5973N (MS) FID, 240°C

1: Artemisia adamsii i1160laj, 2: Aromax illolajok
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4.2.2 Statikus gbztéranalizis szilard fazisi mikroextrakcioval (sHS-SPME)

A g0ztér-analizis (headspace, HS) soran az illékony anyagok altal képzett 1égtér Osszetételét
van lehetdségiink meghatarozni statikus koriilmények kozott. A mddszer elsé 1épéseként a
mintit lezart fioldba helyezik, majd az adott homérsékleten annak gozfazisabol mintat
gyljtenek. Az eljards nagy elonye, hogy automatizilhatd, illetve kiilon oldészert nem
igényel (3. abra). A szilard fazisi mikroextrakcié (SPME) a kiilonb6z6 komplex Osszetételi
anyagok egyszeru, gyors, hatékony szilard fazison torténd elvalasztasat teszi lehetové. A
modszer alkalmas mind az oldatban levé anyagok, mind a mintak gdzterének analizisére. A
mérés nélkiillozhetetlen eleme a kvarcbdl késziilt fiber, aminek feliiletéhez kémiai kotésekkel
polimer folyadékfilmet rogzitenek (3. abra). A gbéztér vizsgalata a parolgé komponensek
SPME szilhoz valé kotddésén, adszorpcidjan alapul, amely fligg az adott anyag 1égtérbe
val6é parolgasanak sebességétdl, valamint a fiberhez valo kotddés mértékétdl is. Ez utobbi
tényez6t az adott molekula szdlhoz valé affinitdsa, valamint mintiban 1évd koncentracigja
egyarant befolyasolja. Utolso 1épésként az illékony komponenseket tartalmazé SPME szalat
a gazkromatograf fiitott injektoraba juttatjdk, ahol a komponensek deszorpcidjat kovetden

végezheto el kimutatisuk (Cornu et al. 2001, Kremmer és Torkos 2010)

GC/LC fecskenddtii

Vig%%é
DCQO . A116 azi . .
116 fazissal boritott kvarcszal

Termosztat

3. abra sHS-SPME mddszer vazlata (Kremmer és Torkos 2010)

Az eljarast a kovetkezd protokoll szerint hajtottuk végre: 10 ul ill6olajat 20 ml-es,
szilikon/PTFE szeptummal lezart HS iivegbe mértiik. Az analizis sordn a minta vételezése
CTC Combi PAL (CTC Analytics AG, Zwingen, Switzerland) tipusi automata mintavevo
alkalmazasaval tortént. A minta 5 perces 40 és 100°C-on végzett inkubaldsa utdn a 65 pm

filmvastagsagd StableFlex polidimetilszilox4n/divinil-benzol (PDMS/DVB) SPME szilat
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(Supelco, Bellefonte, PA, USA) a minta gozterébe juttattuk, majd az extrakciét 20 percig
végeztiik 40°C-on és 100°C-on. Ezutan az SPME szalat a gdzkromatograf injektoraba vittiik
at, ahol a deszorpcié 250°C-on tortént, 1 percig. Az injektalast split modban kiviteleztiik,
1:30 arannyal. Végiil a szdlat nagy tisztasagud nitrogén gazban 250°C-on 15 percig
tisztitottuk és kondicionéltuk. Az A. adamsii illolajminta esetén SPME analizist nem

végeztiink.

4.3 Illéolajok antibakteralis hatasanak vizsgalata

4.3.1 A vizsgalt mikroorganizmusok éttekintése

Kutatasainkba elsdsorban olyan human patogén mikroorganizmusokat vontunk be, amelyek
a légutakat érintd korképek kialakuldsaban jatszanak fontos szerepet. Ezen feliill két
antibiotikum-rezisztens torzzsel is dolgoztunk, amelyek elsdsorban az immunszupresszalt
betegek korében kiemelt jelentOségtiek. A felhasznalt 1éguti baktériumok koziil klinikai
mintakbdl izolalt torzsek: meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA, 4262)
multirezisztens Pseudomonas aeruginosa (R-P. aeruginosa, 34205) és S. pyogenes (116).
Ezen felil német és amerikai torzsgylijteménybdl P. aeruginosa (ATCC 27853),
Streptococcus pneumoniae (DSM 20566), S. mutans (DSM 20533), Haemophilus influenzae
(DSM 4690), H. parainfluenzae (DSM 8978), Moraxella catarrhalis (DSM 9143) torzseket
hasznaltunk fel kisérleteinkben. A baktériumok részletes jellemzését a kovetkezdkben

ismertetjiik.

4.3.1.1 Meticillin-rezisztens Staphylcoccus aureus

Staphyloccus genusba tartoz6 Gram-pozitiv 0,5-1,5 pum atméréji coccus, amely akér
onalléan, akar szOlofiirtre emlékeztetd csoportokban jelenik meg. Telepeiben gyakran
fedezhetd fel aranysarga szinii pigment, amelynek nevét is koszonheti. Az emberi kiiltakard
é€s a fels6légutak hamjaban egyarant el6fordul, a nozokomidlis fertézések egyik
leggyakoribb korokozoja. Szamos virulenciafaktorral rendelkezik, amelynek kovetkeztében
igen valtozatos korképeket (bor- és lagyrész-fertdzések, tiido- és szivbelhartya gyulladasok,
ételmérgezések) okoz. Szemben a korhazi torzsekkel (HCA-MRSA: health care-acquired -
MRSA) a kozosségben szerzett 1€giti, illetve 1agyrész fert6zésekbdl izolalt torzsek (CA-

MRSA: community-acquired-MRSA) nagy részében kimutathat6 a fehérvérsejtek
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feloldasara képes Panton-Valentine-leukocidin (PVL). Bar a toxin pathogenezisben betoltott
szerepe egyelore nem teljesen tisztazott, valdsziniisithetd, hogy szerepiik van CA-MRSA
torzsek magasabb virulencidjanak kialakitdsidban. Sajndlatos tény, hogy manapsig egyre
gyakrabban izoldlnak CA-MRSA tipusu torzseket korhazi megbetegedések esetén is. A
fertozések kezelésének f6 probléméjat a torzs rezisztencidja jelenti a legtobb penicillin és
cefalosporin szdrmazékkal szemben, amelyet a baktérium mecA génje altal kodolt
penicillinkoté fehérje (PBP2A: Penicillin Binding Protein 2A) mutici6ja eredményez. A
terapids alternativaként felmeriild glikopeptidek (vankomicin, teikoplanin), linezolid,
tigeciklin, daptomicin felhasznalasat nagyban korlatozza, hogy manapsag egyre gyakrabban
talalkozhatunk maér ezekre is csokkent érzékenységl, illetve rezisztens torzsekkel. Igéretes
4j fejlemény, hogy az 5. generacids cefalosporinok (ceftobiprol, ceftarolin) eredményesen
alkalmazhatdéak az MRSA baktériummal szemben (Hiramatsu 2001, Que és Moreillon 2010,
Gould et al. 2012, Pal 2013).

4.3.1.2 Pseudomonas aeruginosa, multirezisztens P. aeruginosa

A Pseudomonas genus egyik legellenllobb, igen véltozatos életkoriilményeket is elviselni
Gram-negativ gyakran nyakot termeld csillés palca, amelynek telepei jellegzetes harsfara
emlékeztetd illattal rendelkeznek, valamint termelt pigmentjeinek kdszonhetden (pyoverdin,
pyocianin) a zold tobbféle szinarnyalatdban jelenhetnek meg a tiptalajon. Kérhazban fekvo
betegek garatibol gyakran izolaljk, alginat-alapd nydkja révén konnyen tapad meg a
légutakban, illetve szamos eszkoz (pl. katéterek) feliiletén is. Citotoxinja a sejtek
membranjaban porusokat képezve feloldja azokat, pigmentje pedig a Ilégutakban a
csilloszOrok gatlasan tdl, gyulladaskeltd hatasi. A torzsek nyédktermelésre, tok-, valamint
biofilmképzésre vald hajlama a szervezet immunvélaszaival szemben igen ellendllova teszik
oket. Szdmos virulenciafaktoranak koszonhetden szinte barmely szervet képes megfertdzni,
ezért nagyon valtozatos korképekben (kiilonb6z6 borfertdzések, bakterialis keratitis, iziileti
€s csontveldfertézések, hugyuti infekciok, tiidogyulladas, cisztas fibrosis, szepszis) fordul
eld. A terapias kezelés részei lehetnek, amennyiben az adott torzs érzékeny ra, bizonyos -
laktdmok (piperacillin, ticarcillin) B-laktamédz gétlokkal kombindlva, fluorokinolonok és
aminoglikozidok. Manapsag egyre gyakoribb a még aktiv [-laktdmokkal szembeni
rezisztencia, amely foként a kiterjedt spektrummal rendelkezd B-laktamazok (ESBL) gyors

terjedésének koszonhetd. Ezen kiviill a baktérium efflux mechanizmusainak rohamos

35



fejlddése szamos hatidsos antibiotikum (kloramfenikol, fluorkinolon, makrolidok,
szulfonamidok, tetraciklinek, trimetoprim) terdpids alkalmazasat korlatozza. Ennek
kovetkeztében egyre gyakoribbak az altalanos kezelésekkel szemben ellenélld
multirezisztens torzsek elofordulasai is (Livermore 2002, Cao et al. 2004, Riou et al. 2010,

Pal 2013).

4.3.1.3 Streptococcus pyogenes, S. pneumoniae, S. mutans

A Streptococcus genus tagjai altalanos morfologidjukat tekintve Gram-pozitiv hosszabb-
rovidebb lancokat kialakitd coccusok. Koziilik a S. pyogenes a bor, lagyrészek, 1égiti
nyélkahartydk gennyes gyulladasa esetén izolalt leggyakoribb kérokozdk egyike. Egy 2005-
ben késziilt tanulmény szerint (Carapetis et al. 2005) a kérokozé egészségiigyi jelentdsége
az elmult években sem csokkent, sajnos tobb mint félmillio6 halédleset kothetd hozza
elsOsorban az alacsonyan és kozepesen fejlett orszdgokban. Egyik jellegzetes, tobb funkcidt
is ellatd virulenciafaktora az M protein, amely foként nekrotizdl6 fert6zéseket okozd
képviselok esetén okoz komoly problémat. Vélhetéen az M proteinnek koszonhetéen
ugyanis hatékonyabban koti a plazminogént, azaltal nagyobb mennyiségben képes
eldéllitani a gyors elterjedéshez nélkiilozhetetlen plazmint. Ezen feliil természetesen egyéb
faktorok (adhezinek, extracellularis enzimek, toxinok, szuperantigének, opszonizaciét
gatlok) is szerepet jatszanak a baktérium altal okozott betegségek patogenezisében. Az
invaziv fertozéseket kivalto képviseldik nem ritkdn hialuronsav tokkal rendelkeznek, amely
ellenallasukat nagymértékben noveli a terapidban alkalmazott szerekkel szemben. Foként a
téli és tavaszi iddészakban a kisgyermekek korében gyakori bakteridlis torok- és
mandulagyulladas egyik meghataroz6 kérokozdja.

A torzsek M proteinjének kiilonbozdségébdl addéddan elkiilonithetdk kifejezetten
pharyngitist okoz6 tipusok is. Az ettdl eltérd szerotipussal rendelkezd torzsek fOként a bor-
¢és a lagyrészek gyulladasos korképeiben (impetigo, orbanc, cellulitis) érintettek. Kiilondsen
sulyos korkép a nekrotizald fasciitis, illetve a streptococcus gangréna, amely esetén a
fertézés a kiiltakar6 mélyebb rétegeinek mentén terjedve roncsolja az izom és
zsirszoveteket, aminek kovetkeztében nem ritkak a haldllal végzddd végzetes kimenetelek
is. Szuperantigénjeinek (SpeA és SpeC) koszonhetden hasonléan a staphylococcusokhoz
toxikus shock szindromat képes kivaltani elsOsorban legyengiilt immunrendszerii betegek
esetén. Az iskolaskord gyermekek korében sajnos igen gyakoriak a fertdzéseket kovetd

autoimmun-szovédmények (akut reumdas 1az, akut streptococcalis glomerulonephritis)
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megjelenése. Bar a S. pyogenes a penicillin-szarmazékokra még megbizhat6 érzékenységet
mutat, fontos szempont a megfeleld mennyiségben ¢és ideig alkalmazand6 terdpia
megvéalasztdsa a mar emlitett késobbi szovodmények elkeriilése érdekében. Penicillin
alkalmazasanak akadalyba iitkozése esetén (pl. penicillin tdlérzékenység) a valasztandd
szerek kozé tartozik az eritromicin és a klindamicin. Ujabb in vitro eredmények szerint a
kinolon-szarmazék ozenoxacin eredményes terdpids alternativat jelenthet a fert6zések
kezelésére a késdbbiekben topikalisan alkalmazva. Fontos megjegyezni, hogy napjainkban
az egyes szerotipusok M proteinjén alapuld igéretes vizsgédlatok folynak egy esetleges
korokozé elleni vakcina kifejlesztésére is (P4l 2013, Kanayama et al. 2016, Steer et al.
2016).

A S. pneumoniae jelent6ségét j0l mutatja, hogy még a fejlett orszagokban is a kérhazi és
kozosségben szerzett pneumonidk egyharmadaért tehetd feleldssé, évente vilagszerte 1,6
milli6 haldlos aldozatot kovetel (Pal 2013). A koérokozd kiillondsen veszélyeztetett
célcsoportjait a fiatal gyermekek, illetve a legyengiilt immunrendszerli iddsebb betegek
orriireg és garat nyalkahartydjanak jellegzetes tiineteket nem okozd Osszetevoje.
Amennyiben a hosszabb ideig kolonizalé baktériumok a szervezetben olyan helyre jutnak
ahonnan nem elimindlhatok, konnyen valthatnak ki gyulladdsos korképeket. Szamos
virulenciafaktordnak koszonhetéen a mar emlitett pneumonian kiviil a kozépfiil- és
mellékiireg-gyulladasok 50%-ért felelds. Terapidjaban az elsoként valasztandok a penicillin
és cefalosporin-szarmazékok, ezek hidnyidban makrolidok, fluorokinolonok indokolt esetben
vankomicin alkalmazasa javasolt. Napjainkban az izolalt torzsek penicillin szarmazékokkal
Megeldzésiik tekintetében fontos kiemelni, hogy tobb kiilonb6zd, a tok poliszacharidjain
alapuld és konjugalt vakcina all jelenleg rendelkezésiinkre, illetve tovabbi fejlesztések is
folynak a minél atfogébb védelem kialakitdsa érdekében (Pal 2013, Valente et al. 2016,
Charles et al. 2016).

A S. mutans a szajiireg, garat normal flérdjan kiviil a bélcsatorndban és a hiigyutakban is
eléforduld korokoz6. Foként szdjiregi korképek esetén érintett, a fogszuvasodas
kialakulasanak egyik fontos eleme. A baktériumok a foglepedék glikoprotein-receptoraihoz
tapadva a taplalék szénhidratjaibol oldhatatlan glukdnokat &llitanak eld, amelyek
segitségével a fogak felszinén megtapadva biofilmet képeznek. Ezutdn nagy mennyiségli
tejsavat eldallitva a fogallomany demineralizacidjdhoz és szuvasodashoz vezetnek. Bar a

baktérium foként a szijban lokalizalodik, konnyedén bekeriill akar a kisebb fogéaszati
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beavatkozasok sordn is a véraramba. Amennyiben az érintett egészséges immunrendszerrel
rendelkezik, a mikrobak rovid idon belul eltinnek, azonban ha a szervezetben van a
megtapadasukhoz alkalmas feliilet, illetve a beteg csokkent védekezdképességii, komolyabb
koérképeket is eredményezhetnek. A torzsek penicillinnel szemben egyre csokkend
érzékenységliek, azonban aminoglikoziddal kombindlva szinergista hatasuk miatt
eredményesen hasznélhatOk a terapidban. Sulyosabb esetek kezelésében indokolt lehet 3.
generacids cefalosporin-szarmazékok, illetve vankomicin alkalmazasa is.

Ujabb vizsgélatok szerint egyes novényi kivonatok, mint a részlegesen fermentalt Assam
tea extraktuma eredményesen alkalmazhat6 a  baktérium  biofilmképzésének
megakadalyozdsara. A kutatok a tea pozitiv hatasat foként (katechin-tipusi) cserzdanyag
komponenseinek tulajdonitottdk. Hasonlé protektiv hatds volt kimutathaté xylit, cukor

helyett valé hasznalata estén is (Pal 2013, Kawarai et al. 2016, Salli et al. 2016).

4.3.1.4 Moraxella catarrhalis

A fels6 1égutak normal flérdjaban eléfordulé Gram-negativ coccobacillus. Elsdsorban az arc
mellékiiregei és a fiil gyulladasos korképeinek kialakulasdban van szerepe. Kisgyermekek és
fiatalok korében kialakulé akut otitis media-ban a megbetegedések 15-20%-aért felelOs.
Kronikus tiidobetegségben szenveddkben, illetve legyengiilt immunrendszerrel rendelkezdk
korében gyakran valt ki bronchitist és bronchopneumoniat is. COPD-s (krénikus obtruktiv
tildobetegség) betegek esetén feltételezheten szintén nagy szerepe van az exacerbacid
(fulladas, fokozott kopetiirités ¢és kopetpurulencia) kialakuldsaban. Béar a legtobb
antibiotikummal szemben érzékeny, P-laktamdz enzimének koszonhetéen az egyszerli
penicillin-szdrmazékok hatastalanok vele szemben. Az antibakteridlis terdpia soran foként
makrolidok, fluorokinolonok és doxiciklin alkalmazasa johet szamitasba, azonban bizonyos
esetekben hatdsos lehet még a laktamaz géitlokkal kombinalt amoxicillin kezelés is. Sajnos a
tulzott, illetve helyteleniil megvalasztott gyogyszeres kezeléseknek koszonhetoen manapsag
ezen baktérium esetén is egyre gyorsabban alakul ki rezisztencia a p-laktdm

antibiotikumokkal szemben (Murphy és Parameswaran 2009, Pal 2013, Sheikh et al. 2014).

4.3.1.5 Haemophilus influenzae, H. parainfluenzae

A légutak normal flordjanak Gram-negativ aprd coccobacillusai, idealis novekedésiikhoz

kiilonbozo faktort, NAD-ot €s hemet (V és X faktorok) igényelnek. A H. influenzae legtobb
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képviseldje nem tipizalhat6 (NTHi: non-typeable Haemophilus influenzae), tokkal nem
rendelkezd baktérium, azonban eldéfordulnak komoly problémékat kialakito, tokot képzd
humén patogén torzseik is (pl. H. influenzae ,,b”). Adhezinjeik, lipopoliszacharidjuk (LPS)
illetve kiils6 membranfehérjéiknek koszonhetéen altalaban a nyalkahartydk sejtjeihez
konnyen képesek tapadni, ennélfogva a S. pneumoniae mellett az otitis media, sinusitis
masodik leggyakoribb okoz6i. COPD-ben illetve cisztas fibrozisban szenveddk esetén
gyakran izolalhatok a betegek als6 1égutaibdl, iddsek, illetve legyengiilt immunrendszerrel
rendelkezOk korében a kozosségben szerzett pneumonia egyik meghatarozé koérokozoéi
(Sethi et al 2006). Mivel az NTHi torzsek adhezinjeinek, illetve kiils6 membran fehérjéinek
szerkezete mutacidval konnyen valtozik, igy fert6zés sordn a szervezetben kialakuld
védettség sajnos csak a torzsek egy sziik spektrumaval szemben lesz eredményes. A tokkal
rendelkezd H. influenzae ,b” meningitist kivaltva nem ritkdn maradand6 idegrendszeri
karosodast, illetve az epiglottis gyulladasanak kivéltasa okan fulladdsos halalt is képes
okozni. Szerencsére ma mar ennek megelozése érdekében a baktérium ezen tipusaval
szemben kotelezd véddoltas van érvényben (Hib oltas), amely tok poliszacharidot tartalmaz.
A H. parainfluenzae szintén a légutak flordjanak jellegzetes alkotdja, silyos esetekben
szivbelhartya gyulladast képes indukalni onmagaban vagy mas kérokozokkal tarsulva.

Haemophilus fertézések esetén, amennyiben a torzs nem B-laktamaz termeld, az elsdként
valasztand6 szerek a penicillin- €s cefalosporin-szarmazékok. Ezek akadilyoztatisa esetén
amoxicillin/klavulansav kombinécid, illetve makrolidok és fluorokinolonok johetnek
szamitasba. Sulyos szisztémds fert6zések esetén 3. generacids cefalosporin alkalmazésa és a
légutak 4tjarhatésdganak biztositdsa a legfontosabb. Eurpaban és Azsidban az utdbbi tiz
évben sajnilatosan egyre gyakoribb az ampicillin-rezisztens torzsek el6forduldsa, amelynek
oka foként a baktérium penicillinkotd fehérjéjében (PBP3) bekovetkezé mutacié. Ezen feliil
az antibiotikummal szembeni csokkent érzékenységért tehetok felel0ssé az egyre tobb torzs
altal termelt B-laktamazok és a baktériumok eredményes efflux mechanizmusai is. Ennek
koszonhetéen a makrolidok és a P-laktdm antibiotikumok nagy részének alkalmazésa
jelentésen lecsokkent napjainkra. Igéretes vizsgalatok folynak jelenleg az NTHi torzsek
elleni immunizdlds tekintetében, a baktériumtorzs felszini fehérjéinek kombinacioit
védooltasokban hasznalva (Pal 2013, Koshkelashvili et al. 2016, Wajima et al. 2016,
Forstner et al. 2016, Leroux-Roels et al. 2016).
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4.3.2 Tesztbaktériumok antibiotikum érzékenységének meghatarozasa

A mikroorganizmusok antibiotikum érzékenységének meghatarozasara Kirby-Bauer
korongdiffiziés mddszert alkalmaztuk CLSI és a Manual of Clinical Microbiology altal leirt
kovetelményeknek megfeleléen. A mddszer a 3.3.1. fejezetben ismertetetteken alapul, a
baktérumszuszpenzidval szélesztett taptalaj feliiletére a gyartd altal megadott mennyiségii
antibiotikumot tartalmaz6 papirkorongot helyeztiink. A korongok felhelyezése utdn 15
percen beiil a Petri-csészéket 35+2°C-on inkubaltuk 16-18 6ran &t, majd lathat6 fényben
értékeltiik a kialakult gatlasi zondkat. Staphylococcus torzsek esetén az oxacillin- és
vankomicin-rezisztencia kimutatasihoz sziikséges 24 6ras inkubalasi idOtartamot tartottuk
be. A vizsgalatok soran a kovetkezd antibiotikumokkal szembeni érzékenységet vizsgaltuk:
amikacin (30 pg), amoxicillin/klavulansav (20/10 ug), ceftazidim (10 pg), cefepim (30 pg),
ciprofloxacin (5 pg), eritromicin (15 pg), gentamicin (30 pg), imipenem (10 pg), kolisztin
(10 pg), levofloxacin (5 pg), meropenem (10 pg), oxacillin (1 pg), penicillin (1 pg),
piperacillin/tazobaktdam (100/10 pg), trimetoprim/szulfametoxazol (1,25/23,75 pg),
tobramicin (10 pug), vankomicin (5 pg) (OXOID Ltd.) (Patel et al. 2011).

4.3.3 Az antibakterialis hatas in vitro vizsgalomodszerei

In vitro vizsgalataink sordn a csohigitds, direkt bioautografia valamint a goéztéranalizis
modszerét alkalmaztuk ill6olajaink antimikrobds hatdsanak értékelésére. Az elobbi két
modszer foként az illdolajok folyékony allapotban valé vizsgélatira, a mikroorganizmussal
val6 direkt kontaktusara irdnyult, mig a gézteres vizsgaltok soran az illékony komponensek
mikroorganizmusok novekedésére gyakorolt gatld hatasat értékeltiik. Eredményeinket a
csOhigitas €s bioautografia esetén a terapiaban is alkalmazott antimikrobas szerek hatasival
vetettiik 0ssze. Az A. adamsii illdolajat a rendelkezésre all6 korlatozott mintamennyiség

miatt egyediil a direkt bioautografia modszerével volt lehetdségiink vizsgalni.

4.3.3.1 Direkt bioautografias vizsgéalatok

Az illoolajok antimikrobds hatasanak vizsgalta két elrendezés szerint tortént. A vizsgalatok
soran az illdéolajok kromatografids elvalasztds nélkiili antimikrobas hatasat értékeltiik a
kivalasztott mikroorganizmussal szemben, kiilonbozé koncentraciokat alkalmazva (,,A”

modszer). Az A. adamsii esetén az ill6olaj komponenseinek aktivitdsat vékonyréteg-
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kromatogréfids elvalasztast kovetden kiséreltik meg kimutatni (,,B” mddszer). A mddszer
alapja a 3.3.3 fejezetben ismertetett mechanizmus, az altalunk alkalmazott vizsgélati

protokoll a kovetkezdk szerint tortént:

Rétegek elokészitése:

»A” modszer: Az Aromax illéolajok 5-10-20-30 mg/ml-es abszolit etanollal (Molar
Chemicals Ltd., Halasztelek) késziilt oldatanak 5 pl-ét iivegkapillaris (Hirschmann
Laborgerate GmbH & Co. KG, Eberstadt, Germany) segitségével szilikagél rétegre (Merck
TLC Silica gel 60 F,s4, 5x10 cm) vittiik fel. A referenciaként alkalmazott antibiotikumokbdl
(vankomicin: Vankomicin 500 mg por oldatos inftizibhoz vagy belsdleges oldathoz, TEVA;
polimixin B: Polymixin B sulphate, Sigma Aldrich Ltd.; ciprofloxacin: Ciprinol 2 mg/ml
oldatos inftizi6, KRKA) steril desztillalt viz felhasznalasdval 0,25-0,5 mg/ml-es
torzsoldatokat készitettiink, amelyekbdl 1 pl keriilt felvitelre a vékonyrétegekre. Az oldoszer
aktivitasanak kizarasa érdekében kontrollként 5 pl abszolit etanolt alkalmaztunk.

Az A. adamsii ill6olajanak vizsgilata soran, tekintettel a kis mennyiségli illdolajmintara,
abszolit etanol segitségével 200 pl/ml-es torzsoldatot készitettiink, amelynek 3 és 5 pl-ét
vittiik fel a rétegre. Az illdolaj aktivitdsdnak vankomicinnel val6 dsszevetéséhez az 1 mg/ml-

es torzsoldat 4 pl-ét hasznaltuk fel.

»B” médszer: Az A. adamsii illdolaj torzsoldatanak 1, 3 és 5 pl-ét pontban 10x10 cm-es
szilikagél rétegre vittiik fel iivegkapillaris segitségével. Negyedik és o6todik pontban a
rétegen az 1,8-cineol és tujon standard (Sigma Aldrich Ltd.) 10 pl/ml-es oldatanak 2 pl-ét
vittiikk fel. A rétegeket ezutin vékonyréteg-kromatografias eljarasnak vetettiik ala telitett
gbzterti kromatografias kamraban (CAMAG, Muttenz, Switzerland), a kifejlesztést 8 cm-es
fronttavolsagig tortént. Mobil fazisként toluol és etil-acetat 93:7 (v/v) ardnyu elegyét
alkalmaztuk. Az elvalasztast, valamint az ezt kovetd olddszer -elparologtatisat

szobahOmérsékleten (22°C) végeztiik.

Bioautografias folyamatok Kivitelezése:

Az ,,A” vagy ,B” mddszerekkel elokészitett réteglapok mikrobioldgiai vizsgélata ezutan
nem kiiloniilt el. Elsé Iépésként az eldzetesen folyékony taptalajba oltott baktérium-

szuszpenzio optikai denzitdsanak beallitdsa tortént 600 nm-en 0,4-hez kozelitd értékre a
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megfelelé csiraszdm elérésének érdekében (~4x10" CFU/ml). Ezutin a rétegeket 10
masodpercig a szuszpenzidba meritettiik, majd parakamraban (20x14.5x5 cm) 37°C-on 17
oran at inkubaltuk. A detektalashoz alkalmazott MTT festék [3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
vizes oldatdba az inkubécids id6 letelte utidn a rétegeket 10 masodpercig meritettiik, majd
Ujabb 2 6rara a parakamriba helyeztiik dket. Az értékelést ezt kovetden lathaté fényben
végeztik. A réteglapokat Canon PowerShot A95 tipusu digitalis fényképezdgéppel
archivaltuk. A gatlasi z6ndk atmérdit Motic Images Plus 2.0 programmal értékeltiik ki.

Minden esetben hdrom parhuzamos vizsgalatot végeztiink.

4.3.3.2 A csohigitds modszere

A tesztrendszer kidolgozdsa a Manual of Clinical Microbiology (2011) eldirasa, valamint
Végh és munkatérsai (2012) publikéicidjanak figyelembe vételével tortént. Az Aromax olajai
€s a mikroorganizmusnak megfeleld folyékony Miiller-Hinton (MHA) taptalaj segitségével
50 pul/ml-es kezdd koncentraciobdl kiindulva felezd mddszerrel higitasi sorozatot
készitettiink 0,0075 pl/ml végkoncentracio elérésé€ig. A kisérlet megkezdését megel6zden
minden illoolajat a kontaminaciok kikiiszobolésének céljabol Millex-GV filteren sziirtiink 4t
(filter unit: 0,22 pwm, Millipore, Ireland). Itt fontos megjegyezni, hogy ez a 1épés nem
befolyasolta az illdolaj-Osszetételt, amelyet GC-MS mddszerrel ellendriztiink is. Az ill6olaj
homogén eloszldsanak érdekében 10%-os Tween 80 oldat (Reanal Kft., Budapest) 20 pl-ét
adagoltuk a higitds megkezdése eldtt a kezdd koncentrdcidhoz. Moraxella catarrhalis esetén
a Tween 80 nem volt alkalmazhat6, mivel gatl6 hatdst mutatott a baktériummal szemben,
ezért frissen desztillalt dimetil-szulfoxid (DMSO, Reanal Kft., Budapest) 10%-o0s oldatat
hasznaltuk fel a poliszorbattal megegyez6 modon. Eldkisérleteink szerint ilyen
koncentracioban a DMSO nem zavarta a baktériumok szaporoddsat. A higitast kdvetden
minden cs6hdz 4x107 CFU/ml csiraszamd baktérium-szuszpenzié 10 pl-ét adtuk, majd
homogenizaltuk a csovek tartalméat. Negativ kontrollként kezeletlen, valamint 20 pl
szolubilizal6 szert tartalmazé taptalajt alkalmaztunk, amelyet ugyanakkora mennyiségii
baktérium-szuszpenzidval oltottunk be. H. influenzae és H. parainfluenzae esetén a
mikrobdk novekedéséhez sziikséges faktorokat (X és V faktor, Bacto Supplement B,
DIFCO, USA) 15 pg/ml-es koncentraciéban alkalmaztuk a taptalajhoz adva (Hindler és
Jorgensen 2011).
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A referencia antibiotikumok aktivitasdnak tesztelése hasonl6 elrendezéssel valosult meg,
100 pg/ml-es koncentraciobol kiindulva. Ebben az esetben szolubilizdlé szert nem
alkalmaztunk, kontrollként baktériummal beoltott kezeletlen taptalajt hasznaltunk.
Osszehasonlitas céljabdl vankomicin (Vankomicin 500 mg por oldatos infiizihoz vagy
belsodleges oldathoz, TEVA), gentamicin (Gentamicin Sandoz 80 mg injekcid, Sandoz),
imipenem (Imipenem/Cilastatin Kabi 500 mg/500 mg por oldatos infizi6hoz),
amoxicillin/klavulansav (Aktil 1000 mg/200 mg por oldatos inftizidhoz, Richter Gedeon) és
amikacin (Likacin 250 mg/ml oldatos injekci6, Lisapharma S.p.A.) antibiotikumokat
alkalmaztunk.

A csoveket alapos homogenizalast kovetden 24 o6ran keresztiil 37°C-on inkubaltuk, majd
10 pl-t gjabb alapos kevertetést kovetden a mikroorganizmusnak megfelelé szilard MHA,
5% defibrinalt vért tartalmazd véres agar, illetve csokoladé agar felszinére szélesztettiik. A
szilard taptalajokat ezutdn ujabb 48 6ran at ismét 37°C-os inkubdlasnak vetettiik ald. Ezt
kovetden keriilt meghatarozasra az adott minta mikroorganizmussal szembeni minimaélis
gatlo (MIC), valamint minimalis baktericid koncentraciéja (MBC). Minden esetben harom

parhuzamos vizsgalatot végeztiink.

4.3.3.3 A vapor phase technika paraméterei

Vizsgélataink a 3.3.4 fejezetben részletesen targyalt, Kloucek és munkatarsai (2012b) altal
bemutatott vapor phase technikan alapultak. Eltérésként megemlitendd, hogy taptalajt nem
ontottiink az altalunk haszndlt Petri-csésze tetejébe, mivel a mintat tartalmazo
szlirdpapirkorong konnyen megtapadt a felszinén, csokkentve ezzel a komponensek
parolgasat. A kisérleteink sordn a goztér kifejlesztése négyosztati 90 mm atmérdjii Petri-
csészében (VWR, Debrecen) tortént, amelynek minden rekeszébe 5 ml-nyi megfeleld
taptalaj keriilt ontésre (4. dbra). Pseudomonas torzsek és MRSA esetén MHA tiptalajt, a
Streptococcus torzsek és M. catarrhalis esetében 5%-os birka véres agart, a Haemophilusok
€és S. mutans vizsgélatdhoz csokoladé agart hasznaltunk. A baktériumokbdl elézetesen 0,9%-
os fiziolégids séoldat segitségével 10° CFU/ml csiraszdmi szuszpenziét készitettiink,
amelynek 20 pl-ét szélesztettiik a Petri-csésze egy-egy osztataba. Fontos kiemelni, hogy egy
vizsgélat soran egyszerre harom kiilonb6z6 mikrobat vizsgéltunk, ennek megfelelden a
Petri-csésze negyedik osztatat kezeletlen kontrollként, munkank tisztasdgénak, valamint

vizsgalati anyagaink esetleges kontaminacidjanak ellendrzése céljabol szabadon hagytuk.
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torzsoldatot (0,5-195 pl/ml), amelybdl 500 pl-t 84 mm atmérdjii (vastagsag: 0,18 mm)

szlirdpapirkorongra (Albet-Hahnemiihle, Germany) vittiink fel. Az oldészert ezutan fél
percig szobahOmérsékleten elparologtattuk, majd a korongot a Petri-csésze rekeszeinek
osztatara helyeztiik. Illoolajaink igy kozvetleniil a taptalaj felszinével nem Kkeriiltek
kapcsolatba, csupan az altaluk kialakitott 1égtér komponensei gétoltdk a mikrobak
novekedését. A Petri-csészék felszinét parafilmmel (Sigma Aldrich Ltd., Budapest) zartuk le
az esetleges parolgas megakadalyozasa érdekében. A csészéket ezt kovetden 37°C-on 48
o0rdn at inkubaltuk, majd lithaté fényben értékeltiikk meghatirozva az adott minta MIC

értékét.

4.4 Tll6olajok és illo6 komponenseik kolcsonhatasanak vizsgalata

Az ill6olajok és komponenseik kombinaciéjanak vizsgélatdhoz a 3.4.1 fejezetben ismertetett
checkerboard-titralas, valamint a direkt bioautografia moédszerét alkalmaztuk. A kisérletet az
aktibakterialis hatds tesztelésénél kapott eredmények tiikrében a fahéjkéreg, szegfliszeg,
kakukkfii, citronella, borsmenta ill6olaja, valamint fOkomponenseik a transz-fahéjaldehid,
eugenol, timol, mentol, geraniol, citronelldl és citral (geranidl és nerdl keveréke) (Sigma
Aldrich Kft.) kombinécidival végeztiik. A vizsgaltokba bevont torzsek: MRSA (4262), R-P.
aeruginosa (34205), valamint P. aeruginosa (ATCC 27853) voltak.

4.4.1 A direkt bioautografias mddszer vizsgalati koriilményei

A vizsgalatok sordn elsdként az adott mikroorganizmus esetén antibakterialis hatdssal

rendelkezd komponensek kimutatasit, majd azok minimalis detektilhaté d6ézisanak (MDD)
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meghatarozasat végeztiik el. Minimalis detektalhaté dozisnak tekintjiik az adott komponens
rétegre felvitt legkisebb mennyiségét, amely jol lathatd, tiszta gitlasi zonat hoz 1étre az adott
baktériumtorzs esetén (Botz et al. 2001). A hatékony komponensek kombinécidinak

kolcsonhatasat ezutan direkt bioautografids modszerrel értékeltiik.

4.4.1.1 Mikrobiolégiailag aktiv komponensek meghatarozéasa

Az adott ill6olaj 100 ul-ének 500 ul abszolit etanollal késziilt torzsoldatabol, valamint a
fokomponensek 40 mg/ul-es oldatabol 0,6 pl-t 20x10 cm-es szilikagél rétegre vittiink fel
automata pipetta segitségével (Finnpipette, Thermo Fisher) 2 parhuzamos elrendezésben. A
rétegeket telitett gdzteri kromatografids kamraban fejlesztettiik ki 8 cm-es fronttavolsag
eléréséig. Mobil fazisként fahéjolaj kivételével minden esetben a toluol és etil-acetat 93:7
(v/v) aranyu elegyét hasznaltuk. Fahéjolaj esetén a mozgdfazis etanollal stabilizilt metilén-
klorid volt (Molar Chamicals Kft.). Az elvalasztast, valamint az ezt kovetd olddszer
elparologtatasat szobahdmérsékleten (22°C) végeztiik, majd megfeleztiik a rétegeket.

A rétegek egyik felével a 4.3.3.1. fejezetben leirt bioautografids folyamatokat hajtottuk
végre, a festés elotti inkubécids idOt 4 6rara csokkentve. A réteglapokat Canon PowerShot
A95 tipusu digitalis fényképezOgéppel archivaltuk. Minden esetben két parhuzamos
vizsgalatot végeztiink. A rétegek masik felét vanillin-kénsavas el6hivo elegybe (Ph.Hg.
VIIL.) meritettiikk, 95°C-os széritGszekrénybe helyeztiik 5 percre, majd lathaté fényben
értékeltiik Oket.

4.4.1.2 Minimalis detektalhaté d6zis meghatarozasa

c 20z

abszolit etanollal késziilt torzsoldatainak 0,2-0,4-0,6-0,8-1,0-1,2-1,5 upl-es mennyiségét
eztan 5x10 cm-es szilikagél rétegre vittiikk fel automata pipetta segitségével. Ezutdn az
elébbiekben a posztkromatografias folyamatok esetén leirtakat hajtottuk végre, megtartva az
MTT oldatba valé merités el6tti 4 6rds inkubacids iddtartamot. Megemlitendd, hogy itt
kromatogréfias elvilasztas nem tortént, mivel egy-egy kompones aktivitasat teszteltiik. A
rétegeket ezutan lathaté fényben értékeltiik. Minden vizsgalatot 3 parhuzamos elrendezés

szerint végeztiink.
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4.4.1.3 A kolcsonhatast vizsgalo modszer paraméterei

Az elOzetes vizsgaltok alapjan a 4. tdblazatban 0sszefoglalt kombinécidk kolcsonhatasainak
vizsgalatara keriilt sor. A kombinaciok kivalasztiasa soran célunk volt olyan erds és
mérsékelt aktivitidssal rendelkez6 komponensek kolcsonhatasdnak vizsgélata, amelyekkel

kapcsolatban még kevés tapasztalat all rendelkezésiinkre.

4. tablazat: Direkt bioautografias modszerrel vizsgéalt ill6olaj-komponens kombinacidk

Baktériumtorzs Kombinaciok

MRSA eugenol-mentol, fransz-fahéjaldehid-mentol, timol-mentol, geraniol-
timol

P. aeruginosa eugenol-mentol, transz-fahéjaldehid-mentol, timol-mentol, geraniol-

timol, citrdl-timol, citronelldl-timol, citronellal-citral, citral-geraniol,

citronellal-geraniol

R-P. aeruginosa transz-fahéjaldehid-timol, eugenol-timol, transz-fahéjaldehid-

eugenol

A kombinalt mintdkat és Osszetevdiket kiilon-kiillon pontban 5x10 cm-es szilikagél rétegre
vittiilk fel automata pipetta segitségével. Ezutan az MDD meghatarozasanal is emlitett
bioautografias eljarasnak megfeleléen kezeltiik a rétegeket. Minden esetben 4 parhuzamos
vizsgilatot végeztink. A réteglapokat Canon PowerShot A95 tipusu digitalis
fényképezOdgéppel archivaltuk, a gatlasi zondk atmérdit Motic Images Plus 2.0 programmal

értékeltiik ki.

4.4 .2 Statisztikai analizis

A direkt-bioautografids kolcsonhatds vizsgalatok eredményeinek statisztikai analizisét R
Studio 1.1.383 (R verziészam: 3.4.3) program Mann-Whitney-Wilcoxon tesztje segitségével
végeztiik el. A vizsgalatok célja a kombinacidk eredményességének detektaldsa, vagyis az
0ndll6 komponensek gatldsi zoOnditdl vald pozitiv eltérés kimutatdsa volt. A nem
parametrikus teszt elsdsorban a kis elemszamu, nem normal eloszlast kovetd vizsgilatokban
alkalmazhatd, igy vizsgalatunk eredményeire is megfelelonek bizonyult. A tesztek sorén a
mérési eredményeket rangszamokkal lattuk el, majd meghataroztuk az adott mintat jellemz6

empirikus értéket, amelyet a probahoz tartozo kritikus értékkel vetettiink Ossze a mintak
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elemszamatdl fiiggden. Ez az érték meghatarozza azt az intervallumot, amelyen kiviil eso
rangszamosszeg esetén a kiilonbség szignifikansnak tekinthetd (Hollander és Wolfe 1999).
Az elemzés soran a nullhipotézis Ho:Uiombindciszoi- Hkomponenszor=0, az alternativ hipotézis H;:

M kombinaci6ZOI~ HkomponensZOI>O VOlt-
4.4.3 A checkerboard-titralas vizsgalati koriillményei

4.4.3.1. MIC értékek meghatarozasa

A modszer alapjai megfelelnek a 3.4.1 fejezetben ismertetettekkel. A vizsgaltok sordn az
eredményesnek talalt fahéjolajjal, szegfliszegolajjal, citronellaolajjal, bormentaolajjal és
kakukkfiiolajjal valamint ezek f0 illéolaj komponenseivel késziilt kombinacidkat
checkerboard-titrdlasos modszerrel teszteltik P. aeruginosa (ATCC 27853) ellen. A
vizsgilatok a Szegedi Tudomanyegyetem, Természettudomanyi és Informatikai Kar,
Mikrobiol6giai Tanszékével egylittmiikodésben torténtek. Rezisztens human patogén
baktériumtorzsekkel ebben a tesztrendszerben nem volt lehetdségiink kisérletek elvégzésére.
A vizsgalatok sordn elséként az adott komponens, illetve ill6olaj MIC értékének
meghatirozasat végeztiik el. MIC értéknek tekintettiik a csOhigitdsos tesztekhez hasonloan
azt a legkisebb koncentraciot, amely még megakadalyozta az adott mikroorganizmus
szaporoddsat. Ezen érték meghatiarozasihoz a baktériumot MHA taptalajon 37°C-os
homérsékleten tenyésztettiik a korai stacioner fazisban 1évo 10°/ml sejtszam élérése céljabol.
A vizsgédlati anyagok koncentricio-tartomanya 100-0,1 mg/ml kozott volt. A
mikroorganizmusok szuszpenzidjabol 100 pl-t adva a 100 pl mennyiségli vizsgalati mintat
tartalmazé tapkozegekhez, a tenyészeteket 24 6ran 4t inkubéltuk 37°C-on. A mérések 96
cellas steril, polisztirol mikrotiter lemezekben (VWR International Kft.) torténtek. Az illd
komponenseket nem tartalmazd sejtszuszpenzids tapoldat pozitiv kontrollként, a sejtmentes
tapoldat negativ kontrollként szolgélt. Ezt kovetéen 600 nm-en mértilk a mintak
abszorbancidjat mikrotiterlap olvaséval (SPECTROstar Nano Microplate reader, BMG
Labtech). Azt a koncentraciot tekintettik MIC értéknek, ahol a pozitiv kontroll
abszorbancidjadhoz képest * 10%-ra csokkent értékeket mértiink. A vizsgilatok 2

parhuzamos elrendezés szerint torténtek.
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4.4.3.2. A checkerboard-titrdl4s paraméterei

A mérések 3 parhuzamosban torténtek 96 cellas steril, polisztirol mikrotiter lemezekben,
mintahelyenként 200 ul Végtérfogatban. Egy mintahely 50-50 ul MHA tépoldatban oldott,
10°/ml sejtszdmud szuszpenziét tartalmazott. A tesztekhez az illolajok és komponenseik
torzsoldataibdl felezd higitasi sort készitettiink 1%-o0s Tween 40 oldat (Sigma Aldrich Kft.)
€s MHA taptalaj segitségével 2x MIC, MIC, MIC/2, MIC/4 és MIC/8 koncentracidkban. A
mikrotiter lemezen a hatéanyagok kombinacidja ellentétes irdnyban csokkend koncentraciok
szerint valésult meg (5. abra). A lemez elkészitése utan 24 6rés inkubécié kovetkezett 37°C-
on. Ezt kovetden az abszorbanciaértékeket 600 nm-en mértiikk ez eldbbiekben emlitett
mikrotiterlap olvaséval. Kontrollként ill6 komponenst nem tartalmazé baktérium

szuszpenziot, valamint sejtmentes taptalajt alkalmaztunk.

LAY anyag
2xMIC MIC MIC/2 MIC/4 MIC/8

>

- %88%8%

MIC

i I | \QQCOOQ’UQOLO

MIC/8

5. abra: A checkerboard-titralas mikrotiter lemezének sematikus abraja

Egy kombinécidt egy lemezen 4 parhuzamos mérésben vizsgaltunk. Az eredményeket két
fiiggetlen parhuzamos mérésbol nyertiik. Ahhoz, hogy a két hatéanyag kozotti kdlcsonhatas
tipusat megallapithassuk a 3.4.1. fejezetben leirtaknak megfeleléen frakciondlis gatld
koncentracié indexet (FICI) szdmitottunk ki. Amennyiben a FICI <0,5 a két szer kozotti
kolcsonhatast szinergistanak, 0,5<FICI<1 kozotti érték esetén additivnak, FICI>4 esetén
antagonistinak tekintettiilk. Ha a FICI 1 és 4 kozé eso érték, a komponesek kozott nem volt
kolcsonhatds kimutathaté (Langeveld et al. 2014, Clemente et al. 2016, Ghabraine et al.
2016).
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5. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

5.1 Az Artemisia adamsii ill6olaj-tartalmanak meghatarozasa

A drogbdl desztillalt ill6olaj mennyisége 0,56 ml volt 100 g abszolit szaraz drogra
vonatkoztatva. Az Artemisia nemzetségre jellemzO, hogy a legtobb képvisel6jiikben
eléforduld proazulénekbdl a vizgdz-desztillacid sordn kékes-zold szinli azulének
keletkeznek, amelyek az illoolaj jellegzetes szinét eredményezik (Racz et al. 2012). Az
altalunk végzett desztillacié soran az illdolaj jellegzetes tirmos illatd és halvanysarga szinii
volt eltéréen a nemzetség mas tagjaiétdl. Ebbdl kovetkezden feltételeztiik, hogy a drog nem
tartalmaz proazulén-szarmazékokat, amely feltevésiinket a késObbi gazkromatografias

vizsgélatok is megerdsitették.

5.2 Az analitikai vizsgalatok eredményei

5.2.1 A GC-FID és GC-MS analizis eredményei

Az A. adamsii illoolajdnak vizsgdlata:

Nagyon kevés, illetve régi irodalom all rendelkezésre az A. adamsii ill6olajanak pontos
kémiai O0sszetételével kapcsolatban, ezért mindenképpen indolkolt az adatok bovitése foként

ill6olajanak tekintetében (Bohlmann 1985, Satar 1986).

5. tablazat Az A. adamsii ill6olaj Osszetétele gazkromatografias mérés alapjan

Komponensek Retencids idék (min) Komponensek Ionennyisége
FID MS (FID, %)

p-cimol 7,7 8,1 1,5

1,8-cineol 7.9 8,3 15,2

linalool 9.8 7.8 0,4

a-tujon 10,4 10,6 64,4

[-tujon 10,7 11,0 7,1
terpinén-4-ol 11,7 13,1 1,5

spatulenol 18,0 25,0 1,8

Osszesen (%): 91,9

(RSD < 4,5%)
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Az illéolaj f6 komponenseként a-tujon volt azonosithatd (64,4%). Ezen feliil kisebb
mennyiségben 1,8-cineol, S-tujon, p-cimol, linalool, terpinén-4-ol és spatulenol jelenlétét
sikeriilt kimutatni. Az 6sszetevOk szdzalékos megoszlasat az 5. tablazat foglalja 6ssze.

Ellentétben kordbbi publikiaciokkal, esetinkben a limonén komponens nem volt
detektalhat6 az ill6olajban (Satar 1986), amely vélhetben a gyogyndvény begyljtési
helyének eltéréseibdl adddhatott.

Az Aromax illéolajok vizsgdlata:

A vizsgalatok sordan mindegyik ill6olaj esetében a komponensek tobb mint 96%-at sikeriilt
azonositanunk (6. tablazat). A fahéjkéreg ill6olaja esetén a f6 komponens a transz-
fahéjaldehid volt (74%), kisebb mennyiségben (1,4-5,3%) eugenol, limonén, 1,8-cineol,
fahéj-acetat €s linalool komponensek fordultak eld. A citronella esetén a citronellal (36,2%)
volt kimutathat6, mint f6 komponens, azonban nagyobb mennyiségben (13,6-25,3%)
citronellol és geraniol is megtalalhaté volt az ill6olajban. A szegfliszeg olajanak eugenol
komponense 88,6%-ban, mig az eukaliptusz olajaban az 1,8-cineol (= eukaliptol) 84,8%-ban
volt jelen. Korabbi irodalmakhoz képest (Tisserand és Young 2014) kis eltérés mutatkozott
eukaliptusz mintank a-pinén és p-cimol tartalmaban. A borsmenta illoolaja 50,4%-ban
mentolt tartalmazott f6 komponensként, szarmazékait kisebb szazalékban szintén sikeresen
azonositottuk. Mintdnk izomentol komponensének mennyisége (4,3%) meghaladta az
irodalomban megadott hatarértékeket (0,2-1,2%) (Tisserand €s Young 2014). Az erdeifenyd
olajban a-pinént azonositottuk f6 komponensként, azonban kamfén-, és limonén-tartalméra
vonatkozdan jelentds eltéréseket tapasztaltunk a korabbi publikaciok eredményeihez képest
(Tisserand és Young 2014).

A kakukkfii ill6olajaban a timol volt kimutathaté a legnagyobb mennyiségben (46,3%).
Az ill6olaj linalool és p-cimol dsszetevdje nagyobb szizalékban, mig karvakrol €s y-terpinén
alkot6ja a korabban ko6zolt irodalmi adatokhoz képes kisebb mennyiségben volt jelen
(Tisserand €és Young 2014). Természetesen az illolajok Gsszetételét a genetikai tényezOkon
kiviil a kornyezeti hatasok is jelentdsen befolyasoljak. Mivel a mérési paramétereink eltértek
a Magyar Gyobgyszerkonyvben megadott paraméterektdl, ezért a gydgyszerkonyvi

értékekkel sajat mérési eredményeinket nem tudtuk dsszevetni.
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6. tablazat A fahéjkéreg (1), a

citronella (2), a szegfliszeg (3), az eukaliptusz (4), a

borsmenta (5), az erdeifenyd (6) ¢és a kakukkfi (7) illéolajok Osszetételének
gazkromatografias eredményei
Retencios idok L o
Komponensek (min) Komponensek mennyisége (FID, %)
MS FID 1 2 3 4 5 6 7
a-pinén 5,9 5,7 0,5 - - 1,1 1,1 39,4 0,9
kamfén 6,3 6,2 - - - - - 0,8 0,9
fenkon 6,4 6,6 - - - - - 1,1 -
[S-pinén 6,9 6,7 - - - 0,5 0,6 11,0 1,4
0-3-karén 7,6 7,0 - - - - - 7,0 -
o-terpinén 7,7 7,2 - - - - - - 2,2
limonén 7,9 7.4 1.4 3,5 - 6,4 1,4 14,3 -
p-cimol 7,8 7,6 1,2 - - 6,9 0,2 - 22,1
1,8-cineol 8,0 79 2,1 - - 84,8 5,5 - 9,8
y-terpinén 8,6 8,5 - - - - - - 0,3
linalool 10,1 10,1 3,8 - - - - - 5,1
neral 10,3 10,2 - 1,0 - - - - -
citronellal 10,4 11,0 - 36,2 - - - - -
izopulegon 10,5 11,1 - - - - 1,0 - -
geranial 10,7 11,2 - 2,2 - - - - -
menton 10,6 11,2 - - - - 19,8 - -
izomenton 10,8 11,5 - - - - 7,0 - -
izomentol 10,9 11,6 - - - - 4,3 - -
terpinén-4-ol 11,5 11,7 - - - - - - 0,6
mentol 11,1 11,9 - - - - 50,4 - -
o-terpineol 11,4 12,3 1,5 - - - - 8,8 -
borneol 11,0 12,4 - - - - - - 1,0
citronellol 11,9 12,9 - 13,6 - - - - -
mentil-acetat 13,1 13,0 - - - - 5,5 - -
bornil-acetat 13,0 13,0 - - - - - 3,4 -
geraniol 12,4 13,4 - 25,3 - - - - -
anetol 13,1 13,5 2,3 - - - - - -
piperiton 12,6 13,8 - - - - 0,8 - -
mentofuran 16,7 13,9 - - - - 0,2 - -
citronellil-acetat 14,1 14,1 - 2,3 - - - - -
geranil-acetat 14,5 14,2 - 2,6 - - - - -
longiferén 15,3 14,4 - - - - - 0,5 -
[-elemén 14,9 14,7 - 2,9 - - - - -
S-kariofillén 15,4 14,8 1,7 - 8,6 - 0,4 8,4 2,5
transz-
fahéjaldehid 129 145 740 - - - - - -
o-humulén 16,0 15,4 - - 2,2 - - 0,8 -
timol 13,2 15,6 - - - - - - 46,3
eugenol 14,3 15,8 2,7 - 88,6 - - - -
S-kubebén 16,4 15,8 - 0,9 - - - - -
karvakrol 13,3 15,9 - - - - - - 3,2
S-kadinén 17,0 16,0 - 1,0 - - - - -
elemol 17,4 16,4 - 2.4 - - - - -
fahéj-acetat 15,8 16,9 5,3 - - - - - -
eudesmol 19,1 18,3 - 2,3 - - - - -
kariofillén-oxid 18,0 18,8 - - 0,5 - 0,1 0,7 -
Osszesen (%): 96,5 96,2 99,9 99,7 98,3 96,2 96,3

(RSD <4,5%)
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5.2.2 Az sHS-SPME-GC-MS eredményei

A vizsgélat soran a mintdk analizise 40°C-on és 100°C-on valésult meg, igy detektalva a
gbztérbe parolgd komponensek jelenlétét és mennyiségét. A 40°C-os vizsgilat a
késObbiekben bemutatand6 vapor phase mikrobioldgiai vizsgélatok szempontjabol jelentds,
mivel a mikrobiologiai gbzteres vizsgalatoknal ezt megkozelitd 37°C-os inkubécids
homérsékletet alkalmaztunk. A GC vizsgédlattal ezen goztér Osszetételét kivantuk
meghatarozni. A 100°C-os inkubacidos homérséklet a GC-FID technikdhoz hasonldan
jellemzé az illdolajok vizsgélatira. Az sHS-SPME-GC-MS eredményének értékeld
diagramjait a 6.-12. abrak mutatjdk be, amelyeken az 1% feletti mennyiségben kimutatott
komponensek szazalékos jelenlétét hasonlitottuk 6ssze a két kiillonb6z6 homérséklet esetén.
Fahéjolaj esetén 40°C-on és 100°C-on egyarant az illolaj f6 komponense, a fahéjaldehid
(45,9-52,1%) dominalt a goztérben. Ezenfeliil 5% feletti mennyiségben, 40°C-os
inkubalasnal, a légtérben p-cimol, a-pinén, 1,8-cineol, limonén, linalool és S-kariofillén volt
kimutathat6. Fahéj-acetatot, mint a minta GC-FID-del kimutatott masik f6 komponensét,
csak kis mennyiségben (1,9% és 3%) detektaltunk a géztérben mindkét hdmérsékleten (6.

abra).

Fahéjkéregolaj
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6. abra A fahéjkéreg olaj sHS-SPME-GC-MS vizsgéilatanak eredménye 40°C-os és

100°C-o0s inkubacidés homérsékleteknél

A citronellaolaj esetén a minta f6 komponense (citronellal, 40,0-42,3%) mellett 10%
feletti mennyiségben limonén és nerol volt kimutathaté 40°C-on. Citronellol komponens

hasonl6 aranyban egyediil a 100°C-on torténd inkubicion volt jellemzo (7. abra). A GC-
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FID-del kimutatott geraniol komponens a gdztéranalizis sordn csak igen kis mennyiségben
volt kimutathat6 (0,8% ¢és 0,9%), igy ez nem keriilt feltiintetésre a diagramon. 1-3%-ban
szeszkviterpén komponensek (f-elemén, f-muurolén, f-kadinén) is jelen voltak a géztérben

mindkét homérsékleten.
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7. abra A citronellaolaj sHS-SPME-GC-MS vizsgalatanak eredménye 40°C-os és 100°C-os

inkubacids hémérsékleteknél

Az eukaliptuszolaj esetén 40°C-on és 100°C-on is az 1,8-cineol (91,0% és 91,7%)
valamint kisebb szizalékban (3,6% és 4,4%) a y-terpinén dominalt (8. dbra). A GC-FID
analizis soran kimutatott limonén, p-cimol, a- és f-pinén szintén 1% alatti jelenlétet mutatott
a goztérrel végzett vizsgalatok soran.

A szegfliszeg illdolajadban az analizis soran, hasonléan a GC-FID eredményeihez, ugy
talaltuk, hogy mindkét homérsékleten az eugenol, S-kariofillén €s a-humulén volt jelen
nagyobb mennyiségben (9. dbra). A komponensek ardnya a két hdmérséklet esetén kozel

azonosnak tekintheto.
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8. abra Az eukaliptusz illdolaj sHS-SPME-GC-MS vizsgalatanak eredménye 40°C-os és

100°C-o0s inkubacidés homérsékleteknél
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9. abra A szegfliszeg ill6olaj sHS-SPME-GC-MS vizsgalatanak eredménye 40°C-os és

100°C-o0s inkubacidés homérsékleteknél

Az erdeifenyd olajanak 40°C-os gbzterében az a- és f-pinén mellett elsdsorban limonén
és o-3-karén volt kimutathaté 10% feletti mennyiségben. Az o-terpineol mindkét
hémérsékleten csupan 1,3%-ban, a S-kariofillén 0,1%-ban és 0,2%-ban volt azonosithaté a
g6ztérben (10. abra).

A kakukkfliolaj vizsgdlatanal a timolon kiviil a p-cimol jelenléte hatirozta meg a
goztér Osszetételét (11. abra). Emellett kiemelendd az 1,8-cineol, linalool és y-terpinén 3%-

ban, illetve 6%-ban val6 jelenléte is.
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10. abra Az erdeifeny6 olaj sHS-SPME-GC-MS vizsgalatanak eredménye 40°C-os és

100°C-o0s inkubacidés homérsékleteknél
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11. abra A kakukkfii ill6olaj sHS-SPME-GC-MS vizsgalatdnak eredménye 40°C-os €s

100°C-o0s inkubacidés homérsékleteknél

Borsmentaolaj esetén a mentol (27,2% és 33,2%) és szarmazékai mellett az 1,8-cineolt

azonositottuk jelentds mennyiségben (16,4% és 17,4%) (12. ébra).
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12. abra: A borsmenta ill6olaj sHS-SPME-GC-MS vizsgalatanak eredménye 40°C és
100°C-on

Osszefoglaldsként elmondhaté, hogy a sHS-SPME-GC-MS analizis soran a GC-FID
vizsgélattal egybevagd eredményeket észleltink az illéolajok {6 komponenseinek
eléforduldsa tekintetében. Ennek ellenére meg kell jegyezniink, hogy szdmos esetben a
langionizécids detektilas (FID) sordn nagyobb szazalékban azonositott komponensek nem
fordultak el6 1% feletti mennyiségben a vizsgalt illolajok gdztereiben, illetve kisebb
eltérések mutatkoztak a 40°C-on és 100°C-on tortént inkubacié sordn kialakult gézterek
Osszetételét illetden. A kiilonbségek abbol adédhatnak, hogy kiilonb6z6 homérsékleten az

egyes ill6olaj-komponensek eltéro illékonysaguak és forraspontiak.

5.3 Tesztbaktériumok antibiotikum érzékenységének értékelése

A korongdiffuzids vizsgalatok soran az inkubéacids 1do elteltével lathatd fényben értékeltiik a
gatlasi zonak 1étrejottét, eredményeinket a 7. és 8. tdblazatban foglaltuk ossze. A cél az volt,
hogy az antimikrobas tesztek sordn megfeleld antibiotikum keriiljon kivalasztasra, amellyel
ésszehasonlithatjuk illéolajaink aktivitasat. A vizsgalatok segitségével ezen feliil

Egy genuson beliil torekedtiink arra, hogy olyan antibiotikumot valsszunk ki, amelyre
mindegyik faj érzékeny, konnyen beszerezhetd, koltséghatékony, valamint j6 oldékonysagi
és nem zavarja a mérési eredményeket. Ennek megfeleléen MRSA esetén a vankomicint és

gentamicint, Haemophilus torzsek esetén az amikacint, Streptococcusok és M. catarrhalis
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ellen az imipenemet vélasztottuk ki. A Pseudomonas torzsek rezisztencia-mintazatit a 8.
tablazat foglalja 0ssze, amely alapjan a Polimixin B, ciprofloxacin és gentamicin mellett

dontottiink.

7. tablazat: Tesztbaktériumok antibiotikum érzékenységének vizsgélata korongdiffizioval

Antibiotikum 1 2 3 4 5 6 7

Amikacin -

klavulansav

| »n wn

S
S
S

- -

S
R
S

Ciprofloxacin R

R
Amoxicillin/ i S
S
S

»niwn »nn v

Ceftazidim -

Eritromicin - - - -

Gentamicin S

wn | ®
v | »
v | »
v v v
v v v

Imipenem -

Oxacillin R - - - - - -
Penicillin R

Piperacillin/

tazobaktam ) S S ) ) ) )

Vankomicin S - - - - - -

R: rezisztens, S: érzékeny. 1: MRSA, 2: S. pyogenes, 3: S. pneumoniae, 4: S. mutans, 5: H. influenzae,
6: H. parainfluenzae, 7: M. catarrhalis.

8. tablazat: Pseudomonas torzsek rezisztencia mintizata

Antibiotikum P. aeruginosa R- P. aeruginosa
Amikacin S S
Ciprofloxacin
Ceftazidim
Cefepim

Gentamicin

Imipenem

Kolisztin

Levofloxacin

Piperacillin/tazobaktdm

Trimetoprim/szulfametoxazol

nim v lnln nln nlnln
x| v v v v vl

Tobramicin
R: rezisztens, S: érzékeny.

5.4 Az ill6olajok antibakterialis hatasanak értékelése

5.4.1 Direkt bioautografias vizsgalatok

Az A. adamsii illoolajdnak bioautogrdfids vizsgdlata:
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Az ill6olajjal végzett mikrobiologiai kisérletek a 4.3.3.1 fejezetben leirtak szerint torténtek
két elrendezés szerint (,,A” és ,,B” moddszer). Tekintettel arra, hogy a nemzetség szdmos
tagjat (A. afra, A. herba-alba, A. mongolica), a népi gyogyaszat eredményesen alkalmazza
1éguti korképek kezelésére, illetve jelentds antimikrobds hatdssal is rendelkeznek ezen
korképeket okoz6 baktériumokkal szemben (Wright 2002, Suliman et al. 2010), az altalunk
desztillalt A. adamsii illdolajat is terveztiik 1éguti patogénekkel szemben megvizsgilni. A
gazkromatografias vizsgalatok eredményeit figyelembe véve azonban valdsziniisitjiik, hogy
az ill6olaj magas a-tujon-tartalma valészinlileg nem tenné lehetdvé annak jelentds
mellékhatasok nélkiili inhal4ciés alkalmazisat, azonban mindenképpen érdemesnek tartottuk
a gyogynovény antibakteridlis hatasat feltérképezni MRSA esetén, amely korhazi
kornyezetben gyakran el6fordul. Megemlitendd, hogy az a-tujon mar kis mennyiségben
(200-400 mg) is neurotoxikus, irritalo és gorcskeltd hatasa (Tisserand és Young 2014). Bar a
fent emlitett Artemisia fajok 1illdolaja szintén tartalmaz tujon komponenst, ennek
mennyisége a novény é€lohelyétdl fiiggben igen nagy valtozatossidgot mutat, illetve
lényegesen kisebb szazalékban fordul eld az esetek tobbségben, mint az A. adamsii
ill6olajaban (Viljoen et al. 2006, Mohamed et al. 2010).

Direkt bioautografids vizsgalataink sordn megfigyeltiikk, hogy az 0sszilloolaj abszolit
etanollal késziilt higitdsa gitlo hatast mutatott MRSA esetén (13. abra, A réteg). Az 1. és 2.
pontban felvitt 3 és 5 ul térzsoldat (0,558 mg és 0,903 mg higitatlan ill6olaj) altal kialakitott
gatlasi zonak atmérdje 4,5 mm illetve 5,5 mm volt. A rétegre 3. pontként felvitt 0,004 mg
vankomicin esetén 7 mm-es gatlasi zonat detektiltunk. Ebbdl kovetkezik, hogy
ill6olajunkbol nagyobb mennyiségre lenne sziikség az antibiotikumhoz megkozelitOleg
azonos hatas elérése érdekében.

A ,,B” moddszer szerint vizsgilva az ill6olaj egymastdl vékonyréteg-kromatografis
eljarassal elkiilonitett 0sszetevOinek aktivitasat azt tapasztaltuk, hogy gétlasi zénat a 0,15-
0,45 kozotti retencids értékkel rendelkezd terpén-alkohol komponensek képeztek. Ebbdl
kovetkezoen nem az ill6olaj f6 komponense (a-tujon) és a GC vizsgalat szerint 15,2%-ban
jelen 1évo 1,8-cineol tehetdk feleldssé az antibakteridlis hatds kivaltasaért. Feltételezésiinket
igazolta, hogy a 4. és 5. pontban felvitt tujon illetve 1,8-cineol standard esetén fehér gatlasi
z6na nem volt észlelhetd. Ennek megfelelden valészinisitjiikk, hogy MRSA esetén az
antibakterialis hatas foként az ill6olaj minor vegyiileteihez kothetd. Megfigyelésiink hasonld
Viljoen és munkatarsainak (2006) észrevételéhez, amely szerint az A. afra illbolaja

antibakteridlis hatist mutatott 1égiti baktériumok (Klebsiella pneumoniae, Cryptococcus

58



neoformans) ellen, de annak f6 komponensei (a- és pf-tujon, valamint 1,8-cineol)

onmagukban illetve kombinacidkban nem eredményeztek jelentdsebb aktivitast.

13. abra Az A. adamsii illdolajanak direkt bioautografias vizsgalata elvalasztas nélkiil (,,A”
modszer) és kifejlesztéssel (,,B” modszer)
A: 1: 0.558 mg ill6olaj, 2: 0.903 mg ill6olaj, 3: 0.004 mg vankomicin; B: 1-2-3: 1-3-5 pl
alkoholos ill6olaj torzsoldat, 4: 1,8-cineol standard (2 pl), 5: tujon standard (2 pl)

Osszefoglalva elmondhatd, hogy az A. adamsii illoolaja bar hatisosnak bizonyult
MRSA ellen, az antibakteridlis hatasért felelos vegyiiletek valdszintlileg az ill6olajban kisebb
mennyiségben jelenlévd Osszetevok kozott keresenddk. Antibiotikum hatisival Osszevetve
az 1ill6olaj ugyan kevésbé mutatkozott aktivnak, azonban feliileti fertStlenitéként
eredményesen alkalmazhat6 szer lehet. Ennek igazolasara, valamint a hatdsos koncentraci6
meghatirozasara azonban tovabbi kutatiasok sziikségesek. Ezen feliil az ill6olaj biztonsagos
alkalmazdsa szempontjabdl, tekintettel a f6 komponens altal kivélthatd lehetséges
mellékhatasokra, tovabbi citotoxicitdsi tesztek elvégzésére is sziikség lenne a jovOben,

amelyre jelenleg nem volt lehetdségiink.

Az Aromax illéolajok bioautogrdfids vizsgdlata:

A kereskedelmi forgalomban kaphato6 illolajaink bioautografids vizsgalata foként az el nem
valasztott illdolajok (Osszilloolaj) antibakteridlis vizsgalatara irdnyultak. Megjegyezziik,

hogy bér a direkt bioautogriafia mddszere a klasszikus mikrobioldgiai vizsgaldomddszerekhez
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képest (pl. korong difftizios) sokkal informativabb, gyorsabb és hatékonyabb detektalast tesz
lehetové, a specialis tiptalajt (véres, illetve csokoladé agart) igényld torzseink esetén ez
idaig nem sikeriilt megfelel6 mértékben optimalizalnunk a tesztrendszert. Ennek
megfelelden ill6olajaink aktivitisit MRSA, R-P. aeruginosa és kevésbé rezisztens P.
aeruginosa esetén vizsgiltuk meg. A moddszer alkalmazdsa sordn meghatiroztuk az
ill6olajok hatasa altal 1étrehozott gatlasi zondk atmérdit, amelyeket az 9. tablazatban
tiintettiink fel.

MRSA esetén a szegfliszeg illoolaja eredményezte a legnagyobb gatlast (9,5 mm),
amelyet aktivitisban az eukaliptusz, a kakukkfli és fahé; illdolaja kovetett. Borsmenta és
citronella ill6olaj esetén kisebb antibakteridlis hatids (4,4-4,8 mm) csak a magasabb
koncentraciok alkalmazasa esetén volt megfigyelhetd. Ezzel szemben az erdeifenyd ill6olaja
még magasabb koncentracié esetén sem mutatott gatlast a baktériummal szemben.
Eredményeinkhez hasonléan Horvath és munkatirsai (2011) a fahéjkéreg, kakukkfii,
eukaliptusz, szegfliszeg hatasossagardl szdmoltak be tobb, klinikai betegbdl izolalt
meticillin-rezisztens és meticillin-szenzitiv S. aureus ellen is.

R-P. aeruginosa-val végezve vizsgalatokat a fahéj illdolajat taldltuk a legjobbnak, a
kakukkfli és szegfliszeg olaja esetén egyenértékli hatist (6,3 mm) figyeltiink meg. A tobbi
ill6olaj esetén eredményes gatlas nem volt kimutathaté a baktériummal szemben. A kevésbé
rezisztens P. aeruginosa torzset vizsgalva az el6z0 esetben leirtakhoz hasonléan a fahéj
illéolaja volt a legerdsebb antibakteridlis hatasd (9,3 mm). A szegfliszeg és kakukkfii olaja
ugyancsak jelent0s gatlast mutatott (7,3-8,0 mm). Az erdeifenyd olaja esetén egyediil a P.
aeruginosa-val szemben detektaltunk nagyon alacsony aktivitast (3,8 mm). Ez esetben a
borsmenta és citronella ill6olaja hasonl6 aktivitast mutatott, az eukaliptusz ill6olaj azonban
nem eredményezett gatlast még a magasabb koncentracidkban sem. Fontos megemliteni,
hogy a vizsgalatok soran oldészer-kontrollként alkalmazott abszoltit etanol egyetlen esetben
sem mutatott aktivitdst a baktériumokkal szemben, igy igazolhatd, hogy mintaink
antibakterialis hatasaért az ill6olajok komponensei tehetok feleldssé.

Pozitiv kontrollként antibiotikumokat hasznaltunk, MRSA esetén vankomicint,
Pseudomonas torzseknél ciprofloxacint €s polimixin B-t. MRSA vizsgalatakor 0,25 pg
vankomicint hasznélva 3,8 mm, 0,5 pg ciprofloxacint alkalmazva P. aeruginosa-nal 7 mm
atméroji gatlast detektaltunk. A ciprofloxacin varakozasainknak megfeleléen nem volt aktiv
R-P. aeruginosa ellen. Polimixin B tekintetében megfigyeltiik, hogy tesztrendszeriinkben az
antibiotikum csupan 2 mm-es gatlast eredményezett. Ez esetben a gatlasi z6na mérete nem

valtozott a koncentracid emelésével, igy feltételezziik, hogy valamilyen kiils6 koriilmény
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miatt az elégtelen diffiizionak koszonhetden nem tudta kifejteni kelld hatdsat az
antibiotikum.

Osszegezve elmondhatd, hogy a direkt bioautogrifia modszere az antibakterialis hatds
gyors és hatékony kimutatasat teszi lehetdvé, ezen felill segitségével ugyanazon
tesztrendszerben egyszerre vizsgalhato tobb illdolaj-koncentracid, valamint antibiotikumok
aktivitasa is a kisérleti koriilmények megvaltoztatdsa nélkiil. Optimalizilasa kiilonleges
taptalajt igényld torzsek (pl. Streptococcusok és Haemophilusok) esetén azonban a jovo

feladata.

9. tablazat A kereskedelmi forgalomban kaphaté ill6olajok direkt bioautografias
vizsgalatdban meghatarozott gatlasi zonak 4tmérdje mm-ben kifejezve

Gatlasi zonak atméroi (mm)

Iléolajok

MRSA R-P. aeruginosa P. aeruginosa
Fahéjkéreg 3,0-4,3-5,3-6,3 3,5-4,3-7,3-8,0 4,0-5,5-6,8-9,3
Szegfliszeg 3,8-6,5-8,0-9,5 3,8-4,8-5,8-6,3 5,2-6,0-6,9-7,3
Kakukkfi 5,0-5,8-6,8-7,5 4,3-5,3-5,8-6,3 5,3-6,0-7,3-8,0
Erdeifenyd n.a. n.a. 3,5-3,5-3,8-3,8
Eukaliptusz 4,0-5,2-7,0-7,0 n.a. n.a.
Borsmenta 0-0-3,6-4,4 n.a. 3,8-3,8-4,5-4,5
Citronella 0,0-3,3-4,0-4,8 n.a. 4,0-4,5-5,3-5,5

n.a.=nincs aktivitds. A tabldzatban minden esetben a higitatlan ill6olaj (0,025-0,05-0,1-0,15 mg)
altal 1étrehozott gatlasi zéna atmérdjét tiintettiikk fel. Félkovérrel kiemelve a legnagyobb gatlasi
zdna.

Ill6olajaink tekintetében kiemelendd, hogy mindegyik aktivnak bizonyult legalabb egy
altalunk vizsgalt torzzsel szemben, azonban aktivitidsuk jelentds kiilonbséget mutatott.
MRSA esetén a szegfiiszeg ill6olaja, mig Pseudomonas torzsek esetén a fahéj illdolaja
bizonyult a legaktivabbnak. Mintdink sajndlatos mddon alacsonyabb hatékonysaginak
bizonyultak a vizsgalt referencia antibiotikumokhoz képest, azonban aktivitisuk

hasonléképpen a terdpidban alkalmazott szerekhez, koncentraciétdl valo fiiggést mutatott.

5.4.2 A csohigitas mddszerének eredményei
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A modszer soran szintén a teljes illdolaj antimikrobas aktivitasat ért€keltiilk, meghatarozva
az adott mikroorganizmussal szemben mutatott MIC, illetve MBC értékeket. Kisérleti
eredményeinket a 10.-13. tiblazatok foglaljdk ©ssze. Minimalis gatlé koncentracidként
utin (48 ora), a kontrollhoz viszonyitva jelentds mértékben képes volt a baktérium
szaporodasat gatolni. Minimalis baktericid koncentracioként az illéolaj azon legkisebb
megfigyelhetd az adott baktérium novekedése (Lorand et al. 2002, Patel et al. 2011). Az
antibakterialis szerek minimalis gatlé koncentracioit a kiilonbozd torzsek esetében a 13.
tablazatban foglaltuk ossze.

A vizsgéalatok sordn S. pyogenes-szel szemben leghatisosabbnak a szegfiiszeg illdolaja
mutatkozott (MIC: 0,1 mg/ml), amelyet aktivitisban a citronella és borsmenta ill6olaja
kovetett (MIC: 0,17 mg/ml és 0,35 mg/ml). A baktérium esetén kozel azonos aktivitasunak
talaltuk a fahéjkéreg és kakukkfii olajat.

10. tablazat Az Aromax ill6olajok antibakteridlis hatdsanak értékelése csoOhigitas
modszerével Gram-pozitiv baktériumokkal szemben

NGolaj S. pyogenes S. pneumoniae S. mutans
MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Fahé;j 0.41 0.81 0.06 0.13 0.20 0.41
Kakukkfii 0.43 0.87 0.11 0.22 0.04 0.09
Szegfliszeg 0.10 0.20 0.25 0.50 0.41 0.81
Borsmenta 0.35 0.70 0.35 0.70 0.70 1.39
Citronella 0.17 0.34 0.09 0.17 0.17 0.34
Eukaliptusz 2.82 5.64 1.41 2.81 0.70 1.41
Erdeifeny6 1.35 2.71 0.68 1.35 1.35 2.71

A MIC és MBC értékek mg/ml-ben kifejezve. Félkovérrel kiemelve a leghatisosabb ill6olaj-
koncentricio.

Az eukaliptusz és erdeifeny6 illdolaja csupan nagyobb mennyiségben bizonyult aktivnak S.
pyogenes ellen. A S. pneumoniae esetén a citronella és fahéjkéreg olaja tudott kisebb
koncentracioban gatlé hatést kifejteni (MIC: 0,06-0,09 mg/ml). Emellett jelentds aktivitas
volt kimutathat6 mar alacsony koncentracid esetén a kakukkfii-, a szegfliszeg- és a
borsmentaolajnal (MIC: 0,11-0,35 mg/ml) is. Az eukaliptusz olajat tekintve a
fahéjkéregolajhoz képest tobb mint hiiszszoros mennyiségre volt sziikségiink az eredményes

gatlas eléréséhez.

62



A kakukkfl illdolajat a Streptococcus-ok kozil a S. mutans-szal szemben értékeltiik a
legaktivabbnak. Az igen ellendllé mikroorganizmus esetén a fahéjkéreg, a citronella, a
szegfiiszeg is eredményesnek bizonyult (MIC: 0,17-0,41 mg/ml). Erdeifenyé esetén ez
esetben is csak magasabb koncentracidban tapasztaltunk antibakteridlis hatast. Haemophilus
torzseken végzett vizsgalatainkban mindkét esetben a fahéjkéreg illdolaja volt a leginkabb
hatékonynak mondhat6 (MIC: 0,06 mg/ml) mintaink koziil. Kiemelendd, hogy mind a H.
influenzae mind a H. parainfluenzae torzsek esetén a kakukkfii, a szegfiiszeg és a borsmenta
ill6olaja antimikrobas aktivitdsban nem mutatott kiilonbséget (11. tdblazat). Ezzel szemben a
citronella és eukaliptusz illdolajok H. parainfluenzae ellen hatékonyabbnak bizonyultak. Az
erdeifenyd illdolaja Gram-negativ baktériumaink koziil egyediil a H. parainfluenzae-vel és

M. catarrhalis-szal szemben mutatott jelentOsebb aktivitast (MIC: 0,34 mg/ml).

11. tablazat Az Aromax illdolajok antibakteridlis hatdsdnak értékelése csohigitas
modszerével Gram-negativ baktériumokkal szemben

M6olaj P. aeruginosa H.influenzae H.parainfluenzae = M. catarrhalis
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

Fahé; 0,40 0,80  0.06 0.13 0.06 0.13 0.10 0.20

Kakukkfii 1,40 2,80  0.11 0.22 0.11 0.22 0.09 0.18

Szegfiiszeg 1,60 3,30 0.25 0.50 0.25 0.50 0.25 0.50
Borsmenta >44.5 >445 0.21 0.43 0.21 0.43 0.35 0.70
Citronella >43,9 >439 0.21 0.42 0.11 0.21 0.11 0.21
Eukaliptusz 2.80 5,60 1.41 2.81 0.70 1.41 2.81 5.64
Erdeifeny6 >43,4 >434  1.35 2.70 0.34 0.68 0.34 0.68

A MIC és MBC értékek mg/ml-ben kifejezve. Félkovérrel kiemelve a leghatasosabb ill6olaj-
koncentricio.

P. aeruginosa esetén magasabb illdolaj-koncentraciét alkalmazva a kakukkfii, a
szegfiiszeg és az eukaliptusz esetén szintén eredményes antibakterialis hatast detektaltunk. A
borsmenta, a citronella és erdeifenyd ill6olaja még nagyobb mennyiségben is csak
bakteriosztatikus hatéast fejtett ki erre a baktériumra.

MRSA-val szemben a borsmenta és erdeifenyd olajanak kivételével minden illdolaj
aktivnak mutatkozott, amelyek koziil legalacsonyabb MIC értékével (0,1 mg/ml) a
szegtiiszeg emelkedett ki (12. tdblazat).

R-P. aeruginosa esetén, bioautografids eredményeinkkel egybevigdan, a fahéjkéreg
ill6olajat talaltuk leghatékonyabbnak, a tobbi ill6olaj csupan bakteriosztatikus hatassal
rendelkezett. A csohigitds soran negativ kontrollként alkalmazott szolubilizalészert,

valamint ill6olajjal nem kezelt tiptalajt tartalmazo6 csé esetén sem tapasztaltunk gatlo hatast
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az adott baktérium novekedésére, igy megallapithatd, hogy az antibakteridlis hatdsért

elsOsorban illdolajaink és komponenseik tehetok felelossé.

12. tablazat A kereskedelmi forgalomban kaphat6 ill6olajok antibakteridlis hatdsdnak
értékelése csOhigitds modszerével rezisztens baktériumtorzsek ellen

Tliéolaj MRSA R-P. aeruginosa

MIC MBC MIC MBC
Fahéjkéreg 0,40 0,80 0,40 0,80
Kakukkfii 0,40 0,70 >45,3 >45,3
Szegfliszeg 0,10 0,20 >51,9 >51,9
Borsmenta >44.5 >44.5 >44.5 >44.5
Citronella 1,4 2,8 >43.9 >43,9
Eukaliptusz 5,6 11,3 >45,1 >45,1
Erdeifeny6 >43.,4 >43,4 >43,4 >43.,4

MIC és MBC értékek mg/ml-ben kifejezve. Félkovérrel kiemelve a leghatasosabb illdolaj-
koncentracio.

Eredményeinkkel Osszhangban Pereira és munkatirsai (2014) az eukaliptusz olajanak
hatasossagat hangsilyoztak antibiotikumra rezisztens és érzékeny P. aeruginosa torzsekkel
szemben. Ezen feliil kiemelték, hogy az illéolaj gentamicinnel kombindlva a rezisztens
torzsek esetén szinergista hatissal rendelkezett, antibiotikumra érzékeny torzsek esetén
pedig additivnak bizonyult. Tyagi és Malik (2011a), valamint Hendry és munkacsoportja
(2009) altal publikalt kisérletek szintén az eukaliptusz olajanak gatlé hatasat igazoltak
csOhigitisos modszert alkalmazva, azonban a MIC értékek meghaladjak az altalunk
meghatirozott gatlé koncentracidkat. Ellentétben az Aaltalunk tapasztalt bakteriosztatikus
hatéssal, a mar emlitett kutatok (Tyagi és Malik 2011b) a borsmenta olajanak gatlo hatasat is
detektaltak (MIC: 2,25 mg/ml) P. aeruginosa-val szemben. Egybehangzdan
eredményeinkkel Ghabraie és kutatdcsoportja (2016) a fahéj olajat taldlta a legaktivabbnak
P. aeruginosa-val szemben, azonban kakukkfli és szegfliszeg esetén nem sikeriilt gatlo
hatast detektalniuk, amely ellentétben all az Aaltalunk tapasztaltakkal. Erdeifenyd esetén
megfigyeléseik az ill6olaj inaktivitasardl szintén hasonléak voltak sajat méréseinkhez.
Eredményeink pontos dsszevetését az emlitett tanulmanyokkal nagyban korlatozza az a tény,
hogy a legtobb esetben a szerzok nem publikaltak az alkalmazott ill6olaj Osszetételét.

Az altalunk alkalmazott eukaliptusz olaj Osszetételéhez hasonlé olajat alkalmazva,
Mulyaningsih és munkatarsai (2011) szamos klinikai betegbdl izoldlt MRSA esetén értek el
eredményes gatlast. A szerzOk altal meghatarozott minimélis gatlé koncentraciok MRSA-t

tekintve hasonldak, P. aeruginosa tekintetében magasabbak az altalunk meghatarozott
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értékekkel osszevetve. Ezen feliil ill6olaj-komponensekkel végzett kutatasaikban kimutattik,
hogy MRSA ellen f6ként mas eukaliptusz fajok ill6olajdban nagyobb mennyiségben
jelenlévd citronellal és citronellol hatékonyabb gatlast tud kivaltani, mint az E. globulus
olajanak 1,8-cineol Osszetevdje. Choi €s munkatarsainak (2016) S. mutans-szal végzett
vizsgilatai szintén megerdsitik a fahé) jelent0s antibakteridlis hatasat, ezen feliil
megvizsgilva komponenseinek aktivitasit megallapitottik, hogy a legeredményesebb gétlast
a fahéjaldehid képes kivaltani (MIC: 0,02 v/v%). Ezen feliill a munkacsoport korong
diffizidval az eukaliptusz €s erdeifenyd olajat kevésbé, a borsmentaét mérsékelten, a
szegfliszeg olajat pedig jelentdsen aktivnak taldlta a baktériummal szemben, amely
megfigyelések Osszhangban vannak az altalunk tapasztalatakkal (Choi et al 2016). Bar
kisérleteinkben a S. mutans-sal szemben az eukaliptusz olaja csupdn nagyobb
koncentracioban mutatott aktivitast, kordbbi tanulmanyok eredményes gatlast igazoltak az
ill6olaj kis mennyiségének alkalmazasa esetén is (Goldbeck et al. 2014). Ez az eltérés
véleményiink szerint elsdsorban az alkalmazott modszer koriilményeibdl, valamint az
ill6olajok mennyiségi osszetételének eltérésébol adodik.

H. influenzae, M. catarrhalis €s S. pyogenes esetén a kakukkfii olajat vizsgélva Tanaka és
munkatérsainak (2002) eredményeihez viszonyitva alacsonyabb MIC értéket eredményezett
az altalunk vizsgalt illdolaj. Szegfliszeg tekintetében S. pyogenes és M. catarrhalis esetében
szintén alacsonyabb gatld koncentriciot detektaltunk, mig eukaliptusz és borsmentaolaj
esetén eredményeink kozel azonosak voltak. Ezenfeliil a kutatdcsoport szamos illbolaj-
komponens (fahéjaldehid, p-cimén, p-kariofillén, bornil-acetat, 1,8-cineol, o-humulén,
eugenol, mentol, timol, a-pinén) eredményes antimikrobas hat4sardl is emlitést tett (Tanaka

et al 2002).

13. tablazat Antibiotikumok hatasanak értékelése csohigitas modszerével

ere e 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Antibiotikum
MIC MIC MIC MIC MIC MICy,y MIC MIC MIC,,

Gentamicin 12,5 >100 6,3 - - - - - -
Vankomicin >100 - - - - - - - -
Polimixin B - 1,6 - - - - - - -
Amoxicillin/ ) ) ) ) ) 0.8 i ) 02
klavulansav
Imipenem - - - 25,0 0.8 3,1 - - 0,2
Amikacin - - - - - - 3,1 1,6 -

MIC értékek pg/ml-ben kifejezve. 1: MRSA; 2: R-P. aeruginosa; 3: P. aeruginosa; 4: S. pyogenes;
5: S. pneumoniae; 6: S. mutans; 7: H. influenzae; 8: H. parainfluenzae; 9: M. catarrhalis
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A Cymbopogon nardus illdolajanak M. catarrhalis esetén kifejtett eredményes gatlo
hatdsa egybecseng kordbbi vizsgilatok tapasztalataival, kiemeleddé azonban, hogy az
altalunk meghatarozott MIC érték alacsonyabb volt, amely vélhetéen az illdolaj-
komponensek mennyiségi eltérésének koszonheté (Ahmad és Viljoen 2015). Eukaliptuszolaj
alkalmazasa soran kapott eredményeinkkel Cermelli és kutatécsoportjanak (2008)
megfigyelései S. pyogenes és H. influenzae esetén kozel azonosnak bizonyultak, mig H.
parainfluenzae és S. pneumoniae esetén az altalunk meghatirozott MIC értékek
alacsonyabbak voltak. Fabio és kutatdcsoportja (2007) eredményeinkkel Osszhangban
hasonl6 gatlasi sorrendet (fahéj>kakukkfii>szegfiiszeg) figyelt meg H. influenzae és S.
pneumoniae esetén.

Referencia antibiotikumokkal 6sszehasonlitva csOhigitiasos eredményeinket elmondhatd,
hogy mintainkb6l az azonos hatas eléréséhez sokkal nagyobb mennyiségre lenne sziikség,
ennek megfelelden nem bizonyultak hatékonyabbnak a klasszikus terapias szerekhez képest.
Eredményességiik azonban semmiképpen sem hanyagolhat6 el, foként a rezisztencidval
rendelkezd mikroorganizmusok esetén, tekintettel arra, hogy veliik szemben komplex
osszetételilknek és  feltételezhetéen tobb  tamadasponti  hatdsmechanizmusuknak
koszonhetéen nehezebben alakul ki rezisztencia (Kon és Rai 2012).

Erdekes jelenség tovabb4, hogy a bioautografias médszerben vizsgalva a borsmenta olaja
hatékonyabbnak bizonyult, mint a csOhigitisos technikat alkalmazva, ezzel szemben az
eukaliptuszolaj foként ez utobbi tesztrendszerben mutatkozott aktivabbnak. Az eredmények
kiillonbségei valdszinlileg a két mddszer eltéré koriilményeibdl szdrmaztathaték. A fentiek
figyelembe vételével azonban mindenképpen indokolt egy adott ill6olaj antimikrobas
hatdsanak értékelése tobb tesztrendszer alkalmazdsaval is. Erdemes volna a jovGben az
illéolajok antibiotikumokkal val6é egyiittes hatdsat is vizsgalni, mivel korabbi irodalmak
szerint egyes esetekben képesek csokkenteni a kezelésként alkalmazott szer dozisat, illetve
megnovelhetik azok hatékonysigat is (Mahboubi és Bidgoli 2010, Kon és Rai 2013, Pereira
2014).

5.4.3 A vapor phase technika eredményei

A glzteres vizsgalatok sordn az el0bb bemutatott mddszerekkel ellentétben, az illdolaj
folyékony allapotban kozvetleniill nem keriilt kapcsolatba a vizsgalt mikroorganizmussal,
annak novekedését egyediil az illékony komponensek altal kialakitott gdztér befolyasolta.

Mintainkat abszolut etanollal higitottuk az ill6olaj minél egyenletesebb sziirOpapiron vald
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eloszlatasanak érdekében, amelynek megfelelden negativ kontrollként megvizsgaltuk az
abszolut etanollal impregnalt és kezeletlen szlirOpapir mikrobakra kifejtett aktivitasat is (7.
melléklet). Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy sem az alkalmazott sziirGpapir, sem az
oldészer nem befolyasolta a baktériumok szaporodasat. A 48 Oras inkubécids periddust
kovetden az Aromax ill6olajok aktivitdsdnak értékelésére meghatiroztuk azt a legkisebb
gatlo koncentraciot (MIC: pl/l), amely szabad szemmel vizsgilva teljes mértékben képes
volt meggatolni az adott baktérium novekedését. A MIC értékét az alkalmazott ill6olaj
mennyisége, valamint a csészében 1€vo szabad 1égtér térfogatanak hanyadosaként hataroztuk
meg. Kloucek és munkatarsainak vizsgalataihoz hasonléan (2012a,b) eredményeinket
minden esetben egy literes légtérre vonatkoztatva adtuk meg. A gatld koncentricidk
Osszefoglalasa a 14.-15. tablazatban lathato.

MRSA esetén a bioautografias és csohigitasos eredményeinkkel ellentétben a fahéjkéreg
illolaja altal kialakitott gbéztér mutatkozott a legeredményesebbnek (MIC: 31,25 ul/l).
Szintén jelentds hatast sikeriilt elérniink a kakukkfi és szegfliszeg olajait magasabb
koncentraciokban alkalmazva. MRSA ellen a borsmenta és citronella olajat azonos
mértékben talaltuk aktivnak (MIC: 375 ul/l), mig az eukaliptusz-, és az erdeifeny6 olaj a

legmagasabb koncentricioban sem eredményezett teljes gatlast.

14. tablazat Aromax illéolajok gozterének antibakteridlis hatdsa Gram-pozitiv
baktériumokkal szemben

Mliéolaj MRSA S. pyogenes S. pneumoniae S. mutans
MIC (/)

Fahéjkéreg 31,25 75 75 90
Kakukkfii 125 125 90 250
Szegfliszeg 225 225 150 500
Borsmenta 375 250 90 375
Citronella 375 125 50 250
Eukaliptusz >1500 >1500 1200 >1500
Erdeifeny6 >1500 >1500 >1500 >1500

MIC értékek pl/l-ben kifejezve. Félkovérrel kiemelve a leghatasosabb ill6olaj-koncentraci6.

Multirezisztens P. aeruginosa-val szemben egyedill a fahéjkéregolaj magas
koncentracidja mutatkozott hatékonynak (MIC:125 pl/l), amely megfigyelésiink egybecseng
a csOhigitds soran tapasztaltakkal. Ezzel szemben az antibiotikumokra érzékeny P.
aeruginosa esetén a fahéjkéreg és a kakukkfli olajanak aktivitasa kozott nem tapasztaltunk

kiillonbséget (MIC: 31,25 ul/l). A bioautografias és csOhigitasos tapasztalatokkal ellentétben
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a szegfliszeg, eukaliptusz és borsmenta olaja nem mutatott jelentds antibakterialis hatast a

baktériummal szemben.

15. tablazat Aromax
baktériumokkal szemben

illéolajok  goézterének antibakterialis

hatidsa Gram-negativ

R-P. P. H. H. M.

Illéolaj aeruginosa aeruginosa influenzae  parainfluenzae  catarrhalis
MIC (pl/)

Fahéjkéreg 125 31,25 15,62 15,62 25
Kakukkfii >1000 31,25 25 31,25 50
Szegfiiszeg >1500 >1500 90 150 125
Borsmenta >1500 >1500 50 75 31,25
Citronella >1500 >1500 50 62,5 25
Eukaliptusz >1500 >1500 125 200 225
Erdeifeny6 >1500 >1500 500 >1500 >1500

MIC értékek pl/l-ben kifejezve. Félkovérrel kiemelve a leghatasosabb ill6olaj-koncentracio.

Eredményeinkkel egybeviagoan Lopez és Goiii kutatocsoportjai (Lopez et al 2005, Goii
et al. 2009) sem észleltek szignifikans aktivitast a szegfiiszeg olajaval kapcsolatban P.
aeruginosa-nil. Kiemelendd, hogy a fahéj illdolajandl sem detektaltak lathaté gétlast,
azonban ez val6szinlileg annak koszonhetd, hogy a novény levelébdl izolalt illdolajjal
dolgoztak, amely feltételezést a mintdk HS-SPME, valamint GC-ITMS (Gas
chromatography — Ion Trap Mass Spectrometry) analizise is alatdmaszt (Lopez et al 2005,
Goiii et al. 2009). A borsmenta €s eukaliptusz ill6olajat modositott korongdiffiizios goztér
modszerben vizsgalva Tyagi és Malik (2011b) megfigyeléseinkkel ellentétben hatékony
gatlasrdl szamolt be P. aeruginosa esetén. Nedorostova és Kloucek kutatocsoportjai (2009,
2012a) vizsgéalataikban sem a kakukkfli sem az eukaliptusz esetén nem szamoltak be
eredményes gitlasrol, amely részben egybecseng az A4ltalunk meghatarozottakkal. A
kakukkfii ill6olaja esetén tapasztalt eltérés valosziniisithetden az illoolaj eltérd osszetételével
magyarazhato.

Vizsgélataink soran alkalmazott Strepfococcus torzsek ellen a fahéjkéregolajat talaltuk a
legaktivabbnak, legmagasabb MIC értékeket a S. mutans-szal szemben detektaltunk, amely
jOl bizonyitja a baktérium erds ellenalld képességét. Szegfiiszeg esetén csak nagyobb
mennyiség (MIC: 150-500 upl/l) alkalmazasanal tapasztaltunk antimikrobds hatést
Streptococcusok ellen. Az eukaliptusz olajat 1200 pl/l-es koncentracidban adva egyediil a S.

pneumoniae novekedésének gatlasa volt megfigyelhetd. H. influenzae-vel végzett
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vizsgélatainkban minden ill6olaj hatékonynak bizonyult (MIC:15,62-500 pl/1). Kiemelendd,
hogy az erdeifeny0 illoolaja egyediil ezzel a mikroorganizmussal szemben mutatott jelentos
aktivitast (MIC: 500 pl/1), amely tapasztalat részben egybevdg a csOhigitds soran
megfigyeltekkel. H. parainfluenzae esetén az erdeifenyd kivételével szintén minden vizsgalt
olaj hatékony gatlast eredményezett, a MIC értékek azonban meghaladtak a H. influenzae
esetén tapasztaltakat.

Eredményeinkhez hasonléan Inouye és munkatarsai (2001a) is gatlé hatasr6l szamoltak
be borsmenta-, valamint fahéjolaj tekintetében H. influenzae, S, pyogenes és S. pneumoniae
ellen, az altaluk meghatarozott minimalis gatld doézisok azonban alacsonyabbnak
bizonyultak. Ezenfeliil tobb vizsgilatban is kimutattdk a fahéjaldehid, eugenol, timol,
mentol, menton, terpinén-4-ol, 1,8-cineol eredményes gatlé hatdsit is a mar emlitett
torzsekkel szemben (Inouye et al. 2001a,b, Houdkova et al. 2017). Erdekesség, hogy
Houdkova és munaktarsai (2017) a fahéjaldehid, eugenol és timol esetén mérsékelt
aktivitasrol szamoltak be H. influenzae és S. pneumoniae kapcsan, illetve kiillonbséget sem
tapasztaltak a fahéjaldehid folyékony kozegben és gdztérben vizsgélt antibakterilis hatasa
kozott. Megjegyzendd azonban, hogy olyan kombinalt rendszerrel végezték vizsgalataikat,
amely a gozteres és folyékony kozegli antibakterialis aktivitast egyidejlileg értékeli, igy
eredményeit elsésorban viszonyitasként lehet alkalmazni.

M. catarrhalis novekedését 25 pl/l-es koncentraciéban egyforméan volt képes gatolni a
fahéjkéreg és citronella olaja is. Szintén kis mennyiséget alkalmazva erételjes hatassal
rendelkezett a kakukkfii és borsmenta olaja is. Szegfiiszeg és eukaliptusz esetén egyediil a
magasabb koncentraciokban mutatkozott aktivitas.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy a vapor phase technika kifejezetten alkalmas illékony
természetli anyagok antibakteridlis hatasdnak gyors, egyszerli és gazdasagos vizsgélatara.
Kiemelendd, hogy mivel az illdolajok leggyakoribb gydgyészati alkalmazasa inhal4cié utjan
torténik, a 1égutakba be- és lejutd illékony komponensek ltal kialakitott 1égtér hatisat ez a
modszer tudja legjobban modellezni in vitro koriilmények kozott. A léguti korképek
kezelését kiegészitd terapids alternativak vizsgalata soran ezért mindenképpen érdemes nem
csak az ill6olajnak a baktériumra direkt kapcsolat utjan kifejtett hatasat, hanem az illd
Osszetevoket tartalmazo goztér gatlasat is megvizsgalni.

Az altalunk alkalmazott mddszer nagy elonye, hogy egyszerre tobb mikroorganizmussal
szemben is megfigyelhetdé ugyanazon ill6olaj aktivitisa a vizsgalati koriilmények
valtoztatasa nélkiil. Kisebb hatranyt jelent azonban, hogy elsOsorban azonos taptalajt €s

szaporodasi koriilményeket igényld mikroorganizmusokat ajanlott egy elrendezésben
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vizsgélni. A vapor phase vizsgalatok sordn a tesztbaktériumok mindegyikével szemben a
fahéjkéreg illoolaja bizonyult a leghatékonyabbnak, a meghatarozott gatlo6 koncentraciok
azonban a mikroorganizmusnak megfeleléen igen nagy valtozékonysagot mutattak (MIC:
15,62-125 pl/l). Ezen kiviil erds antibakterialis hatissal rendelkezett a legtobb baktériummal
szemben a kakukkfli, a szegfliszeg, a borsmenta és a citronella illolaja is. Eukaliptuszolaj
esetén egyediill a Gram-negativ Haemophilusok és M. catarrhalis esetén detektaltunk
jelentds aktivitast. Mint az irodalmi attekintés soran is emlitésre keriilt korabbi tanulmanyok
szerint a Gram-pozitiv torzsekhez képest a Gram-negativ baktériumok kevésbé fogékonyak
az illoolajokra, koszonhetden a baktériumok antimikrobéds szerekkel szembeni védekezési
mechanizmusainak és kiils6 membranjuk felépitésében 1évd kiilonbségnek (Burt 2004,
Doran et al. 2009). Eredményeink Inouye és kutatocsoportjdnak megfigyeléseivel
0sszhangban (2001a) inkdbb ennek a megfigyelésnek az ellenkezdjét latszanak igazolni,
mivel az altalunk meghatirozott MIC értékek a Gram-negativ baktériumok tobbségénél,
kivéve R-P. aeruginosa-t, alacsonyabbnak bizonyultak a Gram-pozitiv torzsekével
0sszehasonlitva. Ehhez kapcsoléddan valdszintisitik, hogy a glzteres vizsgélatok soran a
baktérium kiils0 membranja kevésbé befolyasolja az antibakteridlis hatas kialakuldsat
(Lopez et al 2005).

H. influenzae esetén kiemelendd, hogy egyediil ezzel a torzzsel szemben mutatott
aktivitast az Osszes vizsgélt illéolajunk, koztiik az inkdbb bakteriosztatikus hatéassal
rendelkezd erdeifenyd olaj is. Korabbi tanulmanyok szerint a torzs ill6olajokkal szembeni
érzékenysége a foként hidrofob karakterl kiils0 membranjanak koszonhetd, amelyet igazolni
latszik, hogy hasonloan az ill6olajokhoz a szintén hidroféb természetli makrolidok is
jelentds hatékonysagiak a torzzsel szemben (Inouye 2001b). Mindezekre tekintettel a
jovoben érdemes lenne egy-egy aktiv illékony komponens hatdsat onmagidban vagy mas
ill6olajjal kombindlva is megvizsgalni vapor phase tesztrendszerben, valamint nagyobb
figyelmet forditani az illdolaj baktériumsejtben lezajlo hatdsmechanizmusaira, valamint

biofilmgatl6 sajatsagukra is.

5.5 Illéolajok és illo-komponensek kolcsonhatasanak értékelése

5.5.1 A direkt bioautografias vizsgalatok eredményei
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5.5.1.1 Aktiv illéolaj-komponensek kimutatdsa, minimalis detektalhat6 dézisuk

meghatarozasa

Az egyes mikroorganzmusok esetén aktiv komponensek meghatdrozasarozasanak
eredményeként MRSA ellen a fahéjolajban 1évd fahéjaldehidet, szegfliszeg esetén az
eugenolt, borsmentaolajban a mentolt, kakukkfii esetén a timolt, citronellaolajban egyediil a
geraniolt talaltuk aktivnak, amelyeket részben kordbbi megfigyelések is aldtdmasztanak
(Horvath et al. 2010, Albano et al. 2016). P. aeruginosa esetén hasonl6 aktivitds volt
megfigyelheto, emelett a citronellaolaj két masik komponense a citronellal és citral esetén is
tapasztaltunk gétlast (14. dbra), amely egybecseng Dorman és Deans (2000) tapasztalataival.
Az emlitett kutatok a kisebb mennyiségben el6fordulé komponensek terpinén-4-ol, a-
terpineol, f-pinén, nerol, és geranil-acetat aktivitasardl is emlitést tettek, ezért véleményiink
szerint mindenképpen érdemes lenne tovabbi kolcsonhatast vizsgalo tesztekbe bevonni Oket
a jovOben.

R-P. aeruginosa ellen csupan a fahéjaldehid, timol és eugenol komponensek bizonyultak
hatékonynak. A rétegek értékelését lathatd fényben végeztiik el, az aktiv komponensek
meghatarozasa az azonos koriilmények kozott elvalasztott vanillin-kénsavas elohivoba

martott réteg segitségével tortént (8. melléklet)

g WB » . -
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14. abra: Aktiv illdolajkomponensek kimutatisa P. aeruginosa ellen direkt bioautografias
modszerrel. A: direkt bioautografia, B: vanillin-kénsavval el6hivott réteg. 1: kakukkfiiolaj,
2: timol, 3: citronellaolaj, 4: citronelldl, 5: szegfiiszegolaj, 6: eugenol, 7: borsmentaolaj, 8:

mentol
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A komponensek minimélis detektalhaté dézisdnak meghatarozasara a kolcsonhatast vizsgald
tesztek kombinacidinak Osszeallitisa miatt volt sziikségiink. Eredményeinket a 16. tablazat
foglalja 6ssze. R-P. aeruginosa-val szemben rezisztencia-profiljanak koszonhetden a lathat6d
gatlas eléréséhez nagyobb mennyiségre volt sziikség az adott hatdéanyagokbdl. Az
ill6olajokkal végzett vizsgalatokkal ellentétben a fahéjaldehid esetén enyhébb aktivitast
detektaltunk a tobbi komponenshez viszonyitva. Ennek alapjan feltételezhetd, hogy a
fahéjolaj aktivitisdhoz a kisebb mennyiségben jelenlévé komponensek is hozzajarulnak.
Citral és citronelldl komponensekre a P. aeruginosa nagyobb érzékenységet mutatott
MRSA-hoz viszonyitva, amely egybecseng az 0Osszillbolajolaj antibakteridlis hatdsanak

vizsgélatakor tapasztaltakkal.

16. tablazat: Ill6olaj-komponensek minimalis detektalhaté dézisa (MDD)

Komponens MDD (mg)
MRSA R-P. aeruginosa P. aeruginosa

Transz-fahéjaldehid 0,012 0,036 0,012
Timol 0,004 0,024 0,004
Eugenol 0,012 0,012 0,002
Mentol 0,006 n.a. 0,004
Geraniol 0,004 n.a. 0,010
Citral n.a. n.a. 0,004
Citronellal n.a n.a. 0,032

n.a.: nincs aktivitas

5.5.1.2 Ill6olaj-komponensek kdlcsonhatasanak értékelése

A direkt-bioautografidss modszerrel tudoméasunk szerint ez iddig még nem végeztek
kombinacidk kolcsonhatésait vizsgdld teszteket. Mivel a direkt modszer alkalmasnak
bizonyult az antibaketridlis hatas gyors és hatékony vizsgélatara, valamint a hatéanyagok
aktivitasi kiilonbségeinek kimutatidsara, dgy véltiik, mindenképpen érdemes ebbdl a
szempontbol is feltérképezni a tesztrendszer lehetdségeit. A kutatds eredményeként
meghatiroztuk a vizsgalati mintdk alkotéinak kiilon-kiilon 1étrehozott, valamint
kombinacidjuk esetén Kkifejtett gatlasat. A gatlasi zondk atmérdit a 17. tablazat foglalja
0ssze. A mérési eredményeket ezutin Mann-Whitney-Wilcoxon féle statisztikai analizisnek
vetettilk ald. Az elemzés célja volt, hogy megvizsgéljuk, a kombinacidk &ltal 1étrehozott
gatlasi z6ndk szignifikdnsan eredményesebbnek tekinthetOk-e a komponensekéhez
viszonyitva. A mintaparokhoz tartoz6 szignifikanciaértékek a dolgozat 9. mellékletében

keriiltek feltiintetésre. Hatékonyabbnak tekintettiik a kombinicié altal 1étrehozott gatlast
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amennyiben az szignifikdnsan nagyobbnak bizonyult az 0Osszetevok mindegyike altal

létrehozott gatlastol.

17. tablazat: Ill6olaj-komponensek kolcsonhatasanak értékelése direkt-bioautografias
modszerrel

Gatlasi zénak atmérdje (mm=SD)

Baktériumtorzs Kombinacié

Komponens onallo Kombinicié
Mentol 2,57+0,2
Tizﬁ? 3:;413232 3,97+0,25%+
2,41+
ggletr(l)(l)l 2:741&8:?? 3.0320,31
l;"/ffzrzlatv()zl—fahéjaldehid i:g?igjg 3,190,65
(T};:EIOI ig;igg: 3,700,090
P. aeruginosa ”(lsiirt:lécl)ll i:g;‘i gjz 320+ 028
i 3,42+ 0,34
;:ilrt;(c):lleual 3,03+ 0.46 4012041
itrd 2,51+ 0,42
ggzlnellal 3,08+ 0,39 3,23+ 0,40
i 70+ 0,27
G S
i 49+ 0,22
Cisonel 1e 078 3534011
4,01+ 0,2
Iﬁ:ﬁl 32281 8:22 4,11% 035
glegetrcl)(l)l iigi 8232 4,28+ 0,25%*
MRSA Mentol 3,58+ 0,19
Transz-fahéjaldehid 2,92+ 0,07 4,38+ 0,42+
i 2,46+
?:;TOI 3:2; gﬁg 336+ 041
;:lezz—fahe]aldehld ::gZi 8:(1)1 5724 02155
Rof. aeruginosa Eilr;lzrllol Zgﬁ 8:21 5,30 0,39
éﬁc;izc;lfahéjaldehid ;ngi 8;2 4232038

SD: szorasérték, **p<0,05

Ennek megfeleléen P. aeruginosa esetén a mentol-timol keveréke, R-P. aeruginosa

vizsgalatakor a transz-fahéjaldehid-timol kombinaci6ja, MRSA esetén mentol-transz-
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fahéjaldehid, mentol-eugenol elegye esetén mutattunk ki nagyobb hatékonysagot. A mentol-
transz-fahéjaldehiddel, valamint a citronellaolaj komponenseinek egymassal illetve timollal
val6 kombinécidjanak kolcsonhatdsa tudomasunk szerint ez idaig nem keriilt vizsgalatra a
fent emlitett baktériumok ellen. A timol és mentol kombinacigjat MRSA ellen tesztelve
esetiinkben nem jelentkezett kifejezett antagonista kolcsonhatds, az eugenol és mentol
kombinacidja ezen feliil jelentds aktivitdst mutatott, amely ellentétben all Gallucci és
munkatirsainak (2009) kordbbi vizsgalataival. A geraniol és timol kombinicidja MRSA
ellen nem bizonyult aktivnak, amely a kutatdcsoport eldzetes, nem rezisztens torzson végzett
tesztjeinek eredményeivel egybecseng.

A citronellaolaj kevésbé aktiv komponenseinek egymassal és geraniollal vald
kombinaciéi esetén szintén nem tapasztaltunk szignifikins kiilonbséget, amelynek alapjan
feltételezziik, hogy a citronellal €s citrdl komponens csak kisebb mértékben jarul hozza az

eredményes hatas kifejtéséhez.

5.5.2 A checkerboard-titrdlas eredményei

A direkt bioautogrifids vizsgalatokban kapott eredmények megerdsitése céljabol P.
aeruginosa esetén a komponensek kozotti kolcsonhatas vizsgalatara checkerboard-titralast
végeztiink. Ezen feliil az adott komponenst nagy mennyiségben tartalmaz6 illolajokat és
kombinacidikat is bevontuk vizsgalatainkba Sajndlatos mddon a klinikai mintakbol izolalt
human patogén rezisztens torzsekkel szemben ebben a tesztrendszerben nem tudtunk
vizsgéalatokat végezni. A tesztek eredményeként meghatéroztuk az egyes kombinaciok FICI
értékét, amelyet a 18. tablazatban Osszegeztiink. A meghatdrozasdhoz els6ként az adott
kombinaci6 baktériumok novekedésére gyakorolt aktivitast értékeltik a kezeletlen
kontrollhoz viszonyitva. Amennyiben a novekedési szdzalék 10 alatti érték volt a 4.4.3.2
fejezetben leirtaknak megfeleléen a két alkotd FIC meghatarozasara keriilt sor, melyek
0sszegébdl nyertiikk a FICI értéket. A direkt-bioautografias vizsgalatokkal egybevagdan a
checkerboard moédszerrel is a mentol és timol komponensek kozott észleltiink szinergista
kolcsonhatast, amely egybecseng a korabbi vizsgalatok tapasztalataival (Bassole et al. 2010)
is.

Ezen feliil a mentol eugenollal, valamint a borsmentaolaj kakukkfiiolajjal készitett
keverékében szintén szinergista hatast detektiltunk. Erdekeség, hogy a borsmenta- és
szegfliszeg olaj kozott kolcsonhatdst nem tudtunk kimutatni. A mentol transz-

fahéjaldehiddel készitett keverékében az alkotok kozott nem észleltiink kolcsonhatast, mig a
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borsmenta- és fahéjolaj esetén additiv hatast regisztraltunk. Ennek megfeleloen
feltételezziik, hogy a kedvezObb hatas kialakitasaban a kisebb szizalékban jelen 1évo
ill6olaj-komponensek jelentds szereppel rendelkeznek. Citronella- és kakukkfiiolaj, valamint
citronellal és timol k6zott sajnalatos médon nem tapasztaltunk a baktériumok szaporodaséra

gyakorolt megfeleld aktivitist, amely lehetdvé tenné FICI értékiik meghatarozisat.

18. tablazat: Il16olajok és illdolaj komponesek kdlcsonhatasanak értékelése checkerboard-
titralassal

MIC (mg/ml)
Komponens 1  Komponens2  FICI Kolcsonhatas
Komponens 1 Komponens 2 MIC, MICy MIC. MICi

Kombinacio

Mentol Timol 1,50 0,19 3,10 0,77 0,38 SZ
Mentol Eugenol 1,50 0,19 6,25 1,56 0,38 SZ
Mentol gfé};ilehi ; 150 019 078 078 1,1 nk
Geraniol Timol 6,25 3,13 3,10 0,39 0,63 AD
Citronellal Timol >100 n.a. 3,10 n.a. - nk
Borsmenta Kakukkfi 6,25 0,78 3,12 0,39 0,25 SZ
Borsmenta Szegfiiszeg 6,25 3,13 3,12 3,12 1,50 nk
Borsmenta Fahé; 6,25 0,78 3,12 1,55 0,63 AD
Citronella Kakukkfii 6,25 n.a 3,12 n.a. - nk

MIC. : komponens MIC értéke egyediil, MICy: komponens MIC értéke kombinacidban, n.a:
nincs aktivitas, SZ: szinergista, AD: additiv, nk: nincs kélcsonhatas.

A direkt-bioautografias tesztek és checkerboard-titralasok eredményit Osszegezve
elmondhat6, hogy P. aeruginosa esetén a legaktivabbnak a mentol-timol, valamint a
borsmenta-kakukkfii kombinaciéjat talaltuk, a komponensek kozott szinergista hatds volt
kimutathat6. Figyelembe véve, hogy az ez idaig elvégzett vizsgalatok dontd tobbsége nem
rezisztens S. aureus-on €s P. aeruginosa-n tortént érdemes volna vizsgalatainkat bovitve
mas 1égiti megbetegedést okozd, elsdsorban rezisztens baktériumok ellen is tovabbi
teszteket elvégezni. A kolcsonhatdsok mechanizmusa egyelére nem teljesen tisztazott,
koréabbi tapasztalatok szerint azonban valdszinusithetd, hogy a mentolt, timolt és eugenolt
tartalmazd kombinaciok esetén a baktérium sejtmembranjat karosité hatidsok egyiittese
tehetd felel0ssé az antibakteridlis hatdsért (Trombetta et al. 2005). Eugenol esetében ezen
feliil sejten beliili enzimatikus folyamatok gétlasa is szerepet jatszik az aktivitasban (Pei et
al. 2009). Tovébbi vizsgilatok sziikségesek azonban a mechanizmusok pontositasara,
valamint a hatékony kombinacidk citotoxicitisdnak meghatarozasara, hogy az eredmények

megfeleld alapot képezzenek a késObbiekben in vivo vizsgalatok kivitelezésére.

75



6. OSSZEFOGLALAS

Az antibiotikum-rezisztencia 1égiti patogének korében is egyre terjedd jelenségének
koszonhetden az egészségligy részérdl folyamatos igény mutatkozik olyan uj terapids
alternativdk felfedezésére, amelyek hatékony kiegészitdi lehetnek a I1éguti infekcidok
klasszikus antibakteridlis kezelésének. A novényi illdolajok eldnye, hogy inhalaci6 révén
konnyen jutnak be a légutakban, ezen feliill komplex Osszetételiik miatt tobb tdmadaspontot
érintd hatdsmechanizmusuknak koszonhetden hatékonyan veszik fel a harcot a rezisztens
baktériumokkal szemben is. Gyodgyaszati alkalmazasuk elsdsorban a tradiciondlis
felhasznalason alapul, igy szdmos esetben nem rendelkeziink pontos informaciokkal
megfeleld terdpids dozisuk kivalasztisat illetéen. Ennélfogva fontos lenne felderiteni
antibakterialis hatdsukat, valamint kombinacioik hatékonysagat a 1éguti fertdzések esetében
is. Az erdeifenyd, eukaliptusz, borsmenta, kakukkfli és szegfiiszeg illdolaja szdmos, a
megfazas tiineteit enyhitd, kohogéscsillapitd és koptetd gyodgyszerben taldlhaté meg, ezen
feliil a Szabvanyos Vénymintak gyiijteményben is hasonl6 indikaciéban fordulnak elo.

Kutatasunk célja volt 1éguti korképek terdpidjdban eredményesen alkalmazhat6 ill6olajok
(fahéjkéreg, szegfliszeg, erdeifenyd, eukaliptusz, borsmenta, citronella és kakukkfi)
vizsgalata, valamint a mikrobioldgiai szempontbdl kevésbé kutatott A. adamsii Besser
illéolajanak analizise. Vizsgalatainkat a cséhigitas és direkt bioautografia médszerén til az
inhalacios koriilményeket legjobban modellezd gdzteres technika (vapor phase modszer)
eredményeivel egészitettik ki. A vapor phase modszer eldnye, hogy a klasszikus
technikdkkal ellentétben kikiiszoboli az ill6olajok fizikai-kémiai sajatsagaibdl adodéd
korlatozd tényezdket, valamint kozvetlen informaciét szolgaltat az illékony komponensek
altal kialakitott gdztér antibakteridlis hatasarol.

Az 1j terapias alternativdk felkutatdsa mellett egyre nagyobb népszeriiségnek orvend a
mar meglévé hatéanyagok egymassal és mas természetes anyagokkal valé kombinécidja,
amely a rezisztencia elleni kiizdelem egy igéretes teriilete lehet. Bar az illdolajok és
komponenseik kombinécidit az élelmiszeriparban mér régdta alkalmazzak, gyogyaszati
lehetdségeikrdl egyeldre kevés informacio all rendelkezésiinkre. Ennélfogva célul tiiztiik ki
mikrobioldgiailag aktiv illéolajok €és komponenseik kombinécidinak kolcsonhatas-

értékelését a 1éguti infekcidkban eléfordulo rezisztens baktériumokra fokuszalva.
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Kutatasunk eredményeit az aldbbiakban foglaljuk 6ssze:

1. Gazkromatografias vizsgélatainkban meghataroztuk az eddig kevésbé kutatott Artemisia
adamsii ill6olajanak Osszetételét.

2. Direkt bioautografia moddszerét alkalmazva elsOként igazoltuk az A. adamsii
illéolajanak MRSA-ellenes aktivitdsat. Elsoként mutattuk ki, hogy az antibakteridlis
hatds nem az ill6olaj f6 komponenseihez kothetd, hanem annak kisebb szazalékban
jelen 1évo terpén-alkohol Osszetevdihez.

3. ElsOként irtuk le a citronella illéolaj MRSA ellenes hatasat direkt bioautografis
rendszerben.

4. Ugyancsak elsoként igazoltuk ill6olajaink altal képzett goOzterek antibakterialis
hatékonysagat antibiotikum-rezisztens baktériumtorzsekkel (MRSA, R-P. aeruginosa)
szemben. A vizsgalt ill6olajok koziil a fahéjkéreg bizonyult a leghatékonyabbnak (MIC:
31,25-125 pl/1), azonban erds gatld hatassal rendelkezett a kakukkfli, a szegfiiszeg és a
borsmenta, valamint a citronella illolaja altal kialakitott goztér is. R-P. aeruginosa
esetén kizardlag a fahéjkéreg esetén volt észlelhetd antibakterialis aktivitas.

5. Az altalunk alkalmazott vapor phase tesztrendszert sikeresen optimalizaltuk kiilonleges
taptalajigényli 1éguti baktériumtorzsek esetén is, ezaltal elsOként detektaltuk a
fahéjkéregolaj, a kakukkfli és a szegfliszeg gdzterének antibakteridlis hatasat H.
parainfluenzae-vel szemben. A Cymbopogon nardus ill6olaj antibakteridlis hatasanak
goztérben torténd értékelését elsOként végeztiik el 1éguti baktériumok ellen. Az altalunk
vizsgalt illdolajok antibakteridlis hatdsat S. mutans és M. catarrhalis ellen gdzteres
tesztrendszerben elsOként irtuk le.

6. A borsmentaolaj gozterének antibakteridlis hatdsat elso izben irtuk le H. parainfluenzae
ellen, amelyet Osszevetve a H. influenzae-vel szemben kifejtett gétlassal az illdolaj
jelentds kiilonbséget mutatott. Varakozasainkkal ellentétben a 1éguti panaszok
enyhitésére a borsmenta mellett leggyakrabban alkalmazott eukaliptusz és erdeifenyd
illéolaja tesztrendszeriinkben a Gram-pozitiv baktériumok és P. aeruginosa ellen
hatastalannak bizonyult. Kiemelendé hogy az erdeifenyd olajanak goéztere egyediil H.
influenzae ellen eredményezett gatlast, valamint az eukaliptusz olaja is csupan
magasabb koncentricidban volt aktiv a Haemophilus torzsek és M. catarrhalis ellen.

7. CsoOhigitasos vizsgalataink sordn az illoolajat folyékony kozegben vizsgélva elsoként
irtuk le a citronella és erdeifenyd olajanak antibakterialis hatasat H. influenzae esetén. A

fent emlitett olajok mellett a szegfliszeg, a kakukkfli és a borsmenta olajanak aktivitisat
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szintén elsOként vizsgaltuk H. parainfluenzae-vel szemben. Eredményeink tiikrében
mindenképpen kiemelendd, hogy a szegfliszeg illoolaja elsOsorban a csohigitas esetén
rendelkezett nagyobb aktivitissal MRSA és S. pyogenes ellen. A kakukkfii olaja ehhez
hasonléan S. mutans és M. catarrhalis tekintetében nagyobb hatékonysagot mutatott a
vapor phase technika eredményeihez viszonyitva. Ennélfogva ugy véljiikk, hogy a
szegfliszeg és kakukkfli olaja inkabb folyékony allapotban és a kezelendd feliilettel
kialakitott direkt kontaktusban alkalmazhat6 eredményesebben. Ezzel szemben a
gbézteres vizsgalatokban legnagyobb aktivitdst mutaté fahéjkéregolaj alkalmazasa
inhalaci6 utjan ajanlott alacsony koncentracidban alkalmazva.

8. Az illdolajok és komponensei kolcsonhatdsanak vizsgélatira elso izben alkalmaztuk a
direk bioautografia modszerét. Statisztikai analizissel egyiitt alkalmazva gy véljik, a
modszer a hatékony kombinaciok gyors €s koltséghatékony tesztelésére megfelelonek
tekinthetd. Hatranya, hogy a komponensek kozotti additiv hatasok nehezen
hatarozhat6k meg vele.

9. Kolcsonhatast vizsgald tesztek soran elsOként vizsgaltuk a borsmentaolaj kakukkfii-,
fahéj- ¢és szegfiiszegolajjal, valamint a kakukkfiiolaj citronellaolajjal alkotott
kombinacidjat P. aeruginosa esetén checkerboard-titralassal. A mentol fahéjaldehiddel,
a citrdl, citronelldl és geraniol egyméssal illetve timollal alkotott keverékeinek
aktivitasat szintén elsd izben értékeltiik az emlitett baktériummal szemben. Rezisztens
P. aeruginosa esetén a transz-fahéjaldehid timollal és eugenollal, valamint az eugenol
timollal készitett kombinacidjanak hatékonysagat elsOként kiséreltik meg értékelni. A
mentol-eugenol, illetve mentol-transz-fahéjaldehid keverék fokozott aktivitisit MRSA

esetén szintén nem mutattak ki ez idaig.

Az antibakterialis hatds értékelését az egyes tesztrendszerek alkalmazéisnak tiikkrében a 19.
tablazat foglalja 0ssze.

Kutatasunk eredményei igazoljak, hogy az éltalunk vizsgalt ill6olajok és komponenseik
kombinacidinak egy része jelentds antibakteridlis hatassal rendelkezik multirezisztens
torzsek esetén is. Ennélfogva az antibakteridlis terapia hatékony kiegészitéi lehetnek az
orvosi/gyogyszerészi gyakorlatban. Tovabbi citotoxicitasi vizsgalatok elvégzése sziikséges
azonban az ill6olajok biztonsagos alkalmazasanak igazoldsahoz, valamint in vitro és in vivo
kifejtett hatdsmechanizmusuk részletes megismerése szempontjabdl. Eredményeink
kiindulasi alapul szolgdlhatnak uj, ill6olaj-tartalmu, léguti korképek kezelésére szant

gyogyszerek fejlesztéséhez is.
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Az illéolajok antibakteridlis hatasvizsgélataval foglalkoz6 kozlemények és sajat
megfigyeléseink alapjan megfontolandé lenne ezen felil, hogy a Szabvéanyos
Vénymintdkban taldlhat6 ill6olajokat tartalmazd készitmények receptirdi moddositasra

keriiljenek.

19. tablazat: Az ill6olajok antibakteridlis hatdsdnak Osszefoglaldsa kiilonboz6é in vitro
tesztrendszerekben

Illéolaj biozizli:()egl(:éﬁa Csohigitas Vapor phase technika
Fahéjkéreg 1,2,3 1,2,3,4,5,6,7,8,9 1-9
Kakukkfii 1,2,3 1,3,4,5,6,7,8,9 1,3,4,5,6,7,8,9
Szegfliszeg 1,2, 3 1,3,4,5,6,7,8,9 1,4,5,6,7,8,9
Borsmenta 1,3 4,5,6,7,8,9 1,4,5,6,7,8,9
Citronella 1,3 1,4,5,6,7,8,9 1,4,5,6,7,8,9
Eukaliptusz 1 1,3,4,5,6,7,8,9 57,8,9
Erdeifenyd 3 4,5,6,7,8,9 7

A. adamsii 1 - -

A tablazatban az ill6olajok altal hatdsosan gatolt baktériumok keriiltek feltiintetésre, kiemelve az
elleniik leghatiasosabb ill6olajat az adott rendszerben. 1: MRSA; 2: R-P. aeruginosa; 3: P.
aeruginosa; 4: S. pyogenes; 5: S. pneumoniae; 6: S. mutans; 7: H. influenzae; 8: H. parainfluenzae;
9: M. catarrhalis

A jovoben az aktiv komponensek kombinacidinak igéretes eredményeit mindenképpen
érdemes mas 1égiti patogének bevonasaval is bdviteni, illetve az eredményeket in vivo

vizsgéilatok tervezéséhez felhaszndlni. Ezen feliil sziikséges lenne a rezisztens torzsekre

c sz

vizsgalatara is nagyobb hangsulyt fektetni.
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10. MELLEKLETEK

1. melléklet: Illéolajok és antimikrobas szerek kolcsonhatasanak értékelése léguti
patogének esetén az eddig publikalt vizsgalatok tiikrében.

1.1. tablazat
Illéolaj Antimikrobas szer Légiti patogén | Kolcsonhatas Ref.
Acanthospermum . o . . Alva et al.
hispidum DC. Gentamicin, Oxacillin S. aureus Szinergista 2012
Cymbopogon citratus DC. | Natamicin A. niger Additiv Ben-Fadhel
) ) etal. 2017
Amikacin, Gentamicin A. baumannii Szinergista Langeveld et
Cinnamomum verum Imipenem, Meropenem A. baumannii Additiv al. 2014
J.Presl. o . s Ben-Fadhel
Natamicin A. niger Additiv etal 2017
Sﬁzzxgz;ai Szinergista/
P ’ Additiv ,
. .. Moraxella spp. Bassyouni et
Cinnamomum sp. Tobramicin -
A. baumannii, » al. 2016
Additiv/
Pseudomonas spp., .
. Antagonista
K. pneumoniae
. . Amikacin, Gentamicin . Szinergista
Citrus limon (L.) Osbeck - A. baumannii =
Imipenem, Meropenem Additiv
- — — = Langeveld et
Cefoperazon, Piperacillin | A. baumannii Additiv al. 2014
Klgramfenikol, A. baumannii Szinergista
Ciprofloxacin, Tetraciklin ’ g
. . Langeveld et
Coriandrum sativum L. S. aureus. A al. 2014
' o Szinergista ' .
.. baumannii Scazzoc-chio
Gentamicin et al. 2016
K. pneumonide Szinergista/Ad | Scazzocchio
- prieunont ditiv et al. 2016
. multidrog- .
Eucalyptus camaldulensis Ciprofloxacin, Gentamicin | rezisztens Additiv Knezevic et
Dehnh. .. al. 2016
A. baumannii
o . . S. aureus Additiv
Amikacin, Eritromicin - - - Pereira et al
Eugenia jambolana Lam. P. aeruginosa Szinergista erezlgll ;3 al.
Gentamicin 5. aureus, P. Additiv
aeruginosa
Helichrysum italicum G. Kléramfenikol A. baumqmz, Szinergista Langeveld et
Don P. aeruginosa al. 2014
Lantana montevidensis Amikacin, Neomicin, . . De Sousa et
. L . S. aureus Szinergista
(Spreng.) Briq. Gentamicin, Kanamicin al. 2013
Lippia sidoides Cham. Amlkgqn, Gentamicin, S. aur?us, P. Szmergl,sta/Ad
Neomicin aeruginosa ditiv
: Langeveld et
S. aureus Antagonista al. 2014
Ciprofloxacin ] Additiv/
K. pneumoniae .
Antagonista
Melaleuca alternifolia . Langeveld et
A. baumannii, S. . . al. 2014,
Cheel. Szinergista .
.. aureus Scazzoc-chio
Gentamicin et al. 2016
K. pneumonide Szinergista/Ad | Scazzocchio
- preunont ditiv et al. 2016
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1. melléklet: (folytatas)

Illéolaj Antimikrobas szer Légiuti patogén | Kolcsonhatas Ref.
Melaleuca alternifolia Tobramicin Szinergista | Langeveld et
— S. aureus =
Cheel. Vankomicin Additiv al. 2014
S. aureus Additiv S hi
Mentha suaveolens Ehrh. | Gentamicin . Szinergista/ cazzocco
K. pneumoniae e etal. 2016
Additiv
Mentha piperita L Ciprofloxacin . aureus, Addity | Maneeveldet
PP ) P K. pneumoniae al. 2014
Myrtus communis L. Polimixin B, Ciprofloxacin | A. baumannii Szinergista Alekzs(;(;:t al.
. .. A. baumannii, . . Langeveld et
Origanum vulgare L. Gentamicin S aureus Szinergista al 2014
Imipenem S. aureus Szinergista
Ocimum basilicum L. Imipenem, Ciprofloxacin P. aeruginosa Szmer'gl/sta/Ad Silva et al.
ditiv 2016
Ciprofloxacin S. aureus Antagonista
Pel. ] l Ciprofloxacin S. aureus,
'e c{rgomum graveolens p K. pneumoniae Szinergista Langeveld et
L'Hér. . al. 2014
Norfloxacin S. aureus
Peucedanum officinale L Tetraciklin, Streptomycin § 2 Z:;’?Zg;ze’ Szinergista/Ad | Miladinovi¢
* | Kléramfenikol, - ACTUgmMoSd, ditiv et al. 2015b
S. aureus
Ofloxacin A. baumannii
Pistacia lentiscus L. Amoxicillin, Piperacillin, Szinergista
s . S. aureus
Oxacillin, Tetraciklin Lah
1y P anmar
A.moxgmilhn, Oﬂ'ox.acm, . ' etal. 2017
Pituranthos chloranthus | Pipercillin, Oxacillin, S. aureus Szinergista
(Coss. & Durieu) Schinz | Fetraciklin
Ofloxacin, Tetraciklin A. baumannii Szinergista
. L . . S. aureus, Szinergista/ | Langeveld et
Rosmarinus officinalis L. | Ciprofloxacin K. pneumoniae Addity al 2014
. .. . ” Ben-Fadhel
Satureja montana L. Natamicin A. niger Additiv etal 2017
Syzygium aromaticum Ampicillin, S'Oir;;tgss’ S Szinereista Langeveld et
(L.) Merrill & Perry Gentamicin o . & al. 2014
S. sobrinus
Ofloxacin A. baumannii
Teucrium ramosissimum — — . . Lahmar
Desf. Ofloxacin, Piperacillin, S aureus Szinergista etal. 2017
Tetraciklin, Oxacillin ’
Ciprofloxacin, Cefixim, K. pneumoniae Additiv
Gentamicin P. aeruginosa Szinergista
Th).zmus broussonetii CIPTOﬂQX?CIH, Cgfnﬂm, ' S. aureus Szinergista Langeveld et
Boiss. Gentamicin, Pristinamycin al. 2014
.. i K. pneumoniae Szinergista
Pristinamycin - —
P. aeruginosa Additiv
, . K. pneumoniae, Szinergista/
Kléramfenikol P. aeruginosa Additiv Ili¢ et al.
it7 2014
Thymus glabrescens Kléramfenikol . aureus Additiv/
Wwilld. Antagonista
K. pneumoniae, S
. . .. Miladinovié¢
Tetraciklin P. aeruginosa, Additiv et al 2015a

S. aureus
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1. melléklet: (folytatas)

Illéolaj Antimikrobas szer Légiuti patogén | Kolcsonhatas Ref.
. . Szinergista/ Langeveld et
Thymus magnus Nakai Norfloxacin S. aureus Additiy al. 2014
K. pneumoniae,
Ciprofloxacin, Gentamicin | P. aeruginosa, Szinergista
S. aureus
N K. pneumomae, Additfy Langeveld et
Thymus maroccanus Ball. | Cefixim P. aeruginosa al. 2014
S. aureus Szinergista
K. pneumoniae Szinergista
Pristinamycin i
y P. aeruginosa, Additfy
S. aureus
Imipenem, S. aureus Antagonista
Thymus numidicus Poir Cefotaxim Nincs Adrar et al.
Y ’ kolcsonhatés 2016
S. aureus
Ciprofloxacin Additiv
Thymus quinquecostatus . Szinergista/
Celak Norfloxacin S. aureus Additiv
Thymus vulgaris L. Ciprofloxacin S. aureus Additiv
TSETTY Langeveld et
meticillin- g
Hett al. 2014
rezisztens
Zataria multiflora Boiss. | Vankomicin S. aureus, Szinergista
meticillin -
érzékeny S. aureus
Amoxicillin, Piperacillin-
tazobaktam, Amoxicillin-
klavul.ansav, Ceft2}21d1m, Additiv
Cefepim, Cefotaxim,
. Ceftriaxon, Imipenem, . Boonyan-
Zingiber cassumunar rezisztens
Roxb Meropenem, Ertapenem, A baumannii ugomol
’ Gentamicin, Amikacin, ) etal, 2017
Doxiciklin, Tetraciklin,
Ciprofloxacin, Szinergista
Levofloxacin, Trimetoprim-
szulfametoxazol
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2. melléklet: Ill6olaj-komponensek és antimikrobas szerek kolcsonhatasanak értékelése
légiti patogének esetén az eddig publikalt vizsgalatok tiikrében

2.1. tablazat
Illéolaj-komponens Antimikrobas szer Légiti patogén | Kolcsonhatas Ref.

. . Langeveld
Berggmottln/ Kumarin Norfloxacin MRSA Szinergista etal.
epoxid

2014
Norfloxacin, Penicillin; zinergista/Additf
Citral Tetraciklin, MRSA Gupta et al.
. . . .. . . 2017
Eritromicin, Streptomicin Szinergista
. Gentamicin, Vankomicin, . . Albano et al.
Citronellol Linezolid, Levofloxacin MRSA Szinergista 2016
o S. aureus, S. . . Miladi et al.
p-cymene Tetraciklin mutans, Szinergista 2017
Streptococcus
Ampicillin, Gentamicin gordonii, Szinergista
S. mutans,
S. sobrinus,
Ampicillin S. aureus Additiv
Bacitracin
Penicillin P. aeruginosa, Szinergista Langeveld
S. aureus et al.
) .. P. aeruginosa Szinergista 2014
Eugenol Eritromicin =
S. pyogenes Additiv
Ampicillin, Norfloxacin,
Kléramfenikol, Oxacillin, . . .
P. aeruginosa Szinergista

Polimixin B, Rifampicin,
Tetraciklin, Vankomicin

Gentamicin, Vankomicin,

Albano et al.

Linezolid MRSA Szinergista 2016
_— S. aureus, S. . . Miladi et al.
Tetraciklin mutans, Szinergista 2017
.. . Ampicillin, Bacitracin S. aureus Szinergista
transz-fahéjaldehid
Eritromicin S. pyogenes Additiv
cisz-fahéjsav Rifampicin My cobacte‘r i Szinergista
tuberculosis Langeveld
Amikacin, Ampicillin S. aureus, P. Szinergista etal.
Ciprofloxacin aeruginosa 2014
transz-fahéjsav Eritromicin, P. aeruginosa Additiv
Vankomicin S. aureus Szinergista
Rifampicin M. tuberculosis Szinergista
Klebsiella. . .
. Szinergista/ .
pneumoniae, Additiv Ili¢ et al.
Kléramfenikol P. aeruginosa 2014
S aureus Additiv/
) Antagonista
Geraniol Langeveld
Penicillin S. aureus Additiv et al.
2014
K. ] .
. pneumoniac, P . Miladinovié
Tetraciklin aeruginosa, Additiv
et al. 2015a
S. aureus
Ampicillin, Bacitracin, . . Langeveld
Karvakrol Penicillin S. aureus Szinergista etal 2014
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2. melléklet: (folytatas)

Illéolaj-komponens Antimikrobas szer Légiti patogén | Kolcsonhatas Ref.
Eritromicin S. pyogenes Szinergista {cdta:lgz\é)elli
Karvakrol 5 R
Tetraciklin - aureus, Szinergista Miladi et al.
S. mutans, 2017
Penicillin S. aureus Additiv
Amikacin S. aureus Szmer.gl,sta/ Langeveld
Additiv et al.
Amikacin P. aeruginosa Additiv 2014
Ampicillin, Bacitracin S. aureus Szinergista
. Nincs
Cefotaxim S, aureus kolcsonhatds Adrza(; 166t al.
Imipenem Antagonista
K. pneumoniae, P. Szinergista/ y
Kléramfenikol aeruginosa Additiv Hi¢ et al.
. 2014
S. aureus Antagonista
Timol Eritromicin S. pyogenes Szinergista
: : Langeveld
Szinergista/
.. . S. aureus = et al.
Gentamicin, Neomicin Additiv 2014
P. aeruginosa Additiv
.. . . ”» Ben-Fadhel
Natamicin Aspergillus niger Additiv etal 2017
Langeveld
Norfloxacin, Penicillin S. aureus Szinergista etal.
2014
K. pneumoniae, P. Additiv Ben-Fadhel
1 aeruginosa, et al. 2017
Tetraciklin
S. mutans, S. . .
Szinergista o
aureus Miladi et al.
L - . . S. . . 2017
y-terpinén Tetraciklin S. aureus, § Szinergista
mutans,
. Gentamicin, Linezolid, . . Albano et al.
Terpineol Levofloxacin MRSA Szinergista 2016
P. aeruginosa, Val
Eugenol + karvakrol + T Acinetobacter. Additiv alcourt
- . Doxiciklin s etal.
transz-fahéjaldehid baumannii, K. 2016
prneumoniae
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3. melléklet: A disszertacioban vizsgalt Aromax ill6olajok adatai

Az sHS-SPME, vapour phase valamint cs6higitds mdédszeréhez felhasznalt ill6olajok

gyartasi szamai:

Fahéjolaj:
Szegfiiszegolaj:
Kakukkfiiola;j:
Borsmentaolaj:
Citronellaolaj:
Eredeifeny0 olaj
Eukaliptuszolaj

A6302/0909,

E0971/1211

E8392/1308

E7421/1307

E8912/1308, G3531/1407
G3032/1406

C6571/1110, G1452/1404

A direkt bioautografias modszerekhez valamint checkerboard-titralashoz felhasznalt

ill6olajok gyartasi szamai:

Fahéjolaj:
Szegfiiszegolaj:
Kakukkfiiolaj:
Borsmentaolaj:
Citronellaolaj:
Eredeifenyd olaj
Eukaliptuszolaj

H0052/1506
H6121/1512
H7781/1602
H5291/1511
H8131/1601
H7091/1601
G8921/1501
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4. melléklet: A csohigitas és vapour phase vizsgalatok soran felhasznalt illéolajok GC
analizise (2. sarzs)

4.1. tablazat

Komponensek i(ﬁ)’itizfilr?)s Komponensek mennyisége (FID, %)
MS FID Citronellaolaj Eukaliptuszolaj

o-pinén 5,9 5,8 - 0,8
[-pinén 6,9 6,7 - 0,3
p-cimol 7,9 7,6 - 6,4
limonén 8,0 7,5 4,6 7,0
1,8-cineol 8,1 7,9 - 85,0
neral 10,3 10,2 0.9 -
citronellal 10,5 11,0 32,8 -
geranial 10,7 11,2 1,3 -
citronellol 11,9 12,9 13,7 -
geraniol 12,4 13,4 24,6 -
citronellil-acetat 14,1 14,1 3,1 -
geranil-acetat 14,5 14,2 2,6 -
[-elemén 14,9 14,7 4,0 -
[-kubebén 16,4 15,8 0,7 -
[-kadinén 17,0 16,0 2,2 -
elemol 17,4 16,4 3,2 -
eudesmol 19,1 18,3 2,8 -
Osszesen (%): 96,5 99,5
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5. melléklet: A direkt bioautografia és checkerboard-titralas soran felhasznalt illolajok
GC analizise (kombinacids vizsgalatokhoz)

5.1. tablazat

Komponensek Rete?lfllions) idok Komponensek mennyisége (FID, %)

MS FID 1 2 3 4 5 6 7
o-pinén 5,1 7,2 2,0 34,5 0,9 0,7 0,9 - -
kamfén 5,5 7,5 - 0,9 - 1,5 - -
p-fellandrén 6,0 8,0 - - - - 0,4 - -
S-pinén 6,1 8,2 0,3 13,3 - 0,2 1,1 - -
B-mircén 6,3 8,3 0,7 1,1 - 1,2 - - -
3-karén 6,8 8,8 - 8,5 - - - - -
a-fellandrén 6,7 8,7 0,7 - - - - - -
o-terpinén 7,0 9,0 0,2 - 2,0 - - -
p-cimol 7,2 9,1 3,2 1,4 1,4 19,5 - - -
limonén 73 9,3 7,6 15,0 1,9 - 2,3 3,9 -
verbenol 9.1 9,3 - 0,6 - - - - -
1,8-cineol 74 94 82,1 - 2,6 0,5 6,7 - -
y-terpinén 7,9 9,8 3,2 - - 5,6 - - -
terpinolén 8,6 10,4 - - - 0,3 - - -
linalool 8.8 10,5 - - 4,0 5,4 - 0,5 -
fenkol 9,3 11,1 - 0,3 - - - - -
1-terpineol 9.6 11,4 - 0,9 - - - - -
izopulegol 10,0 11,6 - - - - 1,6 - -
[-terpineol 9,9 11,7 - 0,9 - - - - -
citronellal 10,0 11,7 - - - - 39,2 -
mentone 10,1 11,8 - - - - 16,6 - -
izoborneol 10,3 12,0 - 0,1 - 0,4 - 0,3 -
izomentone 10,3 12,1 - - - - 8,0 - -
izomentol 10,4 12,2 - - - - 4.4 - -
borneol 10,4 12,2 - 0,4 - 0,7 - - -
mentol 10,6 12,3 - - - - 48,3 - -
terpinén-4-ol 10,6 12,3 - - - 0,8 - - -
neomentol 10,8 12,5 - - - - 1,0 - -
o-terpineol 10,9 12,6 - 6,2 1,6 0,7 - - -
y-terpineol 11,0 12,7 - 0,5 - 0,2 - - -
p-citronellol 11,5 13,0 - - - - - 15,7 -
neral 11,7 13,3 - - - - - 1,3 -
geraniol 12,0 13,4 - - - - - 20,8 -
pulegon 11,8 13,4 - - - - 1,5 - -
anethol 13,1 13,5 2,1
linalil-acetat 11,9 13,5 - - - 0,3 - - -
piperiton 12,1 13,7 - - - - 1,2 - -
geranial 12,3 13,8 - - - - - 1,8 -
transz-fahéjaldehid 12,6 14,2 - - 75,5 - - - -
timol 12,9 14,2 - - - 48,2 - - -




5. melléklet: (folytatas)

Retencios idok Komponensek mennyisége (FID, %)

Komponensek (min)

MS FID 1 2 3 4 5 6 7
mentil-acetat 12,7 14,3 - - - - 3,1 - -
karvakrol 13,0 14,4 - - - 3,5 - - -
verbenon 13,1 14,5 - 0,2 - - - -
citronellil-acetat 13,8 15,2 - - - - - 2,3 -
bornil-acetat 12,6 15,3 - 3,4 - - - - -
eugenol 13,9 15,4 - - 1,5 - - 0,7 86,8
o-kubebén 13,8 15,5 - 0,3 - - - - -
neril-acetat 14,3 15,6 - - - 0,5 - -
geranil-acetat 14,3 15,7 - - - - - 3,4 -
a-kopaén 14,4 15,9 - 0,2 - - - -
S-bourbonén 14,5 16,0 - - - - 0,4 -
[-elemén 14,6 16,0 - - - - - 1,2 -
junipene 15,0 16,5 - 0,9 - - - -
[S-kariofillén 15,2 16,6 - 7,7 2,6 3,0 1,1 0,3 9,7
fahéj-acetat 15,5 17,0 - - 3,9 - - - -
a-humulén 15,8 17,2 - 0,6 - 0,3 - 0,1 2,3
y-muurolén 16,1 17,5 - - - - - 0,2 -
S-kubebén 16,2 17,6 - - - - - 1,3 -
a-muurolén 16,5 17,9 - - - - 0,2 0,4 -
y-kadinén 16,7 18,1 - - - - 0,2 0,5 -
p-kadinén 16,8 18,2 - - - - - 1,4 0,2
o-metoxy-fahéjaldehid 17,0 18,3 - - - - - - -
elemol 17,3 18,6 - - - - - 1,8 -
7-kadinol 17,8 19,0 - - - - - 0,7 -
kariofillén-oxid 17,9 19,2 - 1,3 - 0,3 - - 0,6
y-eudesmol 18,6 19,9 - - - - - 0,2 -
z-muurolol 18,8 20,0 - - - - 0,2 -
o-kadinol 19,0 20,2 - - - - - 0,8 -
Osszesen (%): 99,8 99,4 98,0 95,8 99,0 99,0 99,6

1: eukaliptuszolaj, 2: erdeifenyd olaj, 3: fahéjolaj, 4: kakukkfiiolaj, 5: borsmentaolaj, 6: citronellaolaj,
7: szegfliszegolaj
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6. melléklet: Aromax illolajok antibakteridlis hatasanak vizsgalata direkt
bioautografias modszerrel

6.1. abra Aromax ill6olajok és antibiotikumok direkt bioautografias vizsgalatdnak
eredményei
A: kakukkfi ill6olaj (MRSA), B: szegfliszeg illdolaj (P. aeruginosa),
C: fahéjolaj (R-P. aeruginosa) 1: 0,025 mg ill6olaj, 2: 0,05 mg ill6olaj, 3: 0,10 mg illdolaj,
4: 0,15 mg illoolaj, 5: abszolit etanol (5 pl). 6: referencia antibiotikumok: A: vankomicin

0,25 ng B: ciprofloxacin 0,5 pg, C: polimixin B 0,5 pg.
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7. melléklet: A kakukkfiiolaj gozterének antimikrobas értékelése vapor phase
modszerrel

7.1. abra: A kakukkfiiolaj antibtenélis hatasanak értékelése vapor phase modszerrel.
Kontroll: A: a kezeletlen sziir6papir hatdsa; B: abszolit etanollal kezelt sziir6papir hatésa.
Ill6olaj koncentraciok: C: 125 pl/l ; D: 90 pl/l; E: 62,5 pl/l; F: 31,25 pl/l. A Petri-csésze
osztataiban szélesztett baktériumok: 1: M. catarrhalis; 2: S. pneumoniae; 3: S. pyogenes; 4:

kontaminacios kontroll
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8. melléklet: Aktiv ill6olaj-komponensek meghatarozasa direkt bioautografias
modszerrel

8.1. abra: Fahéjolaj antibakterialis hatdsanak vizsgalata MRSA (A) és P. aeruginosa (C)

elllen direkt bioautografids modszerrel. A,C: direkt bioautografia, B: vanillin-kénsavval

elhivott réteg. 1: fahéjolaj, 2: eugenol, 3: transz-fahéjaldehid

8.2. abra: Aktiv illéolajkomponeﬂéeickimutétésa R-P. aeruginosa elllen direkt
bioautografias modszerrel. A: vanillin-kénsavval el0hivott réteg, B: direkt bioautogréafia. 1:
kakukkfiiolaj, 2: timol, 3: citronellaolaj, 4: citronellal, 5: szegfliszegolaj, 6: eugenol, 7:

borsmentaolaj, 8: mentol
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8. melléklet: (folytatas)

8.3. abra: Citronellaolaj antibakteridlis hatdsanak vizsgalata P. aeruginosa (B) és MRSA
(C) esetén direkt bioautografidds modszerrel. A: vanillin-kénsavval eléhivott réteg, B,C:

direkt bioautogréfia. 1: citronellaolaj, 2: citronelldl, 3: citral, 4: gernaiol
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9. melléklet: Illoolaj-komponensek kolcsonhatasanak statisztikai értékelése Mann-
Whitney-Wilcoxon teszttel

9.1. tablazat
Baktériumtorzs  Kombinacié Tesztelt minta p W
Mentol-timol Kombin4cié mentol 0,01429 16
Kombinécid-timol 0,01429 16
Mentol-eugenol Kombinacié-mentol 0,01429 16
Kombinacié-eugenol 0,17140 12
Mentol-transz- Kombinacié-mentol 0,01429 16
. . Kombinacid-transz-
fahéjaldehid
At fahéjaldehid 0,34290 10
Geraniol-timol Kombinicid-timol 0,90000 4
. Kombinacidé-geraniol 0,01429 16
P. aeruginosa Citedl-timol Kombinécié-citral 0,01429 16
Kombinacid-timol 0,17140 12
Citronellil-timol Kombin4cid-cironellal 0,17140 12
Kombinécid-timol 0,50000 8,5
Citrél-citronelll Kombindcio-citrdl 0.05714 14
Kombinécid-citronellal 0,34290 10
Geraniol-citral Kombinacié-geraniol 0,65710 7
Kombinacid-citral 0,17140 12
Geraniol-citronell4l Kombinaci6-geraniol 0,66940 7
Kombin4cid-citronellal 0,44290 9
Mentol-timol Kombinacié mentol 0,22090 40
Kombinacié-timol 0,00097 62
Mentol-eugenol Kombinacié-mentol 0,02103 15,5
MRSA Kombinécié-eugenol 0,01429 16
Mentol-transz- Kombinacié-mentol 0,01429 16
‘e . Kombinacié-transz-
fahéjaldehid
ahéjaldehi fahéjaldehid 0,01470 16
Geraniol-timol Kombinacié-timol 0,44290 9
Kombinacid-geraniol 0,02103 15,5
Kombinaci6-¢ -
Transz-fahéjaldehid- faﬁg ot e 0,01429 16
Timol
1mo Kombinécid-timol 0,01429 16
. . Kombinacié-eugenol 0,01429 16
R-P.aeruginosa Timol-Eugenol
& & Kombinécid-timol 0,97140 2
Kombinaci6-¢ -
Transz-fahéjaldehid- faﬁgallg:ﬁ;g ransz 0,55710 8
1
cHeEno Kombindcié-eugenol 0,24290 11

p: szignifikanciaszint, W: a vizsgalt csoport Mann-Whitney-Wilcoxon statisztikaja
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10. melléklet: A checkerboard-titralas eredményei

Az alabbi tablazatok a checkerboard-titralasok soran kapott mérési eredményeket foglaljak

ossze. A kombinaciok FICI értékeit azon kombinaciok esetében keriiltek kiszamitasra, ahol

a novekedési szdzalék kisebb volt, mint 10%. Félkovérrel a szinergista, ddlttel kiemelve az

additiv kombinaciok lathatok.

10.1. tablazat: Timol és mentol kombinaciéinak FICI értékei

Kombinacio, FICI Timol
koncentrécié (mg/ml) 2xMIC | MIC | MIC/2 | MIC/4 | MIC/8
6,2 3,1 1,55 0,775 | 0,3875
3 [2xMIC |3.1 4,0 - e x i
§ | MIC |15 -* -* -* -* -*
= |M1C2 [0.775 2,5 e e e e
MIC/4 |0,3875 2,25 -k 0,75 -k -k
MIC/8 |0,19375 2,13 -k =¥ 0,38 =¥
10.2. tablazat: Eugenol és mentol kombinacidinak FICI értékei
Kombinacio, FICI Mentol
Koncentrécié (mg/ml) 2xMIC | MIC | MIC/2 | MIC/4 | MIC/8
3,1 1,5 0,775 0,3875]| 0,19375
2 [2xMIC 12,5 4,0 3,0 2,5 225 | 2,13
gn MIC  |6,25 3,0 2,0 1,5 1,25 1,13
= |MIC/2 |3,125 2,5 1,5 1,0 0,75 0,6,
MIC/4 |1,5625 2,25 1,25 0,75 0,50 0,38
MIC/8 |0,78125 2,13 1,13 0,63 -k -®

10.3. tablazat: Mentol és transz-fahéjaldehid kombinacidinak FICI értékei

Kombinacié, FICI transz-fahéjaldehid
Koncentraci6 (mg/ml) 2xMIC | MIC | MIC/2 | MIC/4 | MIC/8
1,5 0,78 0,39| 0,195 0,0975
3 [2xMIC 3.1 3,9 3,0 2,5 2,3 ik
§ | MIC |15 2,9 2,0 1,5 e e
= (MIC/2 |0,775 2.4 15 T = -
MIC/4 |0,3875 2,2 1,3 e * *
MIC/8 |0,19375 2,0 1,1 e * *

*- nem kerult kiszamolasra, a novekedési % > 10
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10. melléklet (folytatas)

10.4. tablazat: Timol és geraniol kombinaciéinak FICI értékei

Kombinacio, FICI Timol
Koncentrici6 (mg/mi) | 2XMIC | MIC_ [ MIC/2 [ MIC/4 [ MIC/8
6,2 3,1 155 | 0,775 | 03875
% 2xMIC |12,5 4,0 3,0 i * *
g |MIC |6.25 3,0 2,0 15 125 | 1,125
S |MIC2 |3.125 25 15 10 | 075 | 063
MIC/4 |1,5625 225 | 125 o e x
MIC/8 |0,78125 2,125 | 1,125 * T e

10.5. tablazat: Kakukkfii- és borsmentaolaj kombinaciéinak FICI értékei

Kombinacid, FICI Kakukkfiiolaj
Koncentricio (mg/mi) | 2XMIC| MIC_| MIC/2 [ MIC/4 | MIC/8
'z 6,2 3,1 1,55 | 0,775 | 03875
& [2xMIC [125 x x B e e
S [MIC 6,25 P _* o = o
& M1c2 [3.125 NN
2 [MIC/4 |1,5625 * e o o o
MIC/8 |0,78125 _* -* -* 038 | 025
10.6. tablazat: Fahéj- és borsmentaolaj kombinaciéinak FICI értékei
Kombinacid, FICI Fahéjolaj
| koncentraci6 (mg/mi | 2XMIC | MIC [ MIC/2 | MIC/4 | MIC/3
T 6,2 3,1 1,55 | 0,775 | 03875
& [2xMIC 12,5 i 3.0 2.5 2 2
g MIC |6.25 3.0 2,0 15 o -
2 |M1c2 3,125 e 1,5 1,0 -* -*
2 |MIC/4 |1,5625 2,25 125 | 075 x x
MIC/S |0,78125 3,64 1,13 | 063 -* -*

10.7. tablazat: Szegfiiszeg- és borsmentaolaj kombinaciéinak FICI értékei

Kombinacio, FICI Borsmentaolaj

Koncentréci6 (mg/ml) 2xMIC | MIC | MIC/2 | MIC/4 | MIC/8
T 12,5] 625 3,125| 1,5625] 0,78125
$ [ 2xMIC [6,25 4.0 o o 2.5 o
2 [MIC  [3,125 3,0 2,0 1,5 e *
T | MIC/2 |1,5625 e e ¥ x x
@ |[MIC/4 |0,78125 e e o _* g

MIC/8 |0,390625 * x _* T _*

*- nem kerult kiszamolasra, a novekedési % > 10
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The aim of the present study was the chemical
characterization of the essential oil of a Mongolian
medicinal plant, Artemisia adamsii Besser, and

the investigation of the antibacterial effect of

its oil on different human pathogenic bacteria
(Staphylococcus aureus, methicillin-resistant

S. aureus, and S. epidermidis). The chemical
composition of the oil was established by GC and
GC/MS. Direct bioautography was used for detecting
the antibacterial activity of the essential oil. The
result of GC experiments showed that a-thujone

was the main component (64.4%) of the oil, while the
amount of B-thujone was 7.1%. 1,8-Cineole seemed
to be the other relevant component (15.2%). The
antibacterial activity of the A. adamsii essential oil
against all three investigated bacteria was observed
in the bioautographic system, but this effect was not
proportional to the concentrations of a- or -thujone;
therefore, from a microbiological aspect, thujone
content does not determine the medicinal value of this
oil. On the whole, the combination of TLC separation
with biological detection is an appropriate method for
evaluating multicomponent and hydrophobic plant
extracts, for instance, essential oils, and it provides
more reliable results than traditional microbiological
methods (e.g., disc diffusion and agar plate
techniques).

any classes of bioactive compounds can be separated
Mby TLC. A special method of detection, direct

bioautography (DB), is suitable for studying the
antimicrobial activity of plant extracts of natural origin when
linked to TLC. Paper chromatography and the microbial detection
of antibiotics were combined for the first time in 1946 by Goodall
and Levi to determine the purity of penicillin in a mixture (1).
Later, other researchers applied TLC plates to detect antibiotic
activity (2, 3). DB belongs to a large group of antimicrobial
screening methods based on layer separations [TLC, HPTLC,
and over pressured layer chromatography (OPLC)]. In the TLC-
DB method, a developed TLC plate is dipped in the suspension
of microorganisms growing in a suitable broth. The plate is
incubated, and microorganisms grow directly on it. For location
and visualization of antibacterial substances, tetrazolium salts

Guest edited as a special report on “Thin-Layer Chromatography
Hyphenated with Bioassays” by Irena Choma.

Corresponding author’s e-mail: gyorgyi.horvath@aok.pte.hu

DOI: 10.5740/jaoacint. SGEHorvath

are usually used, which are converted by the dehydrogenases of
living microorganisms to intensely colored formazan (4-8).

The fact of antibiotic resistance contributes to the increase in
the number of studies focusing on the application of essential
oils as potential, natural antimicrobial agents against plant
and human microorganisms (9-12). Essential oils are volatile,
hydrophobic substances that are insoluble in water; therefore, the
application of common screening methods (e.g., disc diffusion,
agar absorption, and agar or broth dilution) may not provide
reproducible and reliable experimental results (13). Therefore,
there is a need for optimized assays to evaluate the antimicrobial
activity of essential oils.

Artemisia adamsii Besser (Asteraceae) is a perennial plant
native to Mongolia, the Russian Federation, and China. The
whole herb of A. adamsii has been used as a stomachic agent
in Traditional Chinese Medicine for ages (14). While more
than 60 Artemisia species are used for medicinal purposes, the
active compounds of most of the species are still unknown.
To date, only a few phytochemical results of this plant have
been published. The aerial parts of 4. adamsii afforded the
sesquiterpene arborescin as the main constituent. Bohlmann et
al. (15) described 11 new guaianolides, which are constituents
of the plant related to arborescin. Only one paper described
the essential oil components of A. adamsii (16). Therefore, our
study was aimed at the phytochemical characterization of the
essential oil extracted from 4. adamsii by GC and GC/MS,
and the microbiological evaluation of the essential oil and its
components using DB. This method combines TLC separation
with microbiological detection. It can be used for detection of
antimicrobial activity of plant extracts (e.g., essential oils) after
TLC separation. To the best of our knowledge, the present
study is the first to investigate the biological activity of the
above-mentioned essential oil against different Staphylococcus
strains using TLC-bioautography.

Experimental

Chemicals

Thujone and 1,8-cineole (eucalyptol) were purchased from
Sigma-Aldrich Ltd (Budapest, Hungary). TLC was performed
on silica gel 60 F,s, foil-backed TLC plates (Merck, Darmstadt,
Germany). The mobile phase for TLC was prepared from
analytical-grade solvents. These types of solvents obtained from
VWR International Ltd (Debrecen, Hungary) were used in all
experiments. Analytical-grade dye reagent MTT (3-[4,5-dimethyl-
thiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) was purchased
from Sigma-Aldrich Ltd. Mueller-Hinton agar was obtained from
Oxoid Ltd (London, UK) for the microbiological experiments.
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Gentamicin for injection (containing 80 mg/2 mL gentamicin;
Sanofi-Aventis, Budapest, Hungary) and vancomycin (50 mg;
Teva, Debrecen, Hungary) antibiotics were used as positive
controls in the bioautographic method. In the case of vancomycin,
1 mg/mL stock solution was prepared using sterile distilled water.

Plant Material

The aerial parts of A. adamsii Besser were collected in Mongolia
(near Ulan Bator) in July 2010. The plant was identified by a
biologist, Dr. Tserennadmid Rentsenkhand (National University
of Mongolia). The plant sample was air dried at room temperature
(22°C) and pulverized just before distillation. A voucher specimen
(A. adamsii) was prepared and deposited in the Herbarium of the
Department of Pharmacognosy, University of Pécs, Hungary.

Essential Oil Isolation

The essential oil was isolated by steam distillation for 3 h using
25 g dried, powered plant material, according to the Hungarian
Pharmacopoeia, 7th edition (17). Its oil content was measured
directly by the volumetric method.

GC and GC/MS Measurements

A Fisons GC 8000 gas chromatograph (Carlo Erba, Milan,
Italy) equipped with a flame ionization detector (FID) was used
for the analysis of the essential oil components. The capillary
column used was Rt-B-DEXm (Restek Corp., Bellefonte, PA),
30 mx0.25 mm id, 0.25 pm film thickness. Nitrogen was the
carrier gas (6.86 mL/min flow rate); 0.2 mL 0.1% solution was
injected (1 pL essential oil in 1 mL chloroform). A splitless
injection was made. The temperatures of the injector and
detector were 210 and 240°C, respectively. The column oven
temperature was increased at a rate of 8°C/min from 60 to 230°C,
with a final isothermal hold at 230°C for 5 min. Identification
of peaks was made by retention time and standard addition;
percentage evaluation was carried out by area normalization. All
measurements were made in triplicate; RSD was below 4.5%.

GC/MS was performed with a coupled system comprising an
Agilent (Santa Clara, CA) 6890N gas chromatograph, 5973N
mass selective detector; Chrom Card Server version 1.2, and
HP-5MS capillary column, 30 m long, 0.25 mm id., and 0.25 pm
film thickness. Helium was the carrier gas (pressure, 0.20 MPa)
at 1 mL/min flow rate; 1 pL (10 pL/mL essential oil in ethanol)
was injected at 0.7 mg/mL velocity, splitless mode, with an
Agilent 7683 autosampler. Injector temperature was 280°C, and
the temperature of the transfer line 275°C. The oven temperature
was held initially at 60°C for 3 min, increased at a rate of
8°C/min to 200°C, kept at 200°C for 2 min, and increased at a
rate of 10°C/min to 250°C, with a final isothermal hold at 250°C
for 15 min. MS conditions were: ionization energy, 70 eV; mass
range, m/z 40-500; and 1 analysis/min. Peaks were identified
based on the National Institute of Standards and Technology
(Rockville, MD) spectral library and literature data (18).

TLC-DB

The process of TLC-DB can be divided into three parts:
cultivation of test microorganisms for dipping; TLC of test

materials (with or without separation); and postchromatographic
microbial detection, i.e., DB.

(a) Bacterial  strains.—S. aureus (ATCC  29213),
S. epidermidis (1118), and methicillin-resistant S. aureus (MRSA
4262) were involved in the microbiological experiments.
S. epidermidis and MRSA strains were isolated from blood
cultures. All the examined test bacteria were maintained on
Mueller-Hinton agar in the Institute of Medical Microbiology and
Immunology, University of Pécs, Hungary

(b) Cultivation of test bacteria for dipping—Bacteria
used in this study were grown in 100 mL Mueller-Hinton
nutrient broth (pH 7.3) at 37°C in a shaker incubator (Psycro
Therm, New Brunswick Scientific Co., NJ) at a speed of
60 rpm for 24 h. The bacterial suspension was diluted with
fresh nutrient broth to an ODg, of 0.4, which corresponds to
approximately 4 x 10’ CFU/mL.

(¢) TLC.—Chromatography was performed on 5x10 and
10 % 10 cm aluminium foil backed silica gel 60 F,s, plates. Before
use, the plates were preconditioned by heating at 120°C for 2 h.
First, the antibacterial activity of the essential oil and antibiotics
was investigated without TLC separation. Then, the antibacterial
effect of the essential oil components was studied after separation.

(1) Preparing plates for TLC-DB without separation.—
Essential oil was dissolved in ethanol to give a 200 pL/mL solution,
then 3—5 pL (equivalent to 0.6—1 pL undiluted oil) was applied to
the 5% 10 cm plates with Minicap capillary pipets (Hirschmann
Laborgerate GmbH & Co. KG, Eberstadt, Germany). Antibiotic
solutions (equivalent to 0.004 mg vancomycin and 0.16 mg
gentamicin) were applied to the plates (4 pL each). The position
of the standards and essential oil spots was 2 cm from the left side
in one line, and between the spots there was a distance of 3-3 cm.
TLC separation was not performed.

(2) TLC separation preceding derivatization or DB.—
The antibacterial activity of the essential oil, as well as of its
characteristic components (thujone and 1,8-cineole), were also
investigated after TLC separation. Thujone and 1,8-cineole
standards were dissolved in ethanol to give solutions of 10 pL/mL.
Essential oil samples of 1, 3, and 5 pL and 2 pL aliquots of
standard solutions were applied to the 10x10 cm plates, in
duplicate, one plate for derivatization with vanillin—sulfuric acid
reagent and the other for bioautography (Figures 1 and 2). The
position of the starting line was 1.5 cm from the bottom and 1.5
cm from the left side. After sample application, the plates were
developed with toluene—ethyl acetate (93 + 7, v/v; 19). Ascending
development was used in a saturated twin trough chamber
(CAMAG, Muttenz, Switzerland). All TLC separations were
performed at room temperature (23°C). The separation distance
was 8 cm, and development time approximately 20 min. After
chromatographic separation, the adsorbent layers were dried at
room temperature under air flow for 10 min to remove the mobile
phase completely. Ethanolic vanillin—sulfuric acid reagent (19)
was used to detect the separated compounds. The developed
layers were dipped into this reagent and heated at 90°C for 3 min.
Detection and identification of the separated compounds was
performed on the basis of Rf values and colors of the standards.
Note: The TLC plate for bioautography was prepared without the
derivatization step.

(3) Postchromatographic — microbial — detection—DB.—The
developed plates were dipped in approximately 80 mL bacterial
suspension for 10 s, then dried under air flow for 2 min. The
purity of the culture was checked by spreading out and cultivation
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Figure 1. TLC separation of the essential oil of A. adamsii
on silica gel 60 F,54. Solvent: toluene—ethyl acetate (93+7,
viv). Detection: alcoholic vanillin—sulfuric acid reagent.
Sample application: lane 1: 1 pL oil, lane 2: 3 pL oil, lane 3:

5 pL oil, lane 4: 1,8-cineole standard (2 pL), and lane 5:
thujone standard (2 pl). The black circles show the presence
of 1,8-cineole and thujone in the oil sample.

on Mueller-Hinton agar plates. The TLC layers were incubated
in a water vapor-saturated chamber (chamber dimension:
20%x14.5x5 cm) at 37°C for 17 h, then dipped in an aqueous
solution of MTT (50 mg/80 mL) for 10 s. Then, the plates were
incubated at 37°C for 2 h, and photographed with a Canon
PowerShot A95 camera. The inhibition zones of microbiologically
active components were visualized by detecting dehydrogenase
activity in living test bacteria with tetrazolium salt-based reagents
(5, 6). On the TLC plate, metabolically active living bacteria
converted MTT into blue formazan dye; therefore, the inhibition
zones appeared as pale spots against a blue background. The
diameters of the zones of inhibition were measured in mm. All
bioautographic experiments were performed in triplicate.

Results and Discussion

Essential Oil Content and Composition

The essential oil yield was 0.56 mL/100 g of dried plant
material. The color of the oil obtained by steam distillation
was pale yellow. Using GC and GC/MS analysis, the presence
of thujones in the oil was confirmed; o-thujone was the main
component (64.4%), while the amount of B-thujone was much
lower (7.1%.). The presence of 1.8-cineole (15.2%) was also
confirmed by GC/MS. Other components were p-cymene (1.5%),
terpinen-4-ol (1.5%), linalool (0.4%), and spatulenol (1.8%). The
occurrence of these components in the oil could also be confirmed
by GC/MS (Table 1). In the future, we plan to examine the
composition of this oil by an SPME (solid phase microextraction)
technique, which is frequently used in the analysis of essential oil
composition.

Figure 2. Detection of antibacterial activity of essential oil
of A. adamsii by DB. Test bacterium: S. epidermidis (1118).
Adsorbent: silica gel 60 F,54. Mobile phase: toluene—ethyl
acetate (93 + 7, v/v). Sample application: lane 1: 3 pL oil,
lane 2: 3 uL oil, lane 3: 5 pL oil, lane 4: 1,8-cineole standard
(2 pL), and lane 5: thujone standard (2 pL).

TLC

In the essential oil, thujone could be identified as a single
compound at Ry0.56 compared to the thujone standard (Figure 1).
a- and B-Thujone could not be separated by TLC with the mobile
phase toluene—ethyl acetate (93+7, v/v) due to their similar R
values. The spot of 1,8-cineole was identified at approximately Ry
0.45 compared to the 1,8-cineole standard. The small differences
between the Ry values can be seen on the TLC layer because
of the increasing concentration of the oil. According to ref. 19,
the terpene zones can be found in the 0.15-0.45 R¢ range in the
essential oil of Artemisia species. The terpinen-4-ol component
was identified at Ry 0.37, according to ref. 19. Linalool (R;0.33)
was also determined based on this reference. The presence of
these components in the oil was confirmed by GC and GC/MS.

TLC-DB

The antibacterial activity of the essential oil and its separated
compounds was estimated by DB. Initially, TLC separation of
the essential oil was not performed so that the effect of control
antibiotics could be compared with the oil. The antibacterial
activity was expressed as the diameter (mm) of inhibition zones
(Table 2). All bacterial strains used in this study were sensitive
to one of the antibiotics (gentamicin or vancomycin) and the
oil of A. adamsii. S. epidermidis was the most sensitive strain.
Compared to antibiotics, a higher concentration of the oil must be
applied to achieve the effectiveness of the antibiotics used in this
study (Figure 3). After TLC separation, the antibacterial effect of
the essential oil components could be detected. In every case, the
terpene components showed antibacterial activity in the 0.15-0.37
R¢ range, and the inhibition zones appeared as pale white spots
around the separated constituents. In this case, S. epidermidis was



Figure 3. Detection of antibacterial activity of essential
oil of A. adamsii by DB. Test bacterium: MRSA 4262.
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Table 1. Composition of A. adamsii essential oil”
Retention time, min Composition, %

Compounds FID MS FID MS
p-Cymene 7.68 8.08 1.5 1.0
1,8-Cineole 7.95 8.31 15.2 15.9
Linalool 9.84 7.84 0.4 0.9
a-Thujone 10.38 10.66 64.4 77.6
B-Thujone 10.66 11.02 71 6.5
Terpinen-4-ol 11.69 13.14 1.5 1.3
Spatulenol 18.01 24.95 1.8 1.5

2 All measurements were made in triplicate; RSD values were below
4.5%.

Table 2. Antibacterial activity (expressed as the diameter
in mm of inhibition zones) of the essential oil of A. adamsii
and antibiotic standards detected by DB?

Essential oil Gentamicin Vancomycin
Bacterial strains 3L 5puL 4 L 4 L
S. aureus ATCC 29213 4 5 7 —
Methicillin-resistant 4.5 5.5 — 7
S. aureus (MRSA 4262)
S. epidermidis (1118) 5 6 9 —

@ The values are averages of three parallel measurements. 3-5 L

oil (equivalent to 0.558-0.903 mg undiluted oil) and 4 pL antibiotics
(equivalent to 0.004 mg vancomycin and 0.16 mg gentamicin) were
applied to TLC plates.

also the most sensitive bacterium (Figure 2). According to ref. 19
and our GC results, we supposed that terpinen-4-ol and linalool
were the bioactive compounds in the oil of 4. adamsii. Thujone
as the main component of the oil had no apparent antibacterial
activity at the concentration at which it was present in the oil. The
standards of thujone and 1,8-cineole did not show activity in the
bioautographic system, as well.

The antibacterial activity of different Artemisia essential oils
belonging to thujone chemotype has already been published (20,
21). In these experiments the agar diffusion method was used.
According to results presented in the references, the essential oil
samples showed antimicrobial activity. It should be noted that the
conventional microbiological assays used for determination of
antibacterial effect of essential oils do not provide information
about the activity of the individual components, including the
synergistic effect. Our results confirmed that the antibacterial
activity of the essential oil obtained from 4. adamsii is not
proportional to the concentrations of a-, P-thujone, and
1,8-cineole; therefore, from a microbiological aspect, these
components do not determine the medicinal value of this oil.

This study showed that DB is an appropriate method for
detection of plant products (e.g., essential oils) with antibacterial
activity against human pathogenic bacteria. Interest in the idea
of using volatile oils against pathogenic microbes keeps growing
because, in contrast to antibiotics, resistance rarely develops due
to the large number of their components. Bioautography facilitates
the investigation of microbiologically active hydrophobic plant
extracts containing a large number of compounds.

In our experiments, the oil of this plant showed antibacterial

Adsorbent: silica gel 60 F,54. Sample application: lane 1:
3 pL oil (equivalent to 0.558 mg undiluted oil), lane 2: 5 uL
oil (equivalent to 0.903 mg undiluted oil), lane 3: and 4 pL
vancomycin solution (equivalent to 0.004 mg antibiotic)

activity in the bioautographic system; however, its medical
application for internal use is not recommended because of the
thujone content. The essential oil of 4. adamsii might be useful
as a disinfectant in controlling hospital infections caused by
antibiotic-resistant bacteria, e.g., MRSA. Bouaziz et al. published
the disinfectant properties of thujone-type essential oil obtained
from Salvia officinalis (22). Vaporization of 0.25 mL/m’ of
S. officinalis oil reduced the total microbial count after residence
times of 1, 6, and 24 h in a selected testing room.

In our further studies, we will investigate the composition of
A. adamsii oil by an SPME technique and determine the mode
of action of the oil and its individual components using different
microbiological and chromatographic methods. Undoubtedly,
TLC-bioautography allows a rapid identification of the active
compound or compounds in a complex mixture.
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Increasing appearance of antibiotic-resistant pathogens, which could be one of the major causes of respiratory tract infections, has again drawn attention to
natural substances and alternative treatments. Therefore, the aim of the present study was the antibacterial evaluation of cinnamon bark, clove, thyme,
citronella, peppermint, Scots pine, and eucalyptus essential oils (EOs) against respiratory tract pathogens such as methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) and Pseudomonas aeruginosa with in vitro vapor phase (VP) and tube dilution (TD) techniques. The chemical and percentage compositions of the
EOs were determined by GC-FID and GC-MS analysis. Among the EOs, cinnamon bark was the most effective against all the investigated pathogens (MIC:
31.25-125 puL/L) in the VP assay, but clove oil presented the best inhibition against MRSA in liquid medium (MIC: 0.1 mg/mL). Thyme oil also showed
antibacterial activity against MRSA and the antibiotic-sensitive strain of P. aeruginosa in both methods. In higher concentration, we found that peppermint oil
was effective only in vapor form; contrarily, eucalyptus oil was more efficient in liquid medium. Surprisingly, Scots pine did not show any activity in our test
systems. These results suggest that EOs could be promising solutions for the problem of antibiotic resistance due to their multiple composition and complex
mode of action. However, more in vivo studies are necessary to calculate the effective dose of EOs in patients and determine their possible side effects and

toxicity.

Keywords: Essential oil, Antibacterial, Antibiotic resistance, Vapor phase, Tube dilution, Respiratory tract.

According to the World Health Organization (WHO), lower
respiratory tract infections (RTIs) were responsible for 5 and 6% of
deaths among men and women, respectively, in 2012 [1-2].

Among antibiotic-resistant bacteria causing severe respiratory
infections, this study focuses only on methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) and Pseudomonas aeruginosa.
MRSA is a Gram-positive healthcare-associated pathogen causing
tonsillitis and pneumonia, mainly in immunodeficient patients [3].
MRSA shows resistance to all f-lactam antibiotics, except the fifth
generation cephalosporin, ceftobiprole, due to its mutant penicillin-
binding protein (PBP2A) encoded by the mecd gene [4].
Furthermore, the increased application of vancomycin has led to the
appearance of vancomycin-resistant strains [5]. The Gram-negative
P. aeruginosa is one of the major causes of hospital-acquired
pneumonia. Unfortunately, the fast expanding multifactorial
resistance of this pathogen to antipseudomonal drugs highly
influences the success of the therapy [6].

The antimicrobial potential of essential oils (EOs) has already been
studied by several in vitro techniques, but these methods usually
investigate the antimicrobial activity of the EOs only in liquid
media instead of vapor phase (VP) [7]. The main disadvantage of
these assays includes the application of emulsifiers, and different
parameters [8]. Some EOs have traditionally been used for the
treatment of common cold, cough or airway inflammation [9]. In the
case of RTIs, the vapor of EOs can simply pass into the airway and
comes into direct contact with the infected surface [1]. Therefore, it
would be more reasonable to investigate the antimicrobial effect of
EOs in the vapor phase.

Several studies have demonstrated the better antimicrobial effect of
EOs in vapor form than in liquid phase against several respiratory
tract microorganisms [10a-c].

Scientists suggest that the complex composition of EOs may be
responsible for the fact that bacteria hardly develop resistance
against them [8]. For the in vitro assessment of antimicrobial
efficacy of EO vapors, three screening methods are most frequently
used nowadays. Two of them are cost-effective modified disc
diffusion methods in which a more uniform VP develops [11a-b,
12]. In the third method, the Petri dishes are placed into a large
closed chamber where the EO and the pathogens are positioned
separately [10a]. Unfortunately, there is no standardized in vitro VP
method nowadays, and the comparison of the results of different
studies is very difficult or even impossible.

Therefore, the aim of the present study was to evaluate the
antibacterial effect of EOs of cinnamon bark, clove, eucalyptus,
Scots pine, peppermint, citronella, and thyme with in vitro tube
dilution (TD) and VP techniques against pathogens responsible for
nosocomial RTIs.

Chemical analyses of EOs were performed by GC-FID and GC-MS
techniques. Identified compounds and percentage evaluation of the
oils are shown in Table 1. In all samples, the amount of the detected
components was above 96%. In accordance with the literature, the
main components of cinnamon bark oil, citronella, and clove were
trans-cinnamaldehyde (74.0%), citronellal (36.2%), and eugenol
(88.6%), respectively. Eucalyptus oil contained 1,8-cineole
(84.8%). In the EOs of peppermint, Scots pine, and thyme, menthol
(50.4%), a-pinene (39.4%), and thymol (46.3%) were presented,
respectively. Besides the major constituents of the EOs, previously
reported antibacterial agents such as p-cymene, limonene, carvacrol,
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Table 1: Percentage composition of EOs used in the study by GC-MS and GC-FID.

Retention time

Compound (min) Percentage of compounds (%)

MS  FID 1 2 3 4 5 6 7
o-Pinene 59 57 0.5 - - 1.1 1.1 39.4 0.9
Camphene 6.3 6.2 - - - - - 0.8 0.9
Fenchene 6.4 6.6 - - - - - 1.1 -
B-Pinene 6.9 6.7 - - - 0.5 0.6 11.0 1.4
8-3-Carene 7.6 7.0 - - - - - 7.0 -
o-Terpinene 7.7 7.2 - - - - - - 22
Limonene 79 7.4 14 35 - 6.4 1.4 14.3 -
p-Cymene 7.8 7.6 1.2 - - 6.9 0.2 - 22.1
1,8-Cineole 8.0 79 2.1 - - 84.8 55 - 9.8
y-Terpinene 8.6 8.5 - - - - - - 0.3
Linalool 10.1 10.1 3.8 - - - - - 5.1
Neral 10.3 10.2 - 1.0 - - - - -
Citronellal 10.4 11.0 - 36.2 - - - - -
Isopulegon 10.5 11.1 - - - - 1.0 - -
Geranial 10.7 11.2 - 22 - - - - -
Menthone 10.6 112 - - - - 19.8 - -
Isomenthon 10.8 11.5 - - - - 7.0 -
Isomenthol 10.9 11.6 - - - - 4.3 -
Terpinen-4-ol 115 1.7 - - - - - - 0.6
Menthol 11.1 11.9 - - - - 50.4 - -
a-Terpineol 11.4 123 1.5 - - - - 8.8 -
Borneol 11.0 12.4 - - - - - - 1.0
Citronellol 11.9 12.9 - 13.6 - - - -
Menthyl B B B 55 B
acetate 13.1 13.0 :
Bornyl acetate 13.0 13.0 - - - - - 34 -
Geraniol 12.4 13.4 - 253 - - - - -
Anethol 13.1 13.5 23 - - - - - -
Piperitone 12.6 13.8 - - - - 0.8 - -
Menthofurane 16.7 13.9 - - - - 0.2 -
Citronellyl
acetate 14.1 14.1 ) 23 ) )
Geranyl
acetate 145 142 - 2.6 - - - -
Longiferene 153 14.4 - - - - - 0.5 -
B-Elemene 14.9 14.7 - 29 - - - - -
B-
Caryophyllene ~ 15.4 14.8 1.7 - 8.6 - 0.4 8.4 25
Trans-
Cinnamaldehyde 12.9 14.9 74.0 : - - - -
a-Humulene 16.0 154 - - 22 - - 0.8 -
Thymol 13.2 15.6 - - - - - - 46.3
Eugenol 14.3 15.8 2.7 - 88.6 - - - -
B-Cubebene 16.4 15.8 0.9 - - - - -
Carvacrol 133 15.9 - - - - - - 32
B-Cadinene 17.0 16.0 - 1.0 - - - - -
Elemol 17.4 16.4 - 24 - - - - -
Cinnamyl 15.8 169 53 R ~ ~ ~
acetate
Eudesmol 19.1 18.3 - 23 - - - - -
La_ryophyllene 18.0 18.8 ~ ~ 05 ~ 01 07
oxide
Total (%): 96.5 96.2 99.9 99.7 98.3 96.2 96, 3

Table shows the average content of volatile compounds from 3 parallel measurements.
The standard deviations (SD) were below 4.5%. 1. cinnamon bark, 2. citronella, 3.
clove, 4. eucalyptus, 5. peppermint, 6. Scots pine, 7. thyme

B-caryophyllene, a-terpineol, and geraniol were also detected, but in
lower concentrations [8,9].

In the microbiological tests, we examined MRSA and two strains
of P. aeruginosa as potential respiratory tract pathogens. The
antimicrobial susceptibility of these bacteria was preliminary
confirmed by the disc diffusion method (data not shown). One of
the P. aeruginosa strains (later referred to as resistant strain) was
resistant to imipenem and ciprofloxacin, but was sensitive to
gentamicin and polymyxin B; the other one (later referred to as
sensitive strain) was sensitive to all tested antibiotics. Gentamicin
and vancomycin were effective against MRSA.

With the TD method, we were able to observe the direct inhibitory
effect of the EOs in liquid medium, while application of the VP
method allowed us to detect the antimicrobial potency of volatile
components exclusively. The antibacterial effects of EOs are
summarized in Tables 2 and 3. In the TD method, the EOs of
cinnamon bark, thyme, clove, citronella, and eucalyptus presented
activity against MRSA, with minimum inhibitory concentration
(MIC) values in the range of 0.1-5.6 mg/mL (Table 2.). Among
them, clove oil was the most active; thyme and cinnamon bark oils
showed similar activity. Unfortunately, peppermint and Scots pine
oils had only bacteriostatic effects, i.e., at the highest concentration
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Table 2: Antibacterial activity of EOs of cinnamon bark, thyme, clove, peppermint,
citronella, eucalyptus, Scots pine, and thyme by tube dilution method.

b

EO Sample MRSA P. aeruginosa * P. aeruginosa
MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Cinnamon 0.4 0.8 0.4 0.8 0.4 0.8
Thyme 0.4 0.7 >453 >45.3 1.4 2.8
Clove 0.1 0.2 >51.9 >51.9 1.6 33
Peppermint >44.5 >44.5 >44.5 >44.5 >44.5 >44.5
Citronella 1.4 2.8 >43.9 >43.9 >43.9 >43.9
Eucalyptus 5.6 11.3 >45.1 >45.1 2.8 5.6
Scots pine >43 .4 >43 .4 >43 .4 >43.4 >43 .4 >43 .4

a: resistant strain, b: sensitive strain, MIC: minimum inhibitory concentration (in
mg/mL), MBC: minimum bactericidal concentration (in mg/mL).

Table 3: Antibacterial activity of EOs of cinnamon, thyme, clove, peppermint,
citronella, eucalyptus, Scots pine, and thyme by vapor phase technique.

EO Sample MIC (,HL/L) - T
MRSA P. aeruginosa * P. aeruginosa
Cinnamon 31.25 125 31.25
Thyme 125 >1000 31.25
Clove 225 >1500 >1500
Peppermint 375 >1500 >1500
Citronella 375 >1500 >1500
Eucalyptus >1500 >1500 >1500
Scots pine >1500 >1500 >1500

a: resistant strain, b: sensitive strain. MIC: minimum inhibitory concentration [amount
of EO in pL referred to airspace volume (L)].

Table 4: Antibacterial activity of gentamicin, vancomycin, and polymyxin B by tube
dilution method.

Antibiotic MRSA P. aeruginosa * P. aeruginosa”
MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Gentamicin 12.5 25.0 >100* >100* 6.3 12.5
Vancomycin >100%* >100* - - - -
Polymyxin B - - 1.6 3.1 - -

a: resistant strain, b: sensitive strain, * the strain was not sensitive enough to the used
standard concentrations of the antibiotic. MIC: minimum inhibitory concentration (in
pg/mL), MBC: minimum bactericidal concentration (in pg/mL)

of the EOs used in our study, we could not observe total inhibition
of the visible growth of any test bacteria. Against the sensitive strain
of P. aeruginosa, the same EOs showed visible inhibition, except
for citronella that showed moderate activity, similar to those of
Scots pine and peppermint oils. Only cinnamon bark oil inhibited
the growth of the resistant P. aeruginosa (MIC: 0.4 mg/mL). In
comparison, the most active oils produced higher MIC values than
the reference antibiotics (Tables 2 and 4). Polysorbate 80, used as
the emulsifier control, did not show any activity against any of the
tested bacteria.

The MIC values obtained from the VP technique were determined
considering the amount of EOs (uL) and referring to the free
airspace (L) in the Petri dish (Table 3). Similarly to the TD method,
the EO vapor of cinnamon bark, clove, thyme, and citronella
effectively inhibited the growth of MRSA; the MIC values were in
the range of 31.25-375 pL/L. Cinnamon bark oil produced the
lowest MIC value (31.25 uL/L) against this pathogen. In the case of
the sensitive strain of P. aeruginosa, the EOs of thyme and
cinnamon bark were equally active (MIC: 31.25 uL/L). The total
inhibition of the growth of the resistant P. aeruginosa required a
higher dose of cinnamon bark oil (MIC: 125 pL/L). In higher
concentration, peppermint oil showed activity against MRSA (MIC:
375 uL/L), in contrast with the result of the TD, where no
antibacterial effect was detected. Eucalyptus oil did not present
inhibition against any test bacteria even in a 1500 pL/L
concentration, which also differs from the results of the TD method.
These findings suggest that clove and eucalyptus oils could be more
potent antibacterial agents in liquid form; however, cinnamon bark
and peppermint oils should be used via inhalation for medical
treatment. In addition, the blank filter papers and the solvent of EOs
did not influence the bacterial growth. Contrary to our findings,
several studies have not detected any activity of thyme and
cinnamon bark oils in VP against the sensitive strain of P.
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aeruginosa. However, Scots pine and clove oils were found
similarly inactive, which corresponds with our observations [11a,
13a-c]. Contrary to our results, Tyagi and Malik detected moderate
activity of the vapor of eucalyptus oil in the VP assay against
P. aeruginosa [14].

In our study, we successfully optimized an in vitro system where the
antibacterial activity of EO vapors could be evaluated directly. We
conclude that the EOs of cinnamon bark, clove, citronella,
peppermint and thyme have significant antibacterial effect in vapor
form against at least one respiratory tract pathogen involved in this
study. The vapor of cinnamon bark EO showed the strongest
inhibition of MRSA and the resistant strain of P. aeruginosa. We
assume that the antibacterial activity of EOs is related to their main
component, but further experiments are needed to confirm this
hypothesis. Although, the exact mode of action of EOs and their
components is not clearly understood as yet, it was previously
reported that cinnamaldehyde could disrupt the structure of bacterial
cells and alter the energy metabolism [8]. Therefore, we suggest that
the above mentioned oils, especially via inhalation, may support the
antimicrobial therapy in the case of RTIs. Moreover, EOs usually
have additional effects, e.g. antifungal, antiviral, anti-inflammatory,
and immune modulator properties which make them more valuable
agents either alone or in combination with other substances [9].
Unfortunately, Scots pine and eucalyptus oils did not show
significant activity in our VP system. In TD, we found that
cinnamon, thyme and citronella EOs were active against MRSA,
which correlates with our results obtained with the VP method.
Clove and eucalyptus oils showed better inhibition in liquid medium
than in VP, whereas peppermint oil was more effective in vapor
form. Pereira et al. also highlighted the therapeutic potency of
eucalyptus oil in liquid medium against several clinical isolates of
P. aeruginosa [15]. In comparison with our results, Tyagi and Malik
also reported antibacterial potential of eucalyptus oil against P.
aeruginosa measured by TD assay; however, the determined MIC
values and the applied EO concentrations were much higher than
ours [14]. Contrary to our results, they reported that peppermint was
an active substance against this pathogen in both vapor and liquid
form [16]. On the whole, we observed that the Gram-negative
strains were less sensitive to the EOs than the Gram-positive MRSA
in both in vitro methods, which correlates well with a previously
published result [10c].

Considering our VP results, we also suggest that cinnamon, clove,
thyme, citronella, and peppermint oils could be effective air
disinfectants, especially in healthcare environments such as nursing
homes, ambulances, and surgeries. We also suppose that the
constant evaporation of EOs is necessary to achieve their
antimicrobial activity in airspace. Therefore, development of state-
of-the-art devices is also desirable. Finally, in vivo and clinical
studies are also required to calculate the effective doses of EOs and
to determine the possibility of EOs’ side effects and toxicity.

Experimental

Essential oil samples: The EOs of cinnamon bark (Cinnamomum
zeylanicum Nees.), clove {Syzygium aromaticum (L.) Merill &
Perry}, thyme (Thymus vulgaris L.), eucalyptus (Eucalyptus
globulus Labill.), Scots pine (Pinus sylvestris L.), peppermint
(Mentha x piperita L.), and citronella {Cymbopogon nardus (L.)
Rendle} were obtained from Aromax Ltd. (Budapest, Hungary).

Gas chromatographic analysis: The chemical composition of the
EOs was determined by gas chromatography (GC) coupled with a
mass selective detector (MSD). A flame ionization detector (FID)
was also used to evaluate the percentage composition of the EOs.
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GC-MS conditions: The analyses were carried out with an Agilent
6890N/5973N GC-MSD (Santa Clara, CA, USA) system equipped
with an Agilent SLB-5MS capillary column (30 m x 250 pm x 0.25
pm). The GC oven temperature was programmed to increase from
60°C (3 min isothermal) to 250°C at 8°C/min (1 min isothermal).
High purity helium as a carrier gas was used at 1.0 mL/min (37
cm/s) in constant flow mode. The injector temperature was 250°C
and the split ratio was 1:50. The MSD was equipped with a
quadrupole mass analyzer and operated in electron ionization mode
at 70 eV in full scan mode (41-500 amu at 3.2 scan/s). The data
were evaluated using MSD ChemStation D.02.00.275 software
(Agilent). The identification of the compounds was carried out by
comparing retention times and recorded spectra with the data of
authentic standards, and the NIST 2.0 library was also used.

GC-FID conditions: The analyses were made using a Fisons GC
8000 gas chromatograph (Carlo Erba, Italy), equipped with a FID.
An Rt-B-DEXm (Restek) capillary column, 30 m x 0.25 mm id.,
0.25 pum film thickness, was used. The carrier gas was nitrogen at
6.8 mL/min flow rate. A 0.2 mL volume of a 0.1% solution of the
oil was injected (1 mL EO in 1 mL chloroform). Splitless injection
was carried out. The temperatures of the injector and detector were
210°C and 240°C, respectively. The oven temperature was
increased at a rate of 8°C/min from 60°C to 230°C, with a final
isotherm at 230°C for 5 min. Identification of peaks was made by
retention data compared with data obtained by GC-MS and data of
standards (Fluka Analytical and Sigma-Aldrich); percentage
evaluation was carried out by area normalization. Three parallel
measurements were made; RSD percentages were below 4.5%.

Chemicals and antimicrobial assays: The TD method was used for
the detection of antibacterial activity of EOs in liquid medium. The
effect of EOs was also compared with the activity of standard
antibiotics: gentamicin (Sanofi-Aventis, Budapest, Hungary),
vancomycin (TEVA, Debrecen, Hungary), and polymyxin B
(Sigma-Aldrich Ltd., Budapest, Hungary). The VP technique was
also carried out to determine the antibacterial effect of EO vapors.
The absolute ethanol was obtained from Molar Chemicals Ltd.
(Halasztelek, Hungary). The emulsifier (Polysorbate 80) was
purchased from Reanal Ltd. (Budapest, Hungary). Mueller-Hinton
agar was purchased from Oxoid Ltd. (London, UK).

Bacterial strains: Methicillin-resistant Staphylococcus —aureus
(MRSA, 4262) and the antibiotic-resistant Pseudomonas aeruginosa
(34205) were isolated from blood cultures and were maintained at
the Department of Medical Microbiology and Immunology,
University of Pécs (Pécs, Hungary). A standard, antibiotic-sensitive
strain of P. aeruginosa (ATCC 27853) was obtained from the
American Type Culture Collection, Wesel, Germany/USA. All test
microorganisms were maintained on Mueller-Hinton agar at 37°C.
Antibiotic susceptibility of bacteria was tested by the disc diffusion
method according to the guidelines of the Manual of Clinical
Microbiology [17].

Tube dilution test: The experiments were carried out according to
the Manual of Clinical Microbiology, with some modifications [17].
Due to the hydrophobic character of EOs, emulsions were made for
the proper determination of antibacterial activity. In the case of
EOs, a serial twofold dilution was prepared from 5.00 to 0.01%.
The control tube of the bacterial growth contained neither EO nor
detergent. Nutrient broth containing 0.2% of Polysorbate 80 was
also used separately as a detergent/emulsifier control. For the
dilution series of antibiotics, the emulsifier was not used. Ten pL of
an overnight bacterial culture (~ 4 x 107 cells/mL) was added to
each tube and incubated at 37°C for 24 h. Then, the tubes were
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plated out on Mueller-Hinton agar and incubated again for 48 h. The
number of bacterial colonies was compared with the controls and
then the values of the minimum bactericidal concentrations (MBC)
and minimum inhibitory concentrations (MIC) were determined.
The MBC is the lowest concentration of an antibacterial agent able
to inhibit completely the growth of colonies. The MIC value is the
concentration that could reduce the visible growth of bacteria in
comparison with the controls. All tests were carried out in triplicate.

Vapor phase test: The in vitro VP tests were based on a previously
published study by Kloucek et al., with some changes [11b]. The
test system was developed in a 4-section Petri dish (PD, diameter 90
mm, VWR, Debrecen, Hungary) containing 5 mL Mueller-Hinton
broth in each section. Contrary to the above mentioned authors, we
did not pour any agar into the upper lid of the PD, because it would
result in the attachment of the filter paper disc to the agar surface
thereby reducing the spread of volatile components into the
airspace. All bacteria were grown in Mueller-Hinton broth at 37°C
for 24 h before the assay and then inocula were made by dilution in
sterile 0.9% saline to 10° CFU/mL. Then, 3 sections of the PD were
inoculated with 20 pL of the bacterial suspensions. Different strains
were spread into each section. The fourth uninoculated
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