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1 Bevezetés

Az antibiotikum-rezisztencia ndovekvé problémaja folyamatos kihivast jelent az
egészségiigyl szakemberek szamdra. A teriilet legujabb kutatdsi iranyai szerint a terapidk
sikertelensége szamos korokozo (pl. Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis,
meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA), Acinetobacter baumannii, Haemophilus
spp.) biofilmképzo képességének koszonhetd, amely fokozza az antibiotikumokkal szembeni
rezisztenciajukat.

Az antibiotikum-rezisztencia ndvekedésével egyre inkabb el6térbe keriilnek a
természetes vegyiiletek az iparagak kiilonbo6z6 teriiletein. Az illdolajok és ndvényi kivonatok
Osszetételét szamos tényezd befolyasolhatja: kdrnyezeti tényezok, vegetacids id6szak, gyljtési
technika, extrakcios eljaras tipusa, kemotipus és a begyiijtott novényi részek is. Ezek a tényezdk
mind hatéssal lehetnek a kémiai dsszetételre, ami hatassal van a biologiai aktivitasra. A legjobb
terméshozam és a megfeleld antibakterialis hatasi minéség érdekében tehat sziikséges a
kornyezeti feltételek és a mikrobioldgiai potencial kozotti Osszefiiggés tisztazasa is. Ezért
szilkségesek a megfeleléen standardizalhaté extrakcids eljarasok, analitikai vizsgalatok,
valamint in vitro biologiai hatasvizsgalatok, amelyek segitségével értékelhetd a kémiai
Osszetétel €s az antibakterialis hatds. Ma az ipar szdmos teriiletén elonyben részesitik a
kornyezetbarat extrakcids eljarasokat, mint pl. a vizgdz-desztillaciot és a szuperkritikus folyadék
extrakciot (SFE). Az SFE egy jol paraméterezhetd eljaras, ahol fobb beallitasi paraméterek
kisléptékii valtoztatasaval nagy hatast tudunk gyakorolni nem csak az extrakcidos hozamra,
hanem az extraktum antibakterialis hatasara is. A folyamat mélyebb megértésének és
optimalizalasanak egyik lehetséges utja a statisztikai modellezés. Valaszfeliilet modellek
alkalmazasaval tervezhetové valik a minéség, valamint id6t és ezzel egyiitt pénzt sporolhatunk.

Az ajakosok (Lamiaceae) csaladjanak két kiemelkedd tagja a muskotalyzsalya (Salvia
sclarea L.) és a kerti kakukkfii (Thymus vulgaris L.). Hagyomanyosan mind a két novényt
évszazadok ota sikeresen alkalmazzak foként 1égiti patogénekkel szemben (Leigh-de Rapper et
al., 2021). Alkalmazasuk elsdsorban az aromaterapia és a természetgyogyaszat keretein beliil
volt jelentds. Azonban szdmos tanulmany igazolta, hogy az illdolajaik antibakterialis hatasukat
jorészt a benniik talalhat6 oxigenalt monoterpéneknek kdszonhetik (linalool, linalil-acetat, timol,
stb.) (Oliveira et al., 2020). Hazdnkban a kerti kakukkfii termesztése novekszik, tovabbi
hasznositasahoz értékes adatokkal szolgalhat a maganteriileteken termesztett novény
tudomanyos szempontok szerinti értékelése. Ezért kutatocsoportunk vizsgalta a kiilonb6zo
viragzasi fenofazisban (viragzasi iddszak elején, teljes virdgzasban, viragzasi idészak végén)
gytjtott kerti kakukkfiibdl kivont illéolaj mintak antibakteridlis hatasat 1éguti patogénekkel
szemben. A konvencionalis antibiotikumok ,,ijra hasznositasanak” egyik lehetséges utja névényi

hatéanyagokkal valdé kombinacidik tesztelése, valamint a kiilonbozé additiv és szinergista



hatasok felderitése. Munkank soran aminoglikozid-tipusu antibiotikumok ¢és kakukkfii
illoolajanak kombinacioit teszteltiik 1éguti fertézést okozd baktériumokkal szemben. A

kombinacios kisérleteket in vitro checkerboard-titralasos modszerrel vizsgaltuk.



2 Célkitiizések

A bevezetésben felvazoltak alapjan az alabbi célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

Szigetvar mellett (Magyarorszag, Baranya megye, koordinatak: (46°02060.0000 E,
17°47059.9900 K) talalhaté termdoteriileten termesztett kakukkfii értékelése kiilonbozo
fenofazisaiban (el6-fo-utdviragzas) gyiijtott mintaibol kivont illdolajanak antibakterialis
hatasa szempontjabol.

Muskotalyzsalya szuperkritikus folyadék extrakciojanak (SFE) optimalizalasa
antibakterialis hatas szempontjabol, valaszfeliilet modellezés segitségével (RSM).

Az altalunk vizsgalt kakukkfii illoolajok kémiai Osszetételének meghatarozasa GC-MS
(gézkromatografia-tomegspektrometria), GC-FID (langionizaciés detektorral felszerelt
gazkromatografia) technikak segitségével.

Muskotalyzsalya extraktumok és kakukkfii illoolajok antibakterialis hatasanak
vizsgalata bioautografias modszer segitségével.

A kakukkfii illoolaj biofilmgatlo hatasanak bizonyitasa.

Aminoglikozid-tipusu antibiotikumok és kakukkfii illéolaj-kombinaciok antibakterialis

hatasanak vizsgalata és feltételezett szinergista hatas felderitése.



3  Anyag és modszer

3.1 A felhasznalt gyogyndvények

3.1.1 Muskotalyzsalya (Salvia sclarea L.)

A novényi anyag 2019-ben a Naturix24 Ltd.-t6] (Dransfeld, Németorszag) keriilt
beszerzésre. A cég Eurdpan beliil Olaszorszagbdl és Dél-Franciaorszagbdol importalja a
muskotalyzsalyat (Naturix24, 2019). A ndvények termesztési és betakaritasi folyamatai
megfelelnek a Helyes Mezdgazdasagi Gyakorlat (Good Agricultural Practice) ajanlasainak. A
begylijtés utan a ndvényt levegon szaritottak, és Németorszagba szallitottak. A ndvény szara,
levele és viraga is feldolgozasra keriilt. A forgalmazé nyilatkozata alapjan a szklareol tartalma

viszonylag magas volt, de a vegyiilet aranya az ill6olajban nem haladta meg a 12%-ot.

3.1.2  Kakukkft (Thymus vulgaris L.)

A T. vulgaris L. gyijtése a viragzas kezdetén (2019. majus 23-4an), teljes viragzasban
(2019. junius 6-an) és a viragzasi idészak végén (2019. junius 12-én) tortént. Szigetvar mellett
(Magyarorszag, Baranya megye, koordinatak: (46°02060.0000 E, 17°47059.9900 K) talalhat6 a
gyljtési teriilet. Az adott évre vonatkozd meteorologiai adatokat a 1. tadblazat foglalja Gssze
(KSH, 2023). A harom viragzasi fenofazis alatt dsszegyljtott ndvényi anyagokat két részre
osztottuk, az elsd felét (friss anyag) azonnal felhasznaltuk. A masodik részletet pedig egy héten
keresztiil szaritottuk. A szaritdsi folyamat szobahdmérsékleten (23°C) a PTE GYTK
Farmakognoéziai Intézet (Pécs, Magyarorszag) gyogynovényszaritdjaban tortént. A frissen
gyljtott és szaritott novényi mintdk illdolajat vizgdz-desztillacioval nyertiik ki a Magyar

Gyogyszerkonyv VIII. kiadasa alapjan.

1. tablazat Meteorologiai adatok a kakukkfii gytjtési idoszakabol

Majus Junius
Maximum hémérséklet 25,3°C 34,7°C
Minimum hémérséklet 3,3°C 12,9°C
Csapadékos napok szdma 18 nap 12 nap
Lehullott csapadék 152 mm 95 mm
Napsiitéses orak szama 202 336

3.2  Extrakciok

3.2.1 Muskotélyzsalya szuperkritikus folyadék extrakcioja (SFE)
A vizsgalatokat a Pannon Egyetem BKV Kutat6 Fejleszté Kozpontjaban végeztiik. A
szuperkritikus folyadék extrakciohoz 99,97% (w/w) tisztasagu CO»-t (Messer Kft.) hasznaltunk.
Az extrakciokat egy SF2000 Able & Jasco késziilékkel (Jasco Kft.) végeztiik el.

Extrakcios edényként 30 cm x 20 mm-es, 94,2 ¢cm’ térfogatu rozsdamentes acél oszlopot



hasznaltunk. Minden mérésnél az oszlopba kb. 22 g apritott, szaritott muskotalyzsalyat toltottiink
be. A bemérés pontos tdmegét minden alkalommal feljegyeztiik. Mozgofazisként 99,9%-os
tisztasagi CO»-t hasznaltunk, segédoldoszerként pedig abszolut etanolt (Molar Kft.) adtunk
hozza 1-2%-os aranyban. Minden extrakci6 120 percig tartott, mivel az elézetes kisérletek azt
mutattak, hogy az extrakcios hozam két orat kdvetden mar nem valtozott jelentds mértékben. A
kivonatokat 15 ml-es centrifugacsdvekbe gytijtottiik, amelyek tomegét feljegyeztiik. A mintakat
a tovabbi feldolgozésig -10°C-on taroltuk.

Kakukkfii esetében a begylijtott anyandvényekbdl az illoolaj desztillalas a PTE GYTK
Farmakognoziai Intézetében tortént. Az illdolajok vizgdzzel konnyen kivonhatok a kiilonb6z6
novényi részekbodl, ezért az egyik leggyakrabban hasznalt technika a vizgdz-desztillacio.
Apritast kovetéen 100 g herbat mértiink be liveglombikba, majd a mintdhoz 1 liter desztillalt
vizet adtunk. A lombik avizzel és andvényi mintaval a flitékosarba keriilt. Folyamatos
melegités hatdsara a vizgdzzel a névénybdl az illoolaj tdvozik, majd a hiitott feltéttel érintkezve
lecsapodik. A desztillalas soran (170°C, 3,30 h) kinyert illoolajat a felhasznalasig sotét tivegben
4°C-on taroltuk.

3.3 Kisérletek soran hasznalt baktériumok tenyésztése

A novényi extraktumok antibakteridlis hatasat Haemophilus spp., (Haemophilus
influenzae DSM 4690; H. parainfluenzae DSM 8978), meticillin-rezisztens Staphylococcus
aureus (MRSA ATCC 700698), és Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 torzseken vizsgaltuk.
A vékonyréteg kromatografidhoz kapcsolt direkt bioautografia (TLC-DB) vizsgélathoz a
Haemophilus torzseket 100 ml Brain Heart Infusion-t (BHI) (Sigma Aldrich Kft.) 1 ml B-
Supplement-et (Diagon Kft.) és 15 pg/ml NAD-oldatot (I mg/ml) tartalmazé tapkozegben
novesztettik. Az MRSA-t és a P. aeruginosat 100 ml BHI-ban tenyésztettik. Mindegyik
baktériumtenyészetet razoinkubatorban (New Brunswick Scientific, Kft.) 37°C-on és 60

fordulat/perc sebességgel 12 6ran at inkubaltuk (Baldzs et al., 2019).

34 Kromatografias vizsgalatok

3.4.1 Muskotélyzsalya mintak etanoltartalmanak meghatdrozasa

A gazkromatografids vizsgalatokat a PannnonPharma Kft. miszeres analitikai
laboratoriumaban végeztiik el. Az elemzéseket egy Agilent 6890N langionizacios detektorral
felszerelt gazkromatograf (GC-FID) késziiléken végeztiik, amely TR-WAX (Thermo Fisher
Scientific Kft.) kapillaris oszloppal (30 m x 250 um % 1,0 pm) volt ellatva. A GC kolonnaterének
hémérsékletét 60°C-rol (5 perc izotermikus futast kovetden) 240°C-ra emeltiik 30°C/perc
hémérséklet gradienssel. Majd ismét 5 perc izokratikus szakasz kovetkezett. Nagy tisztasdgu

hidrogént (5,0) hasznaltunk vivogazként 2,9 ml/perc (29 cm/s) sebességgel, allanddé nyomason.



Abszolut etanolt (Molar Kft.) hasznaltuk standardként az etanol cslics azonositasara a retencios
id6 alapjan. A FID mennyiségi meghatarozasahoz kiils6 standard technikat alkalmaztunk. 100
mg abszollt etanolt dimetil-szulfoxiddal (Molar Kft.) higitottunk, igy térzsoldatként 10 mg/ml
végkoncentraciot kaptunk. A kalibracids gorbe a 0,5-2,0 mg/ml tartomanyt fedte le.

3.4.2 Kakukkfi illoolaj mintak elemzése GC-MS és GC-FID technikak segitségével

A mérésekben az olaszorszagi Messinai Egyetem kollégai nyujtottak segitséget
szamunkra. A mintakat (10 uL) 990 pl n-heptanban (1:100 higitas) szolubilizaltuk (Merck Kft.),
majd GC-MS és GC-FID rendszerbe injektaltuk a teljes azonositas és mennyiségi meghatarozas
érdekében. A terpén és terpenoid vegyiiletek elvalasztasat és azonositasat egy GCMS-QP2020
miszerrel (Shimadzu Kft.) végeztiik, amely 280°C-on split-splitless injektorral és AOC-20i
automatikus mintavevdvel volt felszerelve. Az analitok elkiilonitésére egy nem polaris kapillaris
oszlopot, nevezetesen SLB-5ms 30 m x 0,25 mm ID x 0,25 um (Merck Kft.) hasznaltunk. A
kvantitativ elemzéseket GC-2010 miiszerrel (Shimadzu Kft.) végeztiik, amely split-splitless
injektorral (280°C), FID detektorral és AOC-20i automatikus mintavevdvel volt felszerelve. A
kromatografias koriilmények a kovetkezd paramétereket tartalmaztak: térfogatinjektalas: 0,5 pL
split modban (1:10) és homérsékleti program: 50°C-300°C 3,0°C/perc sebességgel. Héliumot
hasznaltunk vivégazként 30 cm/s-os linearis sebességgel. Az MS paraméterek a kovetkezok
voltak: tomegtartomany 40-550 amu; ionforras hémérséklete: 220°C; és interfész homérséklet:
250°C. A FID detektor paraméterek: 300°C-ra beallitott detektor hémérséklet (mintavételi
sebesség 40 ms), a gazaramlas 40 ml/perc volt hidrogénnél, 30 ml/perc make up gaznal
(nitrogén) és 400 ml/perc levegénél. Az adatgytijtéshez és -feldolgozashoz a GCMS solution
szoftvert (4.50 verzio, Shimadzu Kft.) hasznaltuk. FFNSC tomegspektrum konyvtarat (4.0
verzid, Shimadzu Kft.) hasznaltuk a vegyiilet azonositasara. Két kiilonb6z6 azonositasi
paramétert, nevezetesen az MS spektralis hasonldsagot és a linearis retenciés index (LRI)
megfelelést alkalmaztuk (Pandur et al., 2022). A C7-C40 telitett alkdnokat hasznaltunk az LRI-
k kiszamitasahoz. Standard keverék koncentracidja: 1000 pg/ml, minden komponenst hexanban
(Merck Kft.) oldottunk. A GC-FID elemzéseket a LabSolution szoftverrel (5.92-es verzio,
Shimadzu Kft.) végeztiik és dolgoztuk fel. Minden mintat harom egymast koveto futtatas soran

elemeztiink az adatok pontossaganak ndvelése érdekében (Micalizzi et al., 2020).

3.5 Vékonyréteg kromatografia — Direkt bioautografia (TLC-DB)

A mikrobiologiai kisérleteket a PTE KK Orvosi Mikrobioldgiai €s Immunitastani
Intézetében végeztiik el.

A muskotalyzsalya mintdk esetében kizarolag kromatografias kifejlesztés nélkiil
végeztiik el a vizsgalatot, mivel a teljes extraktum antibakterialis hatasat vizsgaltuk. A kakukkfii

esetében az antibakterialis hatast vékonyréteg-kromatografias elvalasztas nélkiil és vékonyréteg-



kromatografias elvalasztas utan is tanulmanyoztuk (Balazs et al., 2019). Kakukkfli illéolajok
esetében az elvalasztds nélkiili vizsgalat soran kivalasztottuk az antibakterialis hatas
szempontjabol leghatékonyabb mintdkat. Csak a legnagyobb aktivitast olajokkal végeztiink
tovabbi vizsgalatokat, ezért csak a friss novényi anyagokbdl desztillalt kakukkfli olajokat
vontunk be a TLC elvalasztashoz kapcsolddod bioautografias kisérletekbe. A kromatografiat
10x10 cm-es szilikagél 60 F»s4 aluminiumlemezes vékonyrétegeken (Merck Kft.) végeztiik.

Muskotalyzsalya mintak esetén: mivel az extraktumok etanoltartalma eltéré volt,
oldoszertartalmukat GC-FID segitségével meghataroztuk. A kloroformos higitas soran
korrigaltunk az eltéré koncentraciokkal, igy a felvitt mintaoldatok koncentracidja minden
esetben 10 mg/ml volt. 3,0 pulL-t csepegtettiink fel a vékonyréteg-kromatografias lemezre, az
oldoszer kontrollja kloroform és abszolut etanol (Molar Kft.) volt. Pozitiv kontrol vankomicin
(Pharmacologic) volt MRSA ellen (torzsoldat: 50 mg/ml; 0,6 pl-t vittiink fel a lemezre),
gentamicin (Sandoz) pedig P. aeruginosa-val szemben (térzsoldat: 40 mg/ml; 0,75 pl-t vittiink
fel a lemezre).

Kakukkfii mintak esetén: a mintakat abszolut etanolban oldottuk (a torzsoldat 200 mg/ml
volt), és 1,0 pl-t vittink fel a vékonyréteg-kromatografids lemezre Finnpipette pipettakkal
(Merck Kft.). Az abszolut etanol volt az oldoszer kontroll, és antibiotikumokat hasznaltunk
pozitiv kontrollként. Haemophilus torzsek esetén ceftriaxont (Hospira, térzsoldat: 40 mg/ml), P.
aeruginosa ellen gentamicint (Sandoz, torzsoldat: 40 mg/ml) alkalmaztunk. Az antibiotikumos
oldatokbol 1-1 pl-t vittiink fel a TLC lemezre. A TLC elvalasztas soran a timol, mint a kakukkfii
illoolaj fékomponensének antibakterialis aktivitasat is vizsgaltuk TLC-DB segitségével. A timolt
(Spektrum-3D Kft.) abszolit etanolban (20 mg/ml) oldottuk. A tdrzsoldatbol 0,2 pl-t (4 pg)
vittiink fel a lemezekre. A minta felvitele utan a TLC lemezeket toluol:etil-acetat (95:5 v/v)
mozgofazissal fejlesztettiik ki (Horvath et al., 2018). A kromatografias kifejlesztést eluenssel
torténd telitést kovetden ikervalylts kamraban (Camag Kft.) és szobahdmérsékleten (22°C)
végeztilk. A vékonyréteg-kromatografias elvalasztas utan az adszorbens rétegeket biztonsagi
fiilke alatt 5 percig szaritottuk, hogy az eluenst teljesen eltavolitsuk. A kakukkfii illéolajok
vegyiileteinek megjelenitésére etanolos vanillin-kénsav reagenst hasznaltunk. Az elvalasztott
vegyiileteket a standard Rf-értéke €s szine alapjan detektaltuk. A vékonyréteg-kromatografias
lemezeket 254 nm-es UV fényben is értékeltiik. A bioautografias vizsgalatra szant TLC
lemezeket nem kezeltiik etanolos vanillin-kénsav reagenssel, mert ez a 1épés zavarja a TLC-DB
mikrobiologiai [épéseit.

Kakukkfti illoolaj vizsgdlata esetében az elvalasztott komponensek detektalasa is
megtortént. Az dsszilloolaj rétegeket, valamint az eldhivas nélkiili, kakukkfii illoolaj-tartalmu
kifejlesztett rétegeket 100 ml-es baktériumszuszpenzioba martottuk (4x107 CFU/ml). Merités
utan a rétegeket egy alacsony falu vizszintes kamraba helyeztiik (kamra mérete: 20 x 14,5 x 5

cm), és 4 6ran at 37°C-on inkubaltuk. Az antibakterialis hatast jelz6, feltisztulasi zonak lathatova



tétele érdekében a vékonyréteg-kromatografias lemezeket 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-i1)-2,5-difenil-
tetrazolium-bromid (MTT, 0,05 g/75 ml) (Sigma Aldrich Kft.) vizes oldatdba meritettiik, 5
masodpercig, majd 37°C-on 12 6ran at inkubaltuk. A TLC lemezen a metabolikusan aktiv
baktériumok az MTT-t formazan festékké alakitottak. A kékes-lila hattérhez képest megjelent
fehér foltok (mintdk gatldsi zondi) a dehidrogendz enzim aktivitasanak hianyat jelezték, a
vizsgalt mintak vagy f6 vegyiiletiik antibakterialis aktivitasa miatt (Siddiquee et al., 2023). Az
elvalasztds nélkiili mintdk gatladsi zonait (mm-ben kifejezve) a Motic Images Plus 2.0
programmal (2.0 verzio, Motic Kft.) mértiik meg. A kakukkfii illoolaj mintakat vittiik tovabb
checkerboard titraldsos vizsgalatra, mert a muskotalyzsalya extraktumok az extrakcid soran

koszolvensként alkalmaztott etanolt tartalmaztak, amely befolyasolhatja a vizsgalat eredményét.

3.6  MIC meghatarozas mikrodiluciés modszerrel (BMD)

A TLC-DB eredmények alapjan csak a friss ndvényi anyagokbdl desztillalt kakukkfii
illoolaj mintakkal végeztiik el, mikrodilucidés modszer segitségével ezt a vizsgalatot, valamint a
biofilmgatl6 hatast vizsgald kisérleteket.

A minimalis gatlo koncentraciokat mikrodiliicios modszer segitségével hataroztuk meg.

Inkubdlas (24 6ra, 37°C) utan 600 nm-en mértilk a mintak abszorbancidjat (BMG
Labtech, Bio-Tek Kft.). Kiszamoltuk hat ismétlés atlagat, majd a kapott értékbdl kivontuk a
negativ kontroll atlagat. Minimalis gatld koncentracioként hataroztuk meg az illdolaj azon

srcr

ban volt képes a baktérium szaporoddsat gatolni.

3.7 Biofilmgatlo hatas vizsgalata

A vizsgalatot a kakukkfii illoolajaval végeztiik el. A biofilm-gatlast vizsgald kisérletek
soran a viragzasi idészak elején, teljes viragzas idoszakaban, valamint a viragzasi id6szak végén
gyljtott friss ndvényi anyagokbol desztillalt illdolaj mintak minimalis gatld koncentracioja/2
(MIC/2) értékeit hasznaltuk.

A Dbiofilmek kialakitasdhoz 96 cellas mikrotiter lemezt alkalmaztunk. A kezelést
kovetden kristalyibolya oldattal festettiikk meg a biofilmeket. Ezutan az abszorbanciat A = 595
nm-en mértiik mikrotiterlemez-leolvasdéval (BMG Labtech SPECTROstar Nano Kft.). Minden
vizsgalatbol 6 ismétlést végeztiink (Balazs et al., 2019).

3.8  Pésztazé elektronmikroszkopos (SEM) vizsgalat

A morfolégiai vizsgalatokat a PTE Szentagothai Janos Kutatokdzpontjaban végeztiik el.
A kisérletekbe a kakukkfii illoolajat vontuk be.



SEM-et hasznaltunk a biofilmek szerkezeti mdodosuldsanak vizsgalatira. A biofilm
vizsgalat eredménye alapjan a friss novényi anyagbol desztillalt és a virdgzas elott gy(ijtott
kakukkfii olaj mintat vizsgaltuk. A biofilm kialakitasdhoz 5 ml P. aeruginosa, H. influenzae és
H. parainfluenzae BHI tenyészetet (10 CFU/ml) toltdttiink steril iivegbe. A biofilmeket
elokészitettik a SEM protokolnak megfeleléen. Ezt kdvetden a mintakat arany membrannal
vontuk be, és JEOL JSM IT500-HR pasztazé elektronmikroszkoppal (Jeol Kft.) vizsgaltuk
(Kerekes et al., 2013).

3.9  Checkerboard-titralas

Annak érdekében, hogy megfigyelhessiik a kakukkfii illoolaj €s az antibiotikumok
kozott kialakuld kdlesonhatasokat, checkerboard-titralast kiviteleztiink. A méréseket szintén 96
cellas mikrotiter lemezeken kiviteleztiik. Egy mintahely 50-50 pul BHI tapoldatban oldott, adott
1év6 10° CFU/ml sejtszamu szuszpenziot tartalmazott.

Koncentraciok: 2xMIC, MIC, MIC/2, MIC/4. A mikrotiter lemezen a hatéanyagok
kombinécidja ellentétes iranyban csokkend kombinacidok szerint valdsult meg. A lemez
elkészitése utan 24 6ras inkubacio kovetkezett 37°C-on. Ezt kdvetden az abszorbancia értékeket
600 nm-en mértiik az el6bbiekben emlitett mikrotiterlap olvaséval. Pozitiv kontrollként
kezeletlen baktérium szuszpenzidt, negativ kontrollként sejtmentes taptalajt alkalmaztunk. Az

eredményeket két fiiggetlen parhuzamos mérésbol nyertiik.

3.10 Statisztikai elemzések

3.10.1 Statisztikai elemzés kakukkfii olajok esetén

A statisztikai elemzéseket az R szoftver 4.0.2-es verzidjaval (R Development Core Team
2020) végeztiik. A mért gatlasi zonakat linearis modellel elemeztiik. Modelliinkben a fiiggetlen
valtozokat (baktériumfajtak, kakukkfii kiilonb6zo fenofazisai) fix faktorként kezeltiik. Az adatok
normal eloszldsa miatt adattranszformacidé nem tortént. A transzformacid sziikségességének
ellendrzése grafikus kiértékelésen alapult. Mivel az F-probak igazoltak a szérasok egyezését,
statisztikai hipotézisvizsgalatot ANOVA teszttel végeztiikk. A paronkénti 0sszehasonlitashoz
Tukey post-hoc teszteket végeztiink a multcomp csomaggal (Hothorn et al., 2008), mellyel

Osszehasonlitottuk az 6sszes kisérleti elrendezés kozotti kiilonbséget.

3.10.2 Valaszfeliilet modellezés (RSM) muskotalyzsalya extraktumok esetén

A statisztikai modellezést a Designe-Expert program 12-es verziojaban (Stat-Ease Inc.
2020) végeztilk. A kisérlet faktorainak meghatarozasara egy teljes faktoridlis modellt vettiik
alapul. Segitségével optimalizalhatova valt az extrakcios folyamat, annak érdekében, hogy a

lehetd legnagyobb antimikobialis hatéast érjiik el a vizsgalt 1éguti patogénekkel szemben. A
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faktorok a folyamatot nagymértékben befolyasolo paraméterek, a faktor-szintek pedig a faktorok
altal felvehetd értékek. Az extrakcids nyomas x; az extrakcids hdmérséklet x; és a koszolvens

aranya x; (Joki¢ et al., 2018).

2. tablazat Faktorok kodolasa és a kisérleti pontok Designe-Expert 12 programban

Fiiggetlen valtozok ~ Szimbolum Szintek
Alacsony (-1)  Ko6zép (0) Magas (+1)
Nyomads (Mpa) A 10 15 20
Hoémérséklet (°C) B 40 60 80
Segédoldoszer (%) C 1.0 1.5 2.0

4  Eredmények

4.1 Muskotalyzsalya extraktumok antibakterialis aktivitasanak meghatarozasa

A TLC-DB médszerrel a kivonatok antibakterialis aktivitasat kromatografias elvalasztas
nélkil  vizsgaltuk. P.  aeruginosa € MRSA  baktériumtorzseket  valasztottuk

tesztbaktériumoknak. Az eredményeket a 3. tablazat foglalja Gssze.

3. tablazat Az SFE kivonatok extrakcios koriilményei és gatlasi zonai

P. MRSA
aeruginosa )
Minta Atméré LSD  Atméré L.SD MPa °C EtOH

(mm) (mm) (%)
1 5,86 0,72 5,46 0,50 20 40 2
2 5,50 0,56 4,85 0,78 15 40 2
3 7,51 0,85 7,57 0,62 10 40 2
4 6,18 0,64 4,69 0,46 20 60 2
5 5,43 0,42 4,80 0,38 15 60 2
6 0,00 0,00 0,00 0,00 10 60 2
7 4,29 0,71 4,66 0,39 20 80 2
8 4,83 0,29 4,32 0,59 15 80 2
9 0,00 0,00 0,00 0,00 10 80 2
10 6,50 0,42 4,59 0,65 20 40 1,5
11 6,91 0,20 4,77 0,69 15 40 1,5
12 6,27 0,33 3,29 0,42 10 40 1,5
13 5,41 0,47 3,41 0,36 20 60 1,5
14 5,71 0,80 425 0,35 15 60 1,5
15 0,00 0,00 0,00 0,00 10 60 1,5
16 6,37 0,78 3,50 0,40 20 80 1,5
17 6,56 0,55 3,29 0,46 15 80 1,5
18 0,00 0,00 0,00 0,00 10 80 1,5
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P. MRSA

ae!‘uginosa )
Minta Atméré SD  Atméré 1-SD MPa °C EtOH
(mm) (mm) (Y0)
19 5,96 0,15 4,44 0,53 20 40 1
20 6,34 0,82 3,58 0,82 15 40 1
21 5,32 0,41 3,72 0,40 10 40 1
22 5,61 0,47 3,72 0,40 20 60 1
23 4,98 0,61 3,07 0,36 15 60 1
24 0,00 0,00 0,00 0,00 10 60 1
25 3,02 0,23 3,40 0,58 20 80 1
26 2,75 0,48 3,25 0,68 15 80 1
27 0,00 0,00 0,00 0,00 10 80 1
kloroform 0,00 0,00 0,00 0,00
ZKloro. + 0,00 0,00 0,00 0,00
EtOH
EtOH 0,00 0,00 0,00 0,00
vankomicin - - 12,30 0,45
gentamicin 8,26 0,81 - -

1-SD = sz6ras; > kloro. = kloroform

4.2 SFE modszer optimalizalasa

Az extrakciok soran kapott eredmények statisztikai elemzése igazolta, hogy az adatok
alkalmasak a modellek elkészitéséhez és az optimalis paraméterek meghatarozasahoz.

Az optimalis extrakcidos paramétereket gy hataroztuk meg, hogy a szdmolasnal
figyelembe vettilk mindkét baktériumra gyakorolt antibakterialis hatast. Mind a két esetben a
maximalizalas volt a cél. A hozam esetén ennél a szamolasnal nem hataroztunk meg minimum
értéket. A kovetkezd eredményeket kaptuk: a szdmitott optimalis beallitasi paraméterek: 18,6
MPa, homérséklet 40°C és EtOH ardny 2%. Adott paramétereken a prediktalt gatlasi zonak
atmérdje P. aeruginosa: 7,95 mm ¢s MRSA: 7,57 mm volt 3,64 m/m%-os hozam mellett.

4.3  Kakukkfiiolaj eredmények

4.3.1 Vizgbz-desztillacio eredményei
A kiilonbozé fenofazisban gyijtott friss és szaritott novénybdl nyert illdolaj

mennyiségeket a 4. tablazat tartalmazza.
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4. tablazat Kakukkfii mintak desztillalasanak eredményei

Gytijtési id6szakok
Viragzas
kezdete Teljes viragzas Viragzas vége
Friss kakukkfii (g) 1826 1464 764
Desztillalt ill6olaj
(u) 8450 6350 3920
Hozam (ml/100 g) 0,46 0,43 0,51
Széritott kakukkfii
(g 963 964 1440
Desztillalt ill6olaj
(u) 7520 6080 7550
Hozam (ml/100 g) 0,78 0,63 0,52

4.3.2 Kakukkfii illoolajanak kémiai Osszetétele

Az eredményeket az 5. tablazat foglalja 6ssze.

5. tablazat Kiilonbozo viragzasi fenofazisokban gyiijtott friss és szaritott kakukkfiibdl kivont

illoolaj mintak szazalékos Osszetétele

MS Sim
Komponensek LRI Exp _RIRef 1 2 3 4 5 6
(%)

a-Tujon 98 925 927 0,99 1,09 099 046 021 037
Mircén 96 988 991 1,45 1,34 1,28 1,17 0,71 0,84
o-Terpinén 98 1017 1018 1,40 1,09 0,82 1,15 0,74 0,79
p-Cimén 96 1025 1025 12,89 17,44 20,64 12,46 15,02 22,78
y-Terpinén 95 1058 1058 15,18 7,38 6,01 13,67 5,06 5,49
Linalool 97 1099 1101 1,46 1,56 2,15 1,69 1,67 2,17
Timol 94 1294 1293 55,81 57,10 54,21 56,39 62,46 52,33
Karvakrol 94 1302 1300 2,30 292 290 298 348 3,11
(E)-Kariofilén 97 1421 1424 0,99 2,05 099 2,15 250 244
Teljes 99,77 99,76 99,65 99,69 99,69 99,49

Roviditések: MS Sim, MS spektrum hasonlosag (MS spectral similarity); LRI Exp, kisérleti linearis
retencids index (experimental linear retention index); LRI ref, referencia linearis retencios index (reference
linear retention index); 1. Viragzas kezdetén gy(ijtott friss ndvényi anyag, 2. Teljes viragzasban gyjtott
friss névényi anyag, 3. Viragzas végén gylijtott friss novényi anyag, 4. Viragzas kezdetén gylijtott szaritott
ndvényi anyag, 5. Teljes viragzasban gyiijtott szaritott névényi anyag, 6. Viragzas végén gyiijtott szaritott

névényi anyag. A tablazat az 1%-ot el nem ér6 komponenseket nem tartalmazza.
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4.3.3 TLC-DB vizsgalatok eredményei

A TLC-DB moddszerrel a kakukkfii illoolajok antibakterialis hatdsat vizsgaltuk
Haemophilus spp. és P. aeruginosa baktériumtorzsekkel szemben. A Kkisérleteket el6szor
kromatografias elvalasztas nélkiil végeztilk, mert a ,teljes” illoolaj (kakukkfii illoolaj)
antibakterialis hatasara voltunk kivancsiak. A gatlasi zonak atmérgjét mm-ben fejeztik ki. Az
illoolajok torzsoldatabol 1 pl-t (0,2 mg higitatlan olajnak felel meg) vittiink fel a TLC lemezre.
A Haemophilus spp. érzékenyebb volt a kakukkfli olajara, mint a P. aeruginosa. Az abszolut
etanol negativ kontrollként nem gatolta egyik baktériumtérzs ndvekedését sem. Az antibiotikum
minta 1 pl-es oldata (ceftriaxon Haemophilus spp. ellen, gentamicin P. aeruginosa ellen) hatasos
volt a vizsgalt baktériumokkal szemben. Altalanossigban elmondhaté, hogy a friss névényi
anyagokbol szarmazo kakukkfiiolajok nagyobb antibakterialis aktivitdst mutattak, mint a
szaritott ndvényi anyagokbol szarmazo kakukkfiiolajok. A friss novénybdl desztillalt és a
viragzas kezdetén gyljtott kakukkfii illéolaj bizonyult a leghatékonyabbnak a vizsgalt
patogénekkel szemben: Haemophilus influenzae - 7,04 mm, a H. parainfluenzae - 6,5 mm ¢€s a
P. aeruginosa - 5,5 mm. A friss ndvényi anyagbol desztillalt, a teljes viragzas idején és a viragzas
végén gyljtott kakukkfii illdolajoknak is volt antibakterialis hatdsa (teljes virdgzasban: H.
influenzae - 6,3 mm, H. parainfluenzae - 5,2 mm, P. aeruginosa - 4,9 mm; viragzas végén: H.
influenzae - 6,15 mm, H. parainfluenzae - 4,8 mm, P. aeruginosa - 4,5 mm). A legkisebb gatlasi
zonakat a szaritott anyagbol desztillalt és a viragzas végén gytijtott illoolajok esetén kaptuk (H.
influenzae - 5 mm, H. parainfluenzae - 4,8 mm, P. aeruginosa - 3,7 mm). Osszességében
levonhatjuk a kovetkeztetést, hogy a friss ndvényi mintakbol desztillalt illdolajok
hatékonyabbnak bizonyultak, mint a szaritott ndvényi anyagokbdl szarmazok. Tovabba a
viragzasi fenofazis tekintetében a virdgzas kezdetén gyiijtdtt novényi anyagok illdolaja volt a
leghatékonyabb. Az antibiotikum kontrollok hatékonyabbak voltak, mint a kakukkfl ill6olaj
mintdi a vizsgalatban hasznalt koncentraciokkal. A timol és a p-cimén antibakterialis hatasat
GOmori és munkatarsai kiilon-kiilon és kombinacioban is vizsgalta. A timol Gnmagaban nagyobb
antibakterialis hatast mutatott, mint a p-cimén 6nmagaban vagy a két komponens barmilyen
aranyt kombinacidja. A csokkent timol- és megndvekedett p-cimén- és p-terpinén tartalmu
illoolajok azonban egyes esetekben magasabb antimikrobialis aktivitast mutatak (Gomori et al.,
2018). Ezt az altalunk kapott eredmények is alatimasztjak.

A TLC-DB kromatografids elvalasztast kovetdéen alkalmas arra, hogy az
antibakterialisan aktiv komponensek hatasat egymastol szeparaltan tudjuk vizsgalni. Az
elvalasztas nélkiili TLC-DB kisérleteket eldzetes sziirdnek tekintettilk. Az eredménye alapjan
csak a friss névényi anyagbol desztillalt illoolajokat vontuk be a kromatografias elvalasztassal
végzett bioautografids vizsgalatokba. A kakukkfii illéolajokban a timol komponens (Rf = 0,56),
valamint annak standardja az Osszes vizsgalt baktérium ellen mutatott aktivitast. Rf = 0,33

értéken tovabbi biologiai aktivitast detektaltunk. Ez megegyezik a linalool Rf értékével Wagner
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¢és Bladt (Wagner & Bladt, 2001) alapjan. Mivel a linalool relativ mennyisége alacsony volt a
mintdkban  (1,56%-2,17%), koeluciora gyanakszunk mas antibakteridlisan  aktiv

komponensekkel.

4.3.4 Minimalis gatl6 koncentraciok (MIC) meghatarozasanak eredménye
A TLC-DB eredmények alapjan csak a friss ndvényi anyagokbol desztillalt kakukkfii

illoolaj mintakat hasznaltuk fel ebben a vizsgalatban és a biofilm-gatlast vizsgalo kisérletekben.

6. tablazat A kakukkfli illoolajok MIC és MIC/2 értékei (mg/ml) és az antibiotikumok
(gentamicin és amikacin) MIC és MIC/2 értékei (ng/ml)

Gyiijtési idészak 1 2 3
Viragzas kezdete 0,156 0,156 1,50
MIC érték Teljes viragzas 0,187 0,187 1,750
Viragzas vége 0,187 0,187 1,750
Viragzas kezdete 0,078 0,078 0,75
MIC/2 érték  Teljes viragzas 0,093 0,093 0,87
Viragzas vége 0,093 0,093 0,87
Gentamicin --- --- 6,30
MIC érték
Amikacin 3,10 1,60 -
Gentamicin - - 3,15
MIC/2 érték
Amikacin 1,55 1,30 ---

1: H. influenzae, 2: H. parainfluenzae, 3: P. aeruginosa

4.3.5 Biofilm vizsgalat eredményei

Eredményeink azt mutattak, hogy mindegyik frissen gytijtott kakukkfii illoolaj minta
gatolja a biofilm képzdodést. A viragzas kezdetén gylijtott, friss kakukkfiibél desztillalt illdolaj
volt a leghatékonyabb az 0sszes vizsgalt baktérium ellen. Ez az olaj mutatta a legmagasabb
gatlast, 72,93%-ot P. aeruginosa ellen. A H. influenzae €s a H. parainfluenzae esetében 72,32%-

os ¢és 64,88%-0s gatlasi ratat szamoltunk.

4.3.6 SEM vizsgalatok eredményei
A TLC-DB és a biofilm-gatlast vizsgald kisérletek eredményeire alapozva a SEM
vizsgalatba csupan a viragzasi iddszak kezdetén gyijtott és friss kakukkfiibol desztillalt illdolajat

vontuk be.
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A kontroll mintak képei (illoolaj kezelés nélkiil) egy érett, hadromdimenzios biofilm
jellegzetes morfologiai elemeit mutattdk. Az illdolaj kezelés azt eredményezte, hogy a
baktériumsejtek a felillethez tapadtak, de nem alkottak biofilmspecifikus strukturakat. Illetve
sejtfal degradaciokat is megfigyelhettiink.

4.3.7  Checkerboard-titralas

A minimalis gatlo koncentracidé méréseinkre alapozva checkerboard-titralds modszerével
végeztink kombinacids kisérleteket. Az aminoglikozidok ko6zé tartozé antibiotikumok
(gentamicin, amikacin) és kakukkfi illéolaj-kombindcidinak antibakterialis hatasat vizsgaltuk
Gram-negativ 1égiti patogéneken. A vizsgalathoz a virdgzas kezdetén gyljtott és frissen
desztillalt illoolaj mintdkat hasznaltuk fel. Az eredmények Osszefoglalasat a 7. tablazat

tartalmazza.

7. tablazat Kombinacios vizsgalatok eredményei

MIC mg/ml MIC pg/ml
Komponens 1 Komponens 2 FICI

MICs | MICs | MICa | MICs

Kombinacié
Baktérium

Komponens | Komponens

1 2
I;z;‘“kkfu Amikacin | 0,156 | 0,078 | 3,100 | 1,550 | 1,00 |H. influenzae

Kakukkfii Amikacin 0,156 | 0,039 | 1,600 | 0,800 | 0,75 H

olaj parainfluenzae
Io{lz?ukkfu Gentamicin 1,500 | 0,375 | 6,300 | 1,575 0,49 | P. aeruginosa

FICI: frakcionalis gatlé koncentracio index; 0,5<FICI<I kozotti érték esetén additivnak, FICI>4 esetén
antagonistanak tekintettiik a kombinaciot. Ha a FICI 1 és 4 koz¢é eso érték, a komponensek kozott nem

volt kélcsonhatas kimutathato.

5  Uj eredmények, Osszefoglalas

1. Meghataroztuk a muskotalyzsalya extraktumok antibakterialis hatasat TLC-DB
modszerrel, Haemophilus spp., MRSA ¢és P. aeruginosa torzsekkel szemben. MRSA
baktériumtorzsek altalanossagban kevésbé voltak érzékenyek, mint a P. aeruginosa. A
legnagyobb atlagos gatlasi zonat a harmas mintanal tapasztaltuk, 7,51 mm (SD = 0,85 mm) a P.
aeruginosa és 7,57 mm (SD = 0,62 mm) az MRSA esetében. A mérések kis szdrasa stabil alapot
nyujtott a késébbi 3D modell készitéséhez.

A Haemophilus torzsek érzékenyebbek volt a kakukkfi olajara, mint a P. aeruginosa. A
friss novénybdl desztillalt és a virdagzas kezdetén gyljtott kakukkfii illdolaj bizonyult a
leghatékonyabbnak a vizsgalt patogénekkel szemben: (Haemophilus influenzae - 7,04 mm, a H.

parainfluenzae - 6,5 mm és a P. aeruginosa - 5,5 mm). Az elvalasztas nélkiili TLC-DB
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kisérleteket eldzetes szlironek tekintettiik. Az eredmények alapjan csak a friss névényi anyagbol
desztillalt illéolajokat vontuk be a kromatografias elvalasztassal végzett TLC-DB-be, amelynek
soran a timolt azonositottuk, mint f6 antibakterialis komponenst.

2. Els6ként optimalizaltunk SC-CO, extrakcidt antibakterialis hatas szempontjabol
valaszfeliilet modellezés (RSM) segitségével. Eredményeink vilagosan mutatjak, hogy a 6
szempontjabol. Modszeriink nagy elénye, hogy az antibakterialis hatds meghatarozasa mellett az
extrakcios hozam tovabbra is szdmolhaté maradt. Az extrakcio soran alkalmazott nyomas és
hémérséklet volt a legnagyobb hatassal a végtermék mindségére €s mennyiségére. Az RSM
lehetové teszi az SC-CO, extrakcid optimalizalasat és a folyamat statisztikai alapon torténd
mélyebb megértését.

3. Elsoként végeztiik el a Szigetvar mellett (Magyarorszag, Baranya megye,
koordinatak: (46°02060.0000 E, 17°47059.9900 K) talalhatd termdteriileten termesztett
kakukkfii ill6olajanak antibakterialis hatdsa szempontjabol torténd értékelését, figyelembe véve
a viragzasi fenofazisokat. A legjobb antibakterialis hatast a viragzas kezdetén gylijtétt mintak
mutattdk. A hozameredmények alapjan, a virdgzas kezdetén torténd betakaritds nem jar
hozamveszteséggel a teriileten. A termel6 komparativ eldnyre tehet szert a versenytarsakkal
szemben, ha korabban megkezdi a betakaritast.

4. Sikeriilt meghataroznunk virdgzasi fenofazisonként a Thymus vulgaris illdolajok
kémiai Osszetételét. A virdgzasi fenofazisok egyértelmlien hatissal vannak a kakukkfli
illoolajanak kémiai Osszetételére és ezaltal az antibakterialis hatasara is. A y-terpinén aranya az
olajokban a viragzas kezdetén majdnem haromszor olyan magas volt, mint a késébbi viragzasi
fenofazisokban gytijtott mintak esetén. A timol aranya a foviragzas esetén gylijtott mintak esetén
volt a legmagasabb. A csokkent timol- és megndvekedett p-cimén- és y-terpinén-tartalmi mintak
nagyobb antibakteridlis aktivitassal rendelkeztek.

5. A biofilm vizsgalat segitségével bizonyitottuk, hogy mindegyik frissen gyiijtott
kakukkfii illoolaj minta gatolja a biofilm képzOodést. A virdgzas kezdetén gyiijtott, friss
kakukkfiibdl desztillalt ill6olaj volt a leghatékonyabb az Osszes vizsgalt baktérium ellen. Ez az
olaj mutatta a legmagasabb gatlasi ratat, 72,93%-ot P. aeruginosa ellen. A H. influenzae és a H.
parainfluenzae esetében 72,32%-o0s és 64,88%-o0s gatlasi ratat szamoltunk. A SEM vizsgalatok
megerdsitették, hogy a baktériumsejtek a feliilethez tapadtak, de nem alkottak biofilmspecifikus
struktarakat. Illetve sejtfal degradaciokat is megfigyelhettiink.

6. El6szor vizsgaltuk a Thymus vulgaris ill6olajat kombinacidoban amikacinnel és
gentamicinnel Haemophilus spp. és P. aeruginosa torzsekkel szemben. Kombinacios
vizsgalatokon keresztiil sikeresen bizonyitottuk, hogy a kakukkfii illéolaja nem csupan a

biofilmgatlason keresztiil képesek segiteni az antibiotikumok hatasat, hanem additiv és
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mutattunk ki P. aeruginosa-val szemben.

srer
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