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I. BEVEZETES

1. llloolajok es felhasznalasuk

Az illo, vagy esszencidlis olajokat (EO) az emberiség torténelme soran széles korben hasznaltak
a népi gyogyaszatban. Az EO-k osszetett vegyuletek keverékei, alkotéelemeik véltozatos,
egyedi Osszetételben és koncentracidban lelheték fel benniik. Legfontosabb Osszetevdik a
terpenoidok, példaul monoterpének, szeszkviterpének, diterpének, de tartalmaznak még
savakat, alkoholokat, aldehideket, alifas szénhidrogéneket, aciklusos észtereket vagy
laktonokat, ritka nitrogént- és ként tartalmaz6 vegyileteket, kumarint, és fenilpropanoidok
masodlagos homoldgjait is [1-4]. Az EO-k a bioldgiai hatdsok széles skalajaval rendelkeznek,
beleértve antioxidans, antimikrobialis, tumorellenes, gyulladasellenes, és virusellenes
aktivitdsokat. Szamos tanulményban vizsgaltak azokat a mechanizmusokat, melyek az
ill6olajok baktériumsejtekre gyakorolt hatadsat magyarazhatjdk, azonban még mindig nem
bizonyitott, hogy az ill6olajok pontosan miként hatnak egy mikrobialis sejtre [5,6]. Az
illoolajok jellemz6 tulajdonsaga a hidrofobicitas, amely felel6ssé teheté a mikrobialis sejtek

szerkezetének karositasaert, illetve a sejthartya permeabilitasanak fokozasaért [7,8].

2. Az Artemisia annua L. és masodlagos metabolitjai

Az eredetileg az Artemisia annua L.- b8l szarmazd, szeszkviterpén-laktonok csaladjaba tartoz6
artemizinin (Ar) kézismert malariaellenes hatésairdl, szabad gyokoket képez az intra-parazita
vas-endoperoxid csoportok hasitasaval és malaria specifikus fehérjéket alkilez, ezaltal
hozzajarul a Plasmodium fajok elleni védekezéshez [1,3].

A szkopoletin (Sc, 6-metoxi-7-hidroxi-kumarin) egy fenolos vegyiilet, amelyet tobb névénybdol,
koztik az Artemisia annua L.- bél izolaltak. A Sc tumorellenes és anti-angiogenezis
tulajdonsagokkal rendelkezik: beinditja a sejtciklus leallasat, illetve eldsegiti az apoptozist az
emberi prosztata tumorsejtekben és leukémias sejtvonalakban [5-7]. Korabban mar vizsgaltak
az Ar és a Sc gombaellenes hatésait, beleértve az anti-Candida aktivitast is, ugyanakkor az
irodalomban nem talalhatdk részletes adatok a minimum effektiv koncentréaciéja Ar-el illetve
Sc-vel kezelt Candida fajok életképességérdl és biofilm-képzo sajatsagairol [4-6]. Ezen felul
kordbban még nem végeztek olyan kisérleteket, amelyekben Ar- és Sc-kezelt Candida fajokat
¢él6/elhalt sejtet megkiilonboztetd kettds jelolésti gyors fluoreszcens modszerrel, valamint a

sejtek metabolikus aktivitdsanak kovetesevel vizsgaltak volna.



3. Mesterséges, illetve  természetes  tartdsitéoszerek  hasznalata az

élelmiszeriparban
A természetesség fontossaganak felismerése a kémiai tartositoszerektél mentes élelmiszerek
fel¢ forditotta a fogyasztok figyelmét. A hokezelés, a szaritds, a fagyasztds, a hiités, a
besugarzas, a modositott atmoszféraju csomagolas és az antimikrobidlis szerek vagy sok
hozzéaadasa csak néhany a hagyomanyos modszerek kozil, melyekkel megakadalyozhat6 a
mikrobak szaporodasa az élelmiszerekben [7-9]. A natrium-benzoat, a kalium-szorbat, és a
nitritek  altalanosan hasznalt kémiai tartositoszerek a kereskedelemben, féként a
gyumolcslevek, tejtermékek, édesseégek, hus- és husipari termekek, stb. tartdsitasara hasznéljak
oket [3,10]. A kémiai tartositoszerek karos hatasaival kapcsolatban egyre tobb bizonyiték 1at
napvilagot, emiatt folyamatos nyomas nehezedik a gyartokra, hogy csokkentsék a mesterséges
tartositoszerek hasznalatat [11]. A kémiailag tartositott élelmiszerek fogyasztasaval jard
egészségligyi kockazatok elkeriilésének érdekében jo alternativat jelenthet a természetes
antimikrobidlis vegyiiletek, példaul a bakteriocinok, a kitozdnnal fermentalt 6sszetevok ¢€s a
ndvényi antimikrobialis szerek hasznalata az élelmiszerek tartdsitasara. E tekintetben a névényi
kivonatok, ill6olajok és peptidek széles spektrum( aktivitdst mutatnak [11,12]. Szdmos
vizsgalatot végeztek szerte a vildgon a ndvényi termékek hatékonysaganak bizonyitasara, a
novényekbdl izolalt jelentés antimikrobialis és gyogyitdo hatdssal rendelkez6 kilonféle

vegyuletek masodlagos metabolitoknak tekintheték [13,14].

4.  Candida fajokkal kapcsolatos fertozések

Immunhianyos allapotu egyéneknél a Candida fajok sulyos fert6zést valthatnak ki. Ezen felll
a Candidak képesek gyorsan alkalmazkodni a gazdaszervezetben talalhaté mikrokdrnyezeti
korilmények valtozasaihoz, melyeket a gasztrointesztinalis-traktus pH értékének és tapanyag
ellatottsaganak ingadozasa alakit ki [15]. Ezen tényez6k egyensulyanak felborulasa a Candida
fajok abnormalis szaporodasat valthatja ki, ami candidiasist eredményez [14,15]. A Candida
fajok megtamadjék a bel epitélium barriereit, a bél limfoid sz6vetében, a Peyer-plakkokban
talalhatd M-sejteken keresztil a véraramba juthatnak [3,8].

A candidiasis novekvo el6fordulasi aranya, illetve a fajspecifikus hatékonysagli gombaellenes
szerek alkalmazasanak korlatozott lehetéségeib6l adodd nehézségek miatt nagy sziikség van

legalabbis a gombas fertézések megeldzésére.



5.  Kiseérleti és alkalmazas-alapu nehézségek

5.1. Az EO-k stabilitasaval és lipofilicitasaval kapcsolatos probléméak

Az EO-k penészgombékkal és baktériumokkal szembeni természetes hatékonysaguk ellenére
nagyon illékonyak és hajlamosak oxidativ karosodasra, ha fénynek, oxigénnek vagy magas
hémérsékletnek vannak kitéve [15]. Az illéolajok kémiai Osszetevoi konnyen atalakulnak
oxidacidval, izomerizacioval, cikliz&ciéval vagy dehidrogenénezessel, ezen reakciokat
enzimatikus vagy egyeb kémiai folyamatok is kivalthatjak, és altalaban mindségromlassal
jarnak. Ezen Kivil, az EO-knak szamos mellékhatasa lehet, még akkor is, ha kiilséleg
alkalmazzak 6ket, ezek koziil az allergias reakciok a leggyakoribbak (sok EO példaul borkiiitést
okozhat). Néhany koziilik mérgez6 lehet, ha a boron keresztiil felszivodik, belélegzik vagy
lenyelik Oket [9,14]. Egy masik stlyos probléma az EOK-kal erdsen lipofil jellegiik, ami
lehetetlenné teszi bioldgiai hatasaik mérését vizes kornyezetben. Szamos vizsgalat tipust,
koztuk a hagyomanyos tapoldat higitdsi mddszert, a korongdiffizios mddszert és a
bioautografias vizsgalatot hasznaljak az EO-k antimikrobialis aktivitdsanak mérésére. A
kutatok szamos esetben tettek er6feszitést az illdolajok lipofil jellegéb6l adodo nehézségeinek
lekiizdésére, altaldban valamilyen feltételezetten megfelelé olddszerekben/detergensekben
higitott EO-k alkalmazasaval. A természetiikb6l adodoan lipofil, illékony vegyiiletek, példaul
EO-k esetében valtozd polaritasu olddszereket alkalmaznak, DMSO-t, etanolt és metanolt
hasznalnak leggyakrabban. Korabbi vizsgalatok azonban beszamoltak maguknak az
oldészereknek (DMSO, etanol és méas, mikrobidlis vizsgalatok esetében hasznalt oldoszerek)
antimikrobidlis hatasarol, illetve azoknak az EO-k valodi antimikrobialis aktivitasara gyakorolt
hatésairol [3,15].

5.2. Megbizhat6 kvantitativ és kvalitativ kisérleti adatok hianya

Az antimikrobialis hatas mérését akadalyoz6 masik nagy probléma az, hogy a baktérium- és
gombakoléniak nem mindig jol lathatbak, ami megneheziti a novekedés pontos
szamszerusitését. A megfeleld életképességi vizsgalati modszerek hianya akadalyozza a mar
meglévé antibiotikumok tesztelését és Uj gyogyszerek Kifejlesztését [13,14]. Jelenleg, a
mikroszkopos szamlalas és a kvantitativ PCR (qPCR) tekinthetdk a legmegbizhatobb
modszereknek a mikrobak mennyiségi vizsgalataihoz. A manudlis, szamlalo kamrakat
alkalmazd eszkozokkel torténé mikroszkdpos sejtszamlalast elsdsorban a mikrobilis
életképesség jellemzésére hasznaljak in vitro, de ez nagyon idéigényes és mikrotiter lemezen

nehezen vegrehajthatd. Szamos gyors kolorimetrias vizsgalati eljarast alkalmaznak, a

3



mikrobialis enzim aktivitasok, a sejtmembran integritas, a sejtproliferacid, a metabolikus

aktivitas, illetve a sejtek életképességenek, es antibiotikum- érzékenységenek meghatarozasara

[12]. Ezek a vizsgalatok azonban vagy korlatozott érzékenységiiek, vagy nehézkesek, ¢s nem

végezhetok el nagy ateresztOképességii formatumban.

II. FOBB CELOK

A novényi eredetii szekunder metabolitok, illdolajok és aktiv komponenseik
oldhatésaga a vizes vizsgalati rendszerekben altalaban nagyon gyenge. Ezért az
antioxidans és antimikrobialis tulajdonsagok jellemzését gyakran detergensek,
poléros protikus/aprotikus és nem polaros olddszerek hozzaadasaval végzik.
Ezen okbdl Gj (potencialis) gydgyszer formulazésok kifejlesztését tiztik ki célul
modositott ciklodextrinekkel és nanoemulziokkal vizes vizsgalati rendszerekhez,
amelyek adalékanyagok nélkul hasznalhatok antioxidans és antimikrobialis
vizsgalatokhoz. Jellemeztiik a ciklodextrin kapcsolt EO-k és tiszta EO-komponensek
csapdazasi hatékonysagat és termodinamikai tulajdonsagait is.
Az él6/elhalt mikrobak szamszeriisitésére nincs gyors, nagy ateresztéképességii
vizsgalat.
Megkiséreltink Iétrehozni egy lemezolvasd alapl, gyors él6/elhalt mikrobialis
életképesség vizsgalaton alapuld technikat fluoreszcens kettés jelolési modszer
alkalmazasaval.
A mikrogomba biofilmek kialakulasa komoly problémat jelent, és csak néhany
természetes anti-biofilm tulajdonsagu vegyiletet ismertnk, amely megoldéast
adhat a novekvo mikrobialis gyogyszerrezisztenciara. Tehat sziikséges olyan uj
természetes vegytleteket talalnunk, amelyek képesek szembeszallni a mikrobialis
gyogyszerrezisztenciaval a biofilmekben.
Célul thztik ki az Artemisia annua L.- bdl izolalt artemizinin és szkopoletin
antimikrobidlis és biofilm-kérosito aktivitdsanak vizsgalatat, hogy feltarjuk azok hatasat
a mikrobialis biofilmek életképességére, metabolikus aktivitasara és oxidativ stressz
egyensulyara.
Csak néhany tanulmanyt talalhatunk, amelyekben a ndvényi kivonatok
antimikrobidlis aktivitasat vizsgaltak azok MIC alatti koncentraciojaban.
Célunk az illéolajok és a tiszta névényi kivonatok antimikrobialis hatasainak jellemzése
volt azok minimalis effektiv koncentracidjanak (MEC1o) tartomanyaban, kilénféle
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modszerek alkalmazasaval (metabolikus aktivitas, oxidativ stressz mérése, €16/ elhalt
sejtek szamszeriisitése, sejto16 aktivitds mérése az expozicios id6 fiiggvényében).

e Az antimikrobialis hatadsok pontos meghatarozésa a biofilmekben meg mindig
kihivést jelent.
Ezért tobbparaméteres fluoreszcens technikak kidolgozésara torekedtiink, amelyek
lehet6vé teszik, hogy megismerjiik az altalunk vizsgalt ndvényi kivonatok lehetséges

hatasmechanizmusat kifejlett (érett) biofilmekben.

I1l. MODSZERTAN

1. Minték és a kisérletek soran hasznalt készitmények

A RAMEB-EO/tiszta komponensek tanulmanyhoz kakukkfti olajat, citrom balzsam olajat,
levendula olajat, borsmenta olajat, timolt, mentolt, linaloolt, citralt és borneolt hasznaltunk.
Biologiai kisérleteket is végeztiink artemizininnel és szkopoletinnel (az Artemisia annua L.
méasodlagos metabolitjai). Tovabba az Artemisia annua L. illbolaj, és a kamillaolaj feltlet
maodositott szilicium-dioxid-nanoemulzidit (Horvath Barbara és munkatarsai készitették a Pécsi
Tudoméanyegyetem Gydgyszerésztudomanyi Kar Gydgyszertechnikai és Biofarmaciai
Intézetében. Részletek a Ref. [11,15] alatt és Ph.D. tézisében “Pickering Emulzidk a

gyogyszerészeti technologiaban”; elokészités alatt) szintén tanulmanyoztuk.

2.  AKkisérletekben felhasznalt mikroorganizmusok

Vizsgéalataink soran Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Schizosaccharomyces pombe,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Streptococcus pyogenes, Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida dubliniensis, Candida glabrata, Candida guilliermondii, Candida
parapsilosis és Candida krusei torzseket hasznaltunk, melyek a Szegedi Mikrobiologiai
Gylijteményb6l, Szegedi Tudomanyegyetem Mikrobioldgiai Intézet (SZMC) és a Pécsi
Tudomanyegyetem Biologiai Intézetének Altalanos és Kornyezeti Mikrobiologiai Tanszékérsl

(PMC) szarmaztak.

3. A SYBR Green I/Propidium jodid mikrobidlis eéletképességi vizsgalat
kifejlesztése és optimalizalasa

Roviden osszefoglalva, S. pombe, E. coli, vagy S. aureus tenyészeteket készitettlink, melyeket

log fazisig novesztettiink tapoldatban. Az egyes csovekben 1évé mikrobidlis szuszpenziot

centrifugaléssal Ulepitettik. Az 6sszes mintat szobahémérsékleten inkubaltuk 15 percig, majd
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ujra centrifugaltuk. A kezelt és a kezeletlen mintékat is 96 lyuku, atlatszo, sikalju &ltalanos
sejttenyésztd lemezekre pipettaztuk. Elére elkészitett SYBR Green I/PI festék keveréket
pipettaztunk a mintakat tartalmazo lyukakba, és alaposan 6sszekevertik azokat. A lemezeket
sotétben inkubaltuk 10 percig. A mikrobidlis életképesség kiértékeléséhez a 96 lyukd mikrotiter
lemezekben 1évé mintak fluoreszcencia intenzitisat kétféle monokromator beallitason (490
nm/525 nm és 530 nm/620 nm) mértik.
% Halott sejtekpg,is = 100 — {<M> X 100}
Kontrollg g

ahol, Dézisg/r a z6ld, és a piros fluoreszcencia intenzitas aranya egy adott dézis estében, mig a
Kontrollgr a z61ld és a piros fluoreszcencia aranya az €16 kontroll esetében. A kalibralast é16/
elpusztult mikrobak keverékével végeztiik.

Aramlési citometrias elemzésiink soran SYBR Green | és propidium-jodid kettds festéssel
értékeltiik az €16 és az elpusztult sejtek aranyat, ahogyan a plate leolvasés kisérletek esetében
is. Az aramlasi citometrias méréseket FACS Canto Il eszk6zon végeztik FACS Diva V6.0

szoftverrel.

4. A RAMEB-EO teljes antioxidans kapacitasanak (TAC) mérése

A difenil-2-2-pikril-hidrazil (DPPH) vizsgélatot a korabbi tanulmanyunkban leirt eljaras szerint
hajtottuk végre, kisebb modositasokkal [9]. R6viden, a DPPH térzsoldatot 96% -os etanollal,
mig a Trolox antioxidans standard higitasi sorozatat, és az EO - RAMEB higitasokat PBS-sel
készitettlk el. Acetat puffert (pH 5,5), a standard/minta higitasait és a DPPH-t 96 lyuku
altalanos mikrotiter lemezekbe pipettaztuk. Az abszorbanciat 517 nm-en mértik lemez
olvasédval, 30 perc inkubacios idét kovetden. A TAC értékeket 50% -0s gatlasi kapacitasként
adtuk meg (ICso).

Az er6sitett kemilumineszcencias (ECL) TAC reakciot 96 lyuka fehér Optiplate-ben hajtottuk
végre. Trolox/vak/minta és peroxidaz alapu (POD-ECL) reagenst pipettaztunk minden lyukba.
Az ECL reakci6 elinditasahoz jéghideg citromsavban oldott H.O»-ot injektaltunk a lyukakba a
mikroplate-leolvas6 automatizalt adagol6javal. A lumineszcencia intenzitdst 10 percig
kovettlik. A modszert a standardok fénykibocsatasa segitsegével kalibraltuk, a mintak esetében
kapott eredményeket beszoroztuk a higitasi faktorral, és uM Trolox ekvivalensben fejeztik ki
(TE) [14]. Végiil az oxigéngyok kioltd kapacitas (ORAC) méréséhez egy korabban ismertetett
eljarast hasznaltunk [8,9] modositasokkal. Roviden, a reakciokat 2,2 -azobisz (2-
metilpropionamidin) dihidroklorid (AAPH) oldat mikroplate-be torténd injektalasaval
inditottuk el, a plate ezen kivul vakot/standardot/mintat es pufferelt Na,-fluoreszcein indikatort
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tartalmazott. A fluoreszcencia intenzitas kioltasat 80 percen keresztiil kdvettiik 490/520 nm-es
sziir beallitasokkal és a teljes fénykibocsatast mint AUC-ot szamitottuk. A vak AUC-értékét
levontuk a standardok/mintak értékeibdl, és a nettdé AUC-ot alkalmaztuk a tovabbiakban az

antioxidans kapacitas szamitasaiban [3,5].

5. A RAMEB-EO/illéolaj komponensek, a masodlagos metabolitok és a
Pickering-EO emulziok minimdlis gatld  koncentracidinak (MIC)
meghatarozasa

A vizsgalt vegylletek MIC értékeit kilon-kilon hataroztuk meg, egy altalunk korabban

publikalt protokoll szerint [9]. Roviden, a log fazisban 1év6 sejteket a vizsgalati anyagok széles

koncentracié skalan mozg6 higitasaival inkubaltuk, moédositott RPMI 1640 kdzegben, a

megfeleld kontrollok alkalmazasa mellett. Az abszorbanciat plate-leolvasoval mértik. A

lemezolvasdval kapott abszorbancia értékeket a ndvekedési kontrollhoz (Gc) viszonyitva

szazalékos értekben fejeztik ki (Gc, 100%). Az adatokra nem lineéris ddzis-valasz gorbét
illesztettink, igy meghatarozva azt a dozist, amely >80% (MICso) vagy >90% (MICg)
ndvekedésgatlast eredményez. A MICgo vagy MICgg értékeket a mindenkor sziikséges Kisérleti

elrendezések alapjan szamitottuk.

6. A maésodlagos metabolitok és a Pickering-EO emulziok minimalis effektiv
koncentraciojanak (MEC10) meghatarozasa
A MECio koncentracio a <10% ndvekedés gatlasat eredményez6 koncentraciot jelenti, melyet
az altalunk korabban publikalt protokoll szerint hataroztunk meg [11,12,15]. A logaritmikus
novekedési fazis kozepén 1évé tenyészeteket a tesztvegyliletek széles koncentracio
tartomanyaval kezeltiik, mddositott RPMI 1640 tapkozegben, egy oran at. A kezelés nélkaili,
beoltott tapkozeget ndvekedési kontrollnak tekintettiik. A telepképzd egységek mennyiségi
meghatarozaséhoz a hagyomanyos Petri-csésze szélesztéses mddszert alkalmaztuk. A
telepképzési adatokat szdzalékokka konvertaltuk, és az adatokra nem linearis doézis-valasz
gorbét illesztettiink, melynek segitségével meghataroztuk azt a koncentraciét, amely korulbeldil
90%-0s mikrobasejt-ndvekedést eredményezett 6sszehasonlitva a kezeletlen mikrobidlis

sejtpopulaciokkal, egy ora kezelést kdvetden.



7. A mikrobialis ROS, peroxid és szuperoxid képzodés vizsgalata

7.1. A Pickering-EO emulziék kombinalt ROS generéalasa

A kombinalt reaktiv oxigéngyok képzddés (ROS) szamszerlsitéséhez egy korabbi
protokollunkat kovettiik [11,15]. Réviden, a ROS mérésekhez a kdzép-log fazisu sejteket
Osszegyljtottiik ¢és centrifugaltuk, majd Gjra szuszpendaltuk PBS-ben. A sejtek festését 2', 7'-
diklér-fluoreszcein-diacetattal ~ végeztilk. A sejteket centrifugalast kovetéen — Ujra-
szuszpendaltuk modositott RPMI 1640 tapoldatban, ezt a vizsgalandé vegylletek MEC1o

crer

adatokat.

7.2. A maésodlagos metabolitok és a Pickering-EO emulzidk altal eléidézett peroxid, és
szuperoxid képzodés vizsgalata

A peroxid és a szuperoxid képz6dés méréséhez, dihidrorodamin 123-at, illetve dihidroetidiumot

hasznaltunk fluoreszcens markerként, ezeket a mérés el6tt mosast és PBS-ben torténd djra

szuszpendalast kovetden a sejtmintainkhoz adtuk. A kombinalt ROS, a peroxid, és a

szuperoxid-termelés szazalékos nodvekedését a ndvekedesi kontroll esetében tapasztalt

fluoreszcens jelintenzitasdhoz vald viszonyitassal adtuk meg [4,15].

8.  Valtozasok a szuszpenzioban nové (planktonikus) mikrobialis sejtek esetében

8.1. A masodlagos anyagcseretermékek és Pickering-EO emulzidk okozta véaltozasok a
metabolikus aktivitasban, az élé/elpusztult sejtarany és a telepképzés vizsgalata
A metabolikus aktivitas, illetve az él6/elpusztult sejtarany vizsgalatdhoz, kezeletlen, és a teszt
vegylilettel kezelt mintakat vettink kiilonb6z6 id6kézonként, melyeket centrifugaltunk és Ujra
szuszpendaltunk PBS-ben. A fluoreszcenciat fluoreszcencia spektrofotométer/mikroplate
leolvasoval mértik, 96 lyuk( Optiplate-ekben a metabolikus aktivitds meghatarozasahoz. A
z6ld/voros fluoreszcencia aranyt minden mintara és minden dozisra meghataroztuk, a korabban
hasznalt képletlink segitségével az elpusztult mikrobiélis sejtek szdzalékos aranyat, illetve az
alkalmazott dodzisra adott vélaszt abrazoltuk teszt vegylleteink esetében [9]. A korabban
kozzétett protokollunkat kovettik a mikrobak telepképzédésében bekovetkezd valtozasok

meghatarozasahoz [4].



8.2. Az Artemisia EO-Pickering emulzidk hatasara bekovetkezé valtozasok az
intracellularis ATP mennyiségében, és a teljes fehérjetartalomban

A planktonikus mikrobialis sejtek intracellularis ATP tartalmanak méréséhez a gyarto
utasitasait kovettlik. Roviden osszefoglalva, centrifugalast kovetéen, mind a kezelt, mind a
kezeletlen mintakat PBS-be szuszpendaltuk, és frissen felolvasztott BacTiter-Glo reagenssel 96
lyukd Optiplate-ekbe pipettaztuk. A mikroplate-eket sotétben, 4 °C-on 15 percig razattuk, a
lumineszcenciat multimod plate olvasoval mértik.

A planktonikus sejtek teljes fehérjetartalmanak meghatarozasahoz a Bradford modszert
adaptaltuk [5,8]. A vizsgalt vegyulettel tortén6 kezelés soran kiilonbozé idokdzonként vettlink
mintékat, centrifugaltuk azokat, majd Ujraszuszpendaltuk Uveggyongyoket tartalmazd, 1 M-os
NaOH oldatban. A sejtfeltard ciklust haromszor ismételtik meg, majd centrifugaltuk a
mintakat. A felUluszéban talalhaté mikrobialis sejtlizatumot kilén centrifuga csovekbe
gyijtottiik. Az abszorbanciat 595 nm-en mértik tobbfunkcids lemezolvaséval, a fehérje
tartalmat BSA standard kalibracios gorbébdl szdmoltuk és mg/l-ben adtuk meg, a kapott

értékeket a 0 6ras mintakhoz viszonyitottuk [3,4].

9. A masodlagos metabolitok és az Artemisia EO-Pickering-emulziok hatasa az

érett Candida biofilmekre

9.1. A biofilmek eldallitasa, kezelések

Az érett Candida biofilmeken alkalmazott kezeléseket, illetve kezelési korulményeket
kordbban publikalt munkankbol vettik &t [12]. Roviden Osszefoglalva, 24 6rés késéi log
fazisban 1év6 C. albicans és nem-albicans fajok tenyészeteit hasznaltuk a mikroplate-eken,
modositott RPMI 1640 tapoldatban, 24 6ran at, 30 °C-on torténd biofilm képzéshez. A
mikroplate-eket PBS-sel mostuk, majd ismét inkubaltuk, a vizsgalandd vegyileteket MEC19
koncentracidban tartalmaz6 moédositott RPMI 1640 tapoldattal, tovabbi 24 6ran at 30 °C-on.

9.2. A biofilmek teljes biomassza mennyiségének valtozasai

A biofilmek teljes biomasszajanak mennyiségében bekovetkezé valtozasokat az altalunk
kordbban publikalt kristaly ibolyas festési mddszer segitségével hataroztuk meg [11,12]. 24
0ras inkubéaciot kovetden a vizsgalt mintakat tartalmazo feltluszot kipipettaztuk, a lyukakat
PBS-sel mostuk. A feliilisz6t eltavolitottuk, és 0,1% (w/v-0s), abszolut etanolban oldott
kristalyibolyat pipettaztunk minden lyukba. Az abszorbanciat 590 nm-en mértiik tébbfunkcios

lemezolvasé segitségével.



9.3. A biofilmek metabolikus aktivitdsanak mérése

A mikrogomba biofilmek metabolikus aktivitasanak meghatarozasara a kordbban publikalt
protokollunk szerinti resazurin alapu fluoreszcens technikat alkalmaztuk [11,12]. Kétszaz
mikroliter resazurint tartalmazo steril PBS-t pipettaztunk a lyukakba, ezt kovetden a plate-eket
30 °C-on inkubaltuk 40 percig. A sz&zalékos metabolikus aktivitds mértékét a ndvekedési
kontroll esetében tapasztalt, 100%-nak tekintett fluoreszcencia értékhez viszonyitva adtuk meg.

9.4. A biofilmek mikrobialis életképességének vizsgalata

A biofilmekben talalhato élé/elpusztult sejtarany meghatarozasahoz egy korabban publikalt
modszert kdvettunk [9]. Szaz mikroliter SYBR Green I/PI oldatot pipettaztunk a mikroplate
mélyedéseibe, amelyek kezelt és kezeletlen gomba biofilmeket tartalmaztak PBS-ben.
Fluoreszcencia spektrofotométert/mikroplate leolvasét hasznéltunk a SYBR Green | és Pl

fluoreszcencia intenzitasanak mérésére, a korabban leirtak szerint.

9.5. Az Artemisia EO-Pickering-emulziok hatasa az intracellularis ATP mennyiségére és
a teljes fehérjetartalomra Candida biofilmekben

Az érett Candida biofilmek intracellularis ATP mennyiségének mérése soran a gyarto
utasitasait kovettlik. Roviden, a vizsgalandd vegyuletekkel végzett 24 6rés kezelést kovetden a
planktonikus sejteket Kipipettaztuk, a biofilmeket PBS-sel mostuk, majd BacTiter-Glo reagenst
pipettaztunk a mikroplate minden mélyedésébe. A mikroplate-eket sotétben razattuk. A
lemezek tartalmat 96 lyuk( fehér Optiplate-ekre vittik at, a lumineszcenciat tébbfunkcios
lemezolvaséval mértik.

A fehérjetartalom méréséhez a Bradford-modszert hasznéltuk [3,5]. Roviden, a vizsgalandd
vegyiiletekkel torténd 24 oras kezelést kovetden, a planktonikus sejteket eltavolitottuk, majd a
biofilmeket PBS-sel mostuk. A biofilmeket a Petri-csészékbdl sejtkapard segitségével 1M-0s,
NaOH-ot és liveggyongyoket tartalmazo, steril centrifuga csovekbe kapartuk ki. A sejtfeltarast
3 ciklusban hajtottuk végre, a gombasejt-lizatumot tartalmazé fellliszot Kipipettaztuk, és
NaOH-ban higitottuk. Az Gsszes mérési eredményt egy BSA standard kalibracios gorbe
segitségével hataroztuk meg, és a ndvekedési kontrollhoz viszonyitva, mg/l-ben adtuk meg. A
teljes feherjetartalmat a mikroplate-ek felliletére vonatkoztattuk, annak érdekében, hogy valddi
ATP/TP értékeket kapjunk.

10. Statisztikai elemzés

Az Osszes adatot atlag + szras formaban adtuk meg. A grafikonokat, és statisztikai elemzéseket

az OriginPro 2016 program (OriginLab Corp., Northampton, MA, USA) segitségével végeztik.
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Valamennyi kisérletet hat egymastol fliggetlen alkalommal hajtottunk végre, harom technikai
ismétlésben, az adatokat egyutas ANOVA teszttel elemeztiik. A <0,05 alatti P értékeket
tekintettik statisztikailag szignifikansnak. A minimalis gatl6 koncentraciét (MICgo és MICqo)
és a minimalis effektiv koncentraciot (MEC1o) egy nemlinearis dozis-valasz gorbe fliggveny
alkalmazasaval szamitottuk az alabbiak szerint:

_ Ay — Ay
y=4,+ 1 + 10L0Gx0-x)p

ahol Ay, Az, LOGXO, és a p az also, a felsé és a kozépsé aszimptotak, illetve a gorbe
meredeksége. A minimalis gatldé koncentraciokat (MICgo és MICqo) a kisérleti elrendezéstol

fiiggden valasztottuk meg.

IV. EREDMENYEK

1. A SYBR Green I/PI mikrobidalis életképességi vizsgalat kidolgozasa és
optimalizalasa

Annak értékelésére, hogy a SYBR Green I/propidium-jodid festés alkalmazhat6-e a gyors plate

propanollal kezeltiink. A mikroplate modszert aramlasi citometriaval validaltuk. Osszefoglalva,
a mikrobidlis életképességet, az elpusztult sejtek szdzalékos aranydnak dsszehasonlitasaval
értékeltik mind lemezolvasé hasznalataval, mind &ramlasi citometrias modszerekkel.
Megallapitottuk, hogy az optimalizalt SYBR Green I/propidium-jodid vizsgalat megbizhat6 a

mikrobak életképességének gyors becslésére a lemezolvasé technika esetében is (1. abra).
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1. abra: Az él6/elpusztult sejtarany eredmények 6sszehasonlitasa a lemezolvaso
modszer és az aramlasi citometrias vizsgalatok esetében, SYBR Green
I/propidium-jodid kett6s festéssel S. pombe-én. Hat flggetlen kisérletet hajtottunk

végre harom technikai ismétléssel (atlag + SD).

2. A RAMEB-EO-k és komponenseik teljes antioxidans kapacitasa (TAC)

A kakukkfiiolaj és annak timol komponensének antioxidans aktivitdsa bizonyult a
legnagyobbnak, amelyet a citromfiiolaj, a levendulaolaj és a borsmentaolaj kovetett (2. &bra).
A koréabbi irodalmi adatok szerint a kisérleteink soran hasznaltnal magasabb EO koncentraciok
sziikkségesek a megfeleld antioxidans kapacitas eléréséhez [1-4]. Megallapitottuk, hogy a
RAMEB kapcsolt EO-k esetében, figyelemre mélté antioxidans kapacitas érhet6 el kisebb

mennyiségek hasznalata ellenére is.
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2. dbra: A vizsgalt EO-RAMEB (A) és EO komponens-RAMEB (B) komplexek
antioxidans kapacitasai. A kivalasztott RAMEB enkapszulalt EO-k és komponenseik
hatasait ORAC, ECL és DPPH vizsgalatok segitségével hataroztuk meg. Hat fliggetlen
kisérletet hajtottunk végre, harom technikai ismétléssel (atlag + SD).

3. A RAMEB-EO/komponensek, a masodlagos metabolitok és a Pickering-EO
emulziok minimalis gatlé koncentracidja (MIC)

A RAMEB-kakukkfiiolajrol kideriilt, hogy ennek az olajnak van a legjobb MIC értéke a S.

pombe, az E. coli és a S. aureus torzsekkel szemben, ezt kveti a citromfiiolaj, a borsmentaolaj

és a levendulaolaj. A kamilla EO Pickering-emulziorol (Cpe) kimutattuk, hogy erésebb

antibakterialis és gombaellenes hatasokkal (MICg) rendelkezik E. coli, P. aeruginosa, B.

subtilis, S. aureus, S. pyogenes, S. pombe, C. albicans, és C. tropicalis torzsekkel, szemben a

Tween80-as (Crso) vagy etanolos (Cg:) oldatokkal (P < 0,01).

Az artemizinin MICg értékei jelentdsen alacsonyabbnak bizonyultak, mint a szkopoletiné C.

dubliniensissel, C. kruseivel és C. parapsilosissal szemben (P < 0,01).

A Pickering Artemisia annua EO nanoemulzi6 (AEP) magasabb antimikrobidlis aktivitast

mutatott, atlagosan tizenkétszer kisebb koncentraciéban, mint az etanolban oldott ill6olaj

(AEE) (P <0,01).
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4. A kamilla Pickering-EO emulziok és az Artemisia méasodlagos metabolitok
minimalis effektiv koncentracidja (MEC1o)

Adataink azt sugalljak, hogy a Cpe hatasosabban elpusztitja a kivalasztott baktériumokat és
gombakat 60 perc kezelést kovetden a Crso €s Cet esetében kapott értékekhez viszonyitva (P <
0,01). Az Ar és a Sc hasonlo MECio értéket mutattak a vizsgalt planktonikus Candida fajok
esetében. Ami az emulgealt Artemisia EO-t illeti, a dozisfiiggd sejt tulélési arany gorbék (CFU
meghatarozas alapjan) szignifikdnsan magasabb pusztitasi aktivitdst mutattak 60 perces
kezelést kovetéen, mint az AET és az AEE esetében (P < 0,01).

5. A szekunder metabolitok és a Pickering-EO emulzidék hatasa a planktonikus
sejtek oxidativ egyensulyara

A kamilla Cpe hatasara novekedést tapasztaltunk a ROS, a peroxid, valamint a szuperoxid
képz6désében is, mind a Gram-pozitiv és negativ baktériumok estében, ésszehasonlitva a Crso
-al és a Cg -vel, 60 perces kezelési id6 utan (P < 0,01).

Fokozottabb szuperoxid gyok (O.") képzodést figyeltink meg a C. glabrata, a C.
guilliermondii és a C. parapsilosis torzseknél 60 perces Ar és Sc kezelést kovetden, mint mas
tesztelt Candida fajokban. Az Ar altal kivaltott teljes O>™ képzddés mértéke szignifikansan
magasabbnak bizonyult, mint a Sc ezen hatésa.

Ezen kivil, az Artemisia AEP hatékonyan névelte a kombinalt ROS, a peroxid és a szuperoxid
képzodést, mind a Gram-pozitiv, mind a negativ baktériumokban és a gombékban,
Osszehasonlitva az AET-tel és az AEE-vel (P < 0,01). Az AEE minddssze harom-négyszeres

ndvekedést okozott az oxidativ stressz mértékében a novekedési kontrollhoz képest (Gc).

6. A megcsapdazott EO-k és a szekunder metabolitok hatdsa a planktonikus

mikrobakra

6.1. A mikrobialis életképességben megfigyelt valtozasok

Eredményeink azt sugalljak, hogy a komplexalt borsmentaolaj kevésbé hatékony a S. pombe
elpusztitasadban, 6sszehasonlitva az E. coli és a S. aureus esetében tapasztalt él6/elpusztult
sejtardnnyal, ugyanazon koncentraciokndl. A  kakukkfiiolaj mindharom esetben
hatékonyabbnak bizonyult, a sejtek tobb mint 90%-at pusztitotta el, amelyet a citral kovetett,
ami 90% -os gatlast okozott.

A Cpe is jelentésen csokkentette a vizsgalt baktériumok és gombak életképessegét,

0sszehasonlitva a Ge-vel 16 és 36 oOras kezeléseket kovetéen (P < 0,01), mig a Crso és Cet
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kevésbé voltak hatekonyak, mint a Cpe, a szazalékos életképesség atlagos értékei >60%, illetve
70% voltak.

A 8 oras Ar és Sc kezeles az eéletképesseg <50% koriili csokkenését eredményezte C.
parapsilosis és C. krusei sejtekben a vizsgalathoz hasznalt kontrollokhoz viszonyitva (P <
0,01).

Az életképes sejtpopulacio 50% -os csokkenése atlagosan 9,9 + 0,71 illetve 17,09 + 0,45 6rés
AEP kezelést kovetéen volt megfigyelheté a Gram-pozitiv €s -negativ baktériumok illetve a
gombak esetében. Osszehasonlitva az AEP-vel az AET-nél késleltetett hatast figyeltiink meg

az 50% -os atlagos életképtelenséget mutatd mikrobidlis populéciok létrejéttében (P < 0,01).

6.2. A metabolikus aktivitasra és a telepképzodésre gyakorolt hatasok

A 16 és 36 Oras kezelést kovetd sejtpusztulas Otven szazaléka Cpe hataséra kovetkezett be a
vizsgat baktériumok és gombak esetében, valamint 48 oras kezelés utan ez a vegyulet bizonyult
a legeredményesebbnek a C. albicans €16 telepszamanak csokkentésében. A Cgta Cpe -hez
képest atlagosan kétszer nagyobb koncentracidban volt képes hasonld sejtpusztitd hatast
kivaltani (P < 0,01).

Az Ar és a Sc a tesztelt Candida fajok metabolikus aktivitasat 8 éras kezelés utan atlagosan
kétszeresére, majd 16 Oras kezelés utan haromszorosara csokkentette, 0sszehasonlitva a
megfeleld kontrollokkal. A planktonikus sejtpopulacio jelent6s, <50% -0S csokkenéset
figyeltuk meg a kontrollokhoz viszonyitva a C. glabrata, a C. guilliermondii és a C.
parapsilosis esetében is 16 6ras Ar, Sc és caspofungin gombaellenes szer (Cs) kezelést
kovetden.

A metabolikus aktivitas, és a telepképz6dés szignifikans, 50% -os csokkenését figyeltik meg
az AEP-vel kezelt baktériumok és gombék esetében. Osszehasonlitva az AEP-vel, az AET
kezelésnél késleltetett hatast figyeltink meg az 50% -os metabolikus aktivitas csokkenés
létrejottében (P < 0,01).

6.3. Artemisia-EO Pickering emulzié hatasara bekovetkezé valtozasok a mikrobialis
intracellularis ATP mennyiségében

Bar a planktonikus sejtekben az Osszes fehérjetartalom (TP) idébeni valtozasat nem figyeltiik

meg, az AEP-vel kezelt mintak esetében az ATP/TP arany 60% -os cstkkenést mutatott a 0

oras mintadkhoz képest (P < 0,01).
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7. A mésodlagos metabolitok és a Pickering-EO emulziok hatasai érett Candida

biofilmekre

7.1. A biofilm teljes biomasszajara és életképességére gyakorolt hatas

Eredmenyeink igazoltdk, hogy az Ar jelentésen hatékonyabban bontja meg a komplex,
extracellularis matrix-boritott biofilm szerkezetet és pusztitja el a szesszilis (felszinhez
kitapad0) sejtpopulaciot, a Sc-hez képest, sajat MECio koncentraciokkal, 24 oras kezelést
kovetden vizsgalva a vegyiiletek hatasat. Masrészt a Sc-kezelés dramai csokkenest
eredményezett a teljes biomassza mennyiségében, beleértve a sejtek levalasat a polisztirol
feluletrél C. albicans, C. dubliniensis és C. glabrata esetében.

Jelent6s, 40%-0s metabolikus aktivitas csokkenés volt megfigyelheté az AEP kezelt érett,

Candida fajok altal képzett biofilmekben a Gc-hez képest, 24 6ras kezelési id6t kovetben.

7.2. Az Artemisia EO-Pickering emulzié hatasa a Candida biofilmek intracellularis ATP
és teljes fehérjetartalmara

Az AEP kezelt érett Candida biofilm mintak jelent6s cs6kkenését mutattak a metabolikus

aktivitds, és az intracellularis ATP-termelés tekintetében 24 0Oras kezelést kovetden,

Osszehasonlitva az AET és AEE kezelések atlagaval (P < 0,01). Az 6sszes fehérje (ami a

sejtszamot tukrdzi, TP) nem valtozott szignifikansan a kezelések hatasara, ugyanakkor az AEP-

vel kezelt érett Candida biofilm mintak esetében az ATP/TP arany szignifikans 60% -0s

csokkenését mutatatott a Ge-hez viszonyitva (P < 0,01).

V. MEGBESZELES

A RAMEB-csapdazott illdolajok és komponenseik TAC-ja 35-40% -kal nagyobb stabilitast
mutatott, mint a korabban kozOlt adatok [2,3,5], ami arra utal, hogy a RAMEB inkl(zi6s
komplex megveédheti az illoolajok aktiv dsszetevoéit a reaktiv oxidativ kdrnyezet hatasaitol. Az
¢élo/elpuszult sejtardny meghatarozasara szolgald plate olvasé mddszer hitelességét aramlési
citometridval igazoltuk azonos fluoreszcens festések hasznélata mellett. Eredményeink
alatdmasztjak azt az elképzelést, hogy a RAMEB-EO inkluzids komplexek segithetnek
lekiizdeni az ill6olajok élelmiszeriparban vald alkalmazasanak Kkorlatait azéltal, hogy
csokkentik illékonysagukat, az élelmiszer feldolgozas vagy  tarolds soran keletkezd
veszteséget, és fokozzak reaktivgyok megkoto es antimikrobidlis aktivitasukat.

A Pickering nanoemulzios kamilla EO (Cpe) készitmény hasznalata soran nagyobb mikrobiélis
ndvekedésgatld hatéast és ennek kovetkeztében alacsonyabb MIC értékeket figyeltiink meg a
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Klasszikus Crso €s Cet készitményekhez képest. A Cpe képes jelent6sebb mértékii oxidativ
stresszt generdlni, mint hagyoméanyos emulziés vagy etanolos formai, ami
anyagcserezavarokhoz, és a sejtfal sériiléséhez, végil sejthaladlhoz vezetett a szubinhibitoros
koncentracioknal [8].

A tanulményban bemutatott adatok apopt6zis-szerti folyamatok indukcidjara utalnak a vizsgalt
Candida fajokban, ennek oka lehet az élesztégombakban apoptozist kivalto, vagy szabalyozd
reaktiv oxigéngyokok (ROS) felhalmozodasa [4,6]. Ujszerii, tobbparaméteres vizsgalataink
soran precizen tudtuk értékelni a gombasejtek drog érzékenységét, a sejtpusztitasi kepességet
planktonikus sejtekben és az érett biofilmekben egyarant, 6sszehasonlitva eredményeinket a
klasszikus proliferéaciés vizsgalatokkal [5].

Elemzéseink alapjan az Artemisia EO nanoemulzid (AEP) erésebb antimikrobialis aktivitast
(MIC) mutatott alacsonyabb koncentracioban, dsszehasonlitva a detergens és etanol alapu
formulazésokkal (AET és AEE). Adataink az AEP hatékony mikroba6lé aktivitasat is
bizonyitjak a kivalasztott baktériumokon és gombakon. Osszességében elmondhatd,
eredményeink azt bizonyitjak, hogy az AEP forma megkonnyiti a behatolast az Artemisia
ill6olaj szaméra a Candida biofilmekbe és sejtekbe egyarant, illetve eldseqiti az oxidativ stressz
indukalasat, melynek hatdsara a sejtmembran integritisa megbomlik, ez a Pickering

nanoemulzids cseppek nagy adszorpcids hatékonysaganak koszonhetd.

VI. OSSZEFOGLALO, UJSZERU EREDMENYEK

e Termodinamikailag stabil Gj ciklodextrin alapu ill6olaj/tiszta komponens komplexeket
fejlesztettiink ki, nagy csapdazasi hatékonysaggal. Ennek eredményeként megbizhat6bb
és idében tartosabb adatokat kaphattunk a komplexalt kilonféle illdolajok/tiszta
komponensek antioxidans és antimikrobialis tulajdonsagainak elemzéséhez.

e Kidolgoztunk és optimalizéltunk egy életképességén alapuld gyors mikroplate modszert
az ¢élo/elpusztult mikrobdk szamszertsitéséhez fluoreszcens kettés festési modszer
alkalmazéasaval. A vizsgalatot aramlasi citometriaval hitelesitettik, és sikeresen
létrehoztunk egy gyors, megbizhatd és nagy teljesitményli antimikrobialis hatdsok
elemzeésre szolgald protokollt.

o Képesek voltunk ndvelni a kulonfele illoolajok/komponenseik antioxidans és
antimikrobidlis potencialjat a ciklodextrines csapdazas segitségével, a nem komplexalt
formaikhoz viszonyitva. A RAMEB komplexalt EO-k és alkotdelemeik teljes
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antioxidans kapacitasa es mikrobaellenes tulajdonségai 5-6-szor jelent6sebbek voltak,
mint azok hagyomanyos kiszerelési formai.

Sikeresen hoztunk létre fellletmddositott szilicium-dioxid nanoemulzié alapu
készitményeket ill6olajok és Osszetevoik, valamint névényi masodlagos metabolitok
felhasznalasaval, ez a miivelet fokozza azok vizoldhatosagat és megkonnyiti bioldgiai
tulajdonsagaik jellemzését.

Karakterizalni tudtuk az ill6olajok, és a tiszta ndvenyi kivonatok antimikrobialis
hatasait a minimalis effektiv koncentracidjukndl (MECyo) kilonféle modszerekkel
(metabolikus aktivitds merése, oxidativ stressz merése, élé/elpusztult sejtarany
diszkriminacids vizsgalat, pusztitasi aktivitas a kezelési id6 fliggvényeében).
Eredmeényeink azt mutatjak, hogy a Pickering EO nanoemulziok nagyobb novekedés
géatld hatéssal rendelkeznek alacsonyabb MIC értékekkel, mint a hagyomanyos apolaris
olddszer és detergens alapu készitmények. Ezen felil, a Pickering EO nanoemulzidk a
minimalis effektiv koncentracidjuk esetében (MECi0) 3-5-sz0r nagyobb mértéki
oxidativ stresszt voltak képesek kivaltani a sejtekben, amit sejtes agyagcsere zavarok €s
sejtfalkarosodéas kovetett.

Megvizsgaltuk az artemizinin és a szkopoletin (az Artemisia annua L. masodlagos
anyagcseretermékei), antimikrobiélis és anti-biofilm hatésait, illetve hogy miként
befolyasoljak a sejtek életképességét, metabolikus aktivitasat, és az oxidativ stressz
egyensulyat a mikrobialis biofilmekben és planktonikus sejtekben egyarant. Adataink
arra utalnak, hogy a vizsgalt vegytletek MEC1o koncentracioja hatékonyan bontja meg
a sejtek oxidativ egyensulyat és csokkenti az anyagcsere aktivitasat, majd apoptézis
szerli folyamatokat indukal a vizsgalt Candida fajokban.

Szamos multiparametrikus fluoreszcens technikat vezettiink be az Artemisia annua L.
Pickering EO nanoemulziok (AEP) antimikrobidlis hatasainak vizsgalatahoz
kapcsolddd kihivasok lekiizdésének érdekében mind a biofilm, mind a planktonikus
sejtek esetében, illetve vizsgaltuk azok lehetséges hatdsmechanizmusait (metabolikus
aktivitas mérése, oxidativ stressz mérése, é16/elpusztult sejtdiszkriminacids vizsgalat, a
sejten bellili ATP/Gsszes fehérjetartalom merése). Az AEP esetében a hagyomanyos
detergens- és apolaris oldoszer alapu készitményekhez képest hatékonyabb mikroba
ellenes hatast figyeltink meg. Osszességében, a megfigyeléseink alapjan elmondhato,

hogy a Pickering nanoemulzid6 megkonnyitette az Artemisia annua L. illoolaj
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

behatol&sat a biofilmekbe és a mikrobialis sejtekbe, ndvelte azok hatékonysagéat az
oxidativ stressz kivaltasaban és a sejtfal karositasanak folyamataban.
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I. INTRODUCTION

1. Essential oils and their uses

Essential oils have been widely used in folk medicine throughout the history of humankind.
EOs are mixtures of complex compounds with variable individual chemical composition and
concentrations that include primarily terpenoids, like monoterpenes, sesquiterpenes, diterpenes,
acids, alcohols, aldehydes, aliphatic hydrocarbons, acyclic esters or lactones, rare nitrogen- and
sulfur-containing compounds, coumarin, and homologs of phenylpropanoids [1-4]. The
biological actions of EOs cover a wide range of effects, including antioxidant, antimicrobial,
antitumor, anti-inflammatory, and antiviral activity. Mechanisms that explain the action of
essential oils on bacterial cells have been studied, but it is still not possible to state with certainty
how the essential oils act on a microbial cell [5,6]. The typical hydrophobic characteristics of
essential oils are responsible for the breakdown of bacterial structures, which leads to increased
permeability through the bacterial cell membrane [7,8].

2. Artemisia annua L. and its secondary metabolites

Artemisinin (Ar), belonging to a family of sesquiterpene lactones originally derived from
Artemisia annua L. is well-known for its anti-malarial actions by forming free radicals through
cleavage of intra-parasitic iron-endoperoxide groups and by alkylation of specific malarial
proteins mediating eradication of Plasmodium species [1,3].

Scopoletin (Sc, 6-methoxy-7-hydroxycoumarin) is a phenolic compound isolated from several
plants including Artemisia annua L. The Sc possesses anti-tumor and anti-angiogenesis
properties by initiating cell cycle arrest and facilitating apoptosis in human prostate tumor cells
and leukemia cell lines [5-7]. Although anti-fungal effects including the anti-Candida activity
of Ar and Sc were already studied, yet no detailed data are found in the literature on Candida
species’ viability and biofilm formation treated with Ar and Sc at their minimum effective
concentration [4-6]. Moreover, there are no experimental results obtained by using double-stain
rapid fluorescent assays for live/dead cellular discrimination along with metabolic activity

determination for Ar- and Sc-exposed Candida species.

3. Usage of artificial vs. natural preservatives in the food industry
The perception of naturalness drives the consumer towards foods without chemical

preservatives. Thermal processing, drying, freezing, refrigeration, irradiation, modified



atmosphere packaging, and addition of antimicrobial agents or salts are some conventional
methods to prevent the growth of microbes in foods [7-9]. Some chemical preservatives such
as sodium benzoate, potassium sorbate, and nitrites have been used commercially in fruit juices,
dairy products, confectionery, meat, and meat products, etc. [3,10]. Due to growing evidence
about the harmful effects of chemical preservatives, there is continuous pressure to reduce the
amount of added preservatives in foods [11]. To avoid the health risks associated with the
consumption of chemically enriched foods, natural antimicrobial compounds like bacteriocins,
chitosan-fermented ingredients, and plant antimicrobials provide another alternative for
preserving food. Plant extracts, essential oils, and peptides exhibit a broad-spectrum activity
[11,12]. Several studies have been conducted around the globe to prove the efficacy of plant
products, and various compounds isolated from these plants are secondary metabolites that

possess antimicrobial and medicinal properties [13,14].

4.  Candida species-related infections

In certain individuals with immune-compromised status, the Candida species might induce
consequent infection. Also, Candida species can rapidly adapt to the host’s micro-
environmental circumstances caused by pH and nutritional changes in the gastrointestinal tract
[15]. Environmental imbalance because of nutritional change or pH shifting facilitates the
abnormal growth of Candida species which results in candidiasis [14,15]. Candida species
attack the gut epithelium barriers to reach the bloodstream via micro-fold cells that are found
in the gut-associated lymphoid tissue of Peyer’s patches in the small intestine promoting
intestinal infections [3,8].

Because of the increasing incidence of candidiasis and the difficulties in its treatment due to the
limited options in the use of antifungal drugs with species-specific efficacy, there is an ultimate

need for at least prevention of fungal infections.
5. Experimental and application-based problems

5.1. Stability and lipophilicity associated problems of EOs

Despite the natural appeal and interesting effectiveness against both molds and bacteria, EOs
are highly volatile and prone to oxidative damage when exposed to light, oxygen, and
temperature [15]. Chemical component groups of essential oils are readily converted by
oxidation, isomerization, cyclization, or dehydrogenation, which are reactions that can be
enzymatically or chemically triggered, and these processes are usually associated with a loss of

quality. Also, there might be several side effects of EOs even if topical administration is applied
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and, among these, allergic reactions are the most frequent (many EOs can cause, e.g., rashes on
the skin). Some of them can be poisonous if absorbed through the skin, breathed, or swallowed
[9,14]. Another serious problem is the highly lipophilic nature of EOs, which makes it
impossible to measure their biological effects in an aqueous environment. Several assays
including the conventional broth dilution method, disk diffusion method, and bioautography
assay are used to measure the antimicrobial activity of EOs. Efforts have been made to
overcome the lipophilic nature of the oils usually by application of EOs diluted in seemingly
suitable solvents/detergents. In the case of natural lipophilic volatile compounds like EOs,
solvents of varying polarity, e.g., DMSO, ethanol, and methanol, are most commonly used.
However, previous studies have reported the antimicrobial effects of the solvents themselves
(DMSO, ethanol, and other solvents in various microbial assays) or their influence on the true
antimicrobial effects of EOs [3,15].

5.2. Lack of reliable quantitative and qualitative experimental data

Another major problem that hinders the measurement of the antimicrobial activity studies is the
lack of clearly visible bacterial and fungal colonies which makes precise quantification of the
growth, difficult. Lack of a convenient viability testing method has hampered antibiotic testing
and new drug discovery [13,14]. Presently, microscopic counting and quantitative PCR (qPCR)
are the main and reliable assays for quantification of microbes. Manual microscopic counting
using a counting chamber is mainly used to characterize microbial viability in vitro, but it is
very time-consuming and is hard to perform in a microtiter plate. Several rapid colorimetric
assays have been used to determine microbial enzymatic activity, cell membrane integrity, cell
proliferation, metabolic activity, cell viability, and antibiotic susceptibility [12]. However, these
assays either have limited sensitivity or are cumbersome and cannot be performed in a high
throughput format.

1. MAJOR OBJECTIVES

e The solubility of the plant-derived secondary metabolites, essential oils, and their
active components in the aqueous test systems is usually very poor. That is why the
characterization of the antioxidant and antimicrobial properties is often
performed by adding detergents, polar protic/aprotic, and non-polar solvents.
Therefore, we aimed to develop new drug formulations with modified cyclodextrins and
nanoemulsions for aqueous test systems that could be used for antioxidant and

antimicrobial assays without additives. We also characterized the entrapment efficiency
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and the thermodynamic properties of the cyclodextrin-captured EOs and pure EO
components.

e There is no existing rapid, high throughput assay for live/dead microbial viability
testing.

We have tried to establish a rapid live/dead microbial viability microplate assay
technique using a double-stain fluorescent method.

e Formation of fungal biofilms is a major problem and there are only a few natural
anti-biofilm compounds that could overcome increasing microbial drug resistance.
So, there is a need to find some new natural compounds that can compete with
microbial drug resistivity in biofilms.

We aimed to investigate the antimicrobial and biofilm degradation activities of
artemisinin and scopoletin (isolated from Artemisia annua L.) to reveal their effects on
cellular viability, metabolic activity, and oxidative stress balance of microbial biofilms.

e There are only a few attempts to measure the antimicrobial activity of plant

extracts at their concentration below the MIC.
We aimed to characterize the antimicrobial effects of essential oils and pure plant
extracts at their Minimum Effective Concentrations (MEC10) by various methods
(metabolic activity, oxidative stress, live/dead discrimination assay, killing activity vs.
exposure time).

e The exact measurement of the antimicrobial assay in the biofilms is still a
challenge.

That is why we have aimed to develop multiparametric fluorescent techniques to

evaluate the possible mode of action of our studied plant extracts in mature biofilms.

1. METHODOLOGIES

1. Samples and formulations used in the experiments

For our RAMEB-EO/component studies, we have used thyme oil, lemon balm oil, lavender oil,
peppermint oil, thymol, menthol, linalool, citral, and borneol. We have also conducted
biological experiments on artemisinin and scopoletin (secondary metabolites of Artemisia
annua L.). Furthermore, the surface-modified silica nanoemulsions of Artemisia annua L.
essential oil and chamomile oil (prepared by Barbara Horvath and her colleagues at the Institute

of Pharmaceutical Technology and Biopharmacy, Faculty of Pharmacy, University of Pécs.
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Details can be found in Ref. [11,15] and in her Ph.D. thesis “Pickering Emulsions in

Pharmaceutical Technology”; in preparation) were also studied.

2. Microorganisms used in the experiments

In our studies, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Schizosaccharomyces pombe,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Streptococcus pyogenes, Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida dubliniensis, Candida glabrata, Candida guilliermondii, Candida
parapsilosis and Candida krusei obtained from Szeged Microbial Collection, Department of
Microbiology, University of Szeged, Hungary (SZMC) and from Department of General and
Environmental Microbiology, Institute of Biology, University of Pecs, Hungary (PMC) were

used for the experiments.

3. Development and optimization of SYBR Green I/Propidium iodide microbial
viability assay
Briefly, cultures of either S. pombe, E. coli, or S. aureus were grown to log phase in nutrient
broth. The microbial suspension in each tube was pelleted by centrifugation. All samples were
incubated at room temperature for 15 minutes then were re-centrifuged. Both treated and
untreated samples were pipetted into 96-well transparent flat bottom general plates. Premixed
SYBR Green I/PI dye was pipetted into the wells containing the samples and mixed thoroughly.
The plates were incubated in the dark for 10 minutes. For the evaluation of microbial viability,
fluorescence intensities of the samples in the 96-well microtiter plates were measured at two

monochromatic settings (490 nm/525 nm and 530 nm/620 nm, respectively).

o Doseg/r
% Dead cellsDose =100 — W X 100
R

where, Dosecr is the green to red ratio of a specific dose and Controlgr is the green to red ratio
of the living control. Calibration was done by using mixtures of live/dead microbes.

In our flow cytometric analysis, we assessed the ratio of living and dead cells using SYBR
Green | and propidium iodide double staining as in the case of the plate reader experiments.
Flow cytometric measurements were performed on a FACS Canto Il instrument using FACS
Diva V6.0 software.

4.  Measurement of total antioxidant capacity (TAC) of RAMEB-EOs
The diphenyl-2-2 picryl-hydrazyl (DPPH) assay has been performed following the procedure
described previously with modifications [9]. Briefly, the DPPH stock was prepared in 96%

ethanol and serial dilutions of Trolox antioxidant standards and EOs - RAMEB dilutions were
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prepared in PBS. Acetate buffer of pH 5.5 followed by standard/sample dilutions and DPPH
were pipetted into 96-well general microtiter plates. Absorbance was measured at 517 nm by a
plate reader after 30 min incubation. TAC values were given as 50% inhibition capacity (I1C50).
The enhanced chemiluminescence (ECL) TAC reaction was performed in 96-well white
Optiplates. Trolox/blank/sample and peroxidase based (POD-ECL) reagent were pipetted into
each well. For initiation of the ECL reaction, ice-cold H2O: in citric acid was injected into the
wells by the automated dispenser of a microplate reader. Luminescence was followed for 10
min. The method was calibrated by using the light output of standards, samples’ calculated
results were multiplied by the dilution factor, and expressed as UM Trolox equivalent (TE) [14].
Lastly, for the Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC), we used a standard procedure
described previously with modifications [8,9]. In brief, the reactions were started by injecting
2,2 -azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH) solution in the microplate
containing the blank/standard/sample and buffered Nax-fluorescein indicator. The quenching of
fluorescence intensities was monitored for 80 minutes using 490/520 nm filter settings and total
light outputs as AUC was calculated. The AUC of the blank was subtracted from that of the

standards/samples and netAUC was further used in the antioxidant capacity calculations [3,5].

5. Determination of minimum inhibitory concentrations (MICs) of RAMEB-
EOs/components, secondary metabolites and Pickering-EO emulsions
The MICs of the tested compounds were separately evaluated according to our previously
published protocol [9]. Briefly, log phased cells with test compounds and appropriate controls
were incubated at a wide concentration range in modified RPMI 1640 medium. The absorbance
was measured by a plate reader. The absorbance values obtained by the plate reader were
converted to percentages and were compared to the growth control (Gc, 100%). The data were
fitted by a non-linear dose-response curve fitting method to estimate the dose producing >80%
(MICgo) or >90% (MICgo) growth inhibition. Either MICgo or MICgo Were calculated depending

on our methodological requirements.

6. Determination of minimum effective concentrations (MECo) of the secondary
metabolites and Pickering-EO emulsions

The MEC1o concentration means <10% growth inhibition and was obtained according to our

previously published protocol [11,12,15]. The test compounds of a wide concentration range

were used to treat mid-log phased cells in modified RPMI 1640 medium for an hour. Inoculated

growth medium without any treatment was considered as growth control. For the colony-
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forming unit quantification, the conventional Petri-dish spreading method was followed. The
colony formation data were converted to percentages and the data were fitted using a non-linear
dose-response curve fitting method to evaluate the drug concentrations producing
approximately 90% microbial cell population growth when compared to the untreated microbial

cell populations after one hour of treatment.
7. Evaluation of microbial ROS, peroxide and superoxide generation

7.1. Combined ROS generation of the Pickering-EO emulsions

For the quantification of the combined reactive oxygen species generation (ROS), we have
followed our previous protocol [11,15]. Briefly, for the ROS measurements, mid-log phased
cells were collected and centrifuged and were re-suspended in PBS. The staining of the cells
was done with 2’,7°—dichlorofluorescein diacetate. The cells were re-suspended in modified
RPMI 1640 medium after centrifugation followed by treatment with test compounds at their

respective MEC1o concentrations for one hour and fluorescence data were measured.

7.2. Peroxide and superoxide generation by the secondary metabolites and the Pickering-
EO emulsions

For the measurement of peroxide and superoxide generation, Dihydrorhodamine 123 and

Dihydroethidium were used as the fluorescent markers, with an exception that they were added

to the cell samples before the measurement after washing and re-suspending in PBS. The

percentage increase in the combined ROS, peroxide, and superoxide generation was measured

by comparing the fluorescent signals obtained from the growth controls [4,15].
8.  Changes in the microbial planktonics’ behavior

8.1. Changes in metabolic activity, live/dead microbial discrimination and colony-
formation by the secondary metabolites and Pickering-EO emulsions
For the metabolic activity and live/dead discrimination, untreated, test compound-treated
samples were taken at different time intervals and were centrifuged and re-suspended in PBS.
The fluorescence was measured with a fluorescence spectrophotometer/microplate reader in
96-well Optiplates for the metabolic activity measurements. The green to red fluorescence ratio
for each sample and each dose was established and the % of the dead microbial cells with the
response to the applied dose were plotted against the applied test compounds using our previous
formula [9]. We followed our published protocol for determining the changes in colony

formation of the microbes [4].



8.2. Intracellular ATP and total protein content of Artemisia EO-Pickering emulsion
The instructions provided by the manufacturer were followed for the intracellular ATP
measurement of the microbial planktonics. In brief, after the centrifugation, both treated and
untreated aliquots were suspended in PBS and freshly prepared BacTiter-Glo reagent was
pipetted onto the samples in 96-well Optiplates. The microplates were shaken in the dark at 4
°C for 15 min and the luminescence was measured using a multimode plate reader.

For the total protein content of the planktonics, we adapted the Bradford protein assay method
[5,8]. The test compound-treated samples were collected at different time intervals and were
centrifuged followed by re-suspension in 1M NaOH containing glass beads. Cell disruptor
cycles were repeated three times and then the samples were centrifuged. The supernatants’
microbial cell lysates were collected in separate centrifuge tubes. The absorbance was measured
at 595 nm by a multimode plate reader and was calculated in terms of mg/L from a BSA

standard calibration curve and was compared to the 0 h samples [3,4].

9. Effects of secondary metabolites and Artemisia EO-Pickering emulsion on

preformed mature Candida biofilms

9.1. Preparation of mature biofilm and treatments

The effects on the mature Candida species biofilms and the treatment conditions were adapted
from our previously published work [12]. Briefly, 24 h-old late-log phased C. albicans and non-
albicans species in modified RPMI 1640 medium were used to form biofilms in the microplates
before the treatments for 24 h at 30 °C. The microplates were washed in PBS followed by re-
incubation in modified RPMI 1640 medium containing test compounds at MECig

concentrations for a further 24 h at 30 °C.

9.2. Changes in total biofilm biomass

The change in the biofilm biomass was determined by our previously published crystal violet
assay [11,12]. After 24 h of incubation, the supernatant containing the test samples was pipetted
out and the wells were washed with PBS. The supernatant was removed and 0.1% w/v crystal
violet in absolute ethanol was pipetted into each well. The absorbance was measured at 590 nm

by a multimode plate reader.

9.3. Metabolic activity of the biofilms
A resazurin-derived fluorescent technique was adapted from our previously published protocol
to determine the metabolic activity in the fungal biofilms [11,12]. Two hundred microliters of
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sterile PBS containing resazurin were pipetted into the wells and were incubated at 30 °C for
40 min. The percentage of metabolic activity measurements were evaluated based on the

fluorescence values recorded by the growth control, which was considered to be 100%.

9.4. Microbial viability assay of the biofilms

For the discrimination of the live/dead fungal cells in the biofilms, we have followed a method
previously published [9]. One hundred microliters of SYBR Green /Pl working solutions were
pipetted into the wells of the microplate containing submerged fungal biofilms (both treated
and untreated) in PBS. A fluorescence spectrophotometer/microplate reader was used to

measure the fluorescent intensities for SYBR Green | and Pl as described earlier.

9.5. Effects of Artemisia EO-Pickering emulsion on Candida biofilms’ intracellular ATP
and total protein contents

The instructions provided by the company were followed for the intracellular ATP
measurement of the Candida mature biofilms. In brief, after 24 h of the treatment with the test
compounds, the planktonic cells were pipetted out, followed by rinsing the biofilm and pipetting
PBS and BacTiter-Glo reagent into every well of the microplate. The microplates were shaken
in the dark. The content of the microplates was transferred to 96-well white Optiplates and the
luminescence was measured using a multimode plate reader.

For the protein assay we have adapted the Bradford method [3,5]. Briefly, after 24-hour
treatment of the mature biofilms with test compounds, the planktonic cells were pipetted out
and biofilms were rinsed with PBS. The biofilms were scraped out from the Petri-dishes using
a cell scraper into sterile centrifuge tubes containing 1M NaOH and glass beads. Cell disruption
was performed in 3 cycles and the supernatants’ fungal cell lysates were pipetted out and were
diluted in NaOH. All the measurements were calculated in terms of mg/L from a BSA standard
calibration curve and were compared to the growth control. Total protein contents were referred
to as the surface area of the microplates to obtain the valid ATP/TP values.

10. Statistical analyses

All data were given as mean £ SD. Graphs and statistical analyses were conducted using
OriginPro 2016 (OriginLab Corp., Northampton, MA, USA). All experiments were performed
independently six times in triplicates and data were analyzed by a one-way ANOVA test. P-
values of <0.05 were considered statistically significant. The minimum inhibitory
concentrations (MICgo and MICg) and the minimum effective concentration (MEC1o) were
calculated using a non-linear dose-response curve function as follows:
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where, A1, A2, LOGx0, and p is the bottom asymptote, top asymptote, center, and hillslope of
the curve have been considered. Either MICgo or MICgo were calculated depending on our

methodological requirements.

IV. RESULTS

1. Development and optimization of SYBR Green I/PI microbial viability assay
To evaluate if the SYBR Green I/propidium iodide staining can be used for rapid plate reader
viability assay, S. pombe was subjected to treatment with different concentrations of 2-
propanol. The microplate method was validated by flow cytometry. In summary, we have
evaluated the microbial viability to compare the percentage of dead cells by both plate reader
and flow cytometry methods. We found the optimized SYBR Green I/propidium iodide assay
to be reliable for the rapid estimation of the viability of microbes using the plate reader
technique (Figure 1).

—&— Plate assay live
—&— Flow cytometry live
{7777 Flow cytometry dead

27 Plate assay dead
100 - o
.
80 -
3 X
] 3
o 60- =
£ 2
2 %
= ]
X 40+ 7
20+
0 -L-
0.0 25 5.0

2-propanol in PBS, pH 7.4 (v/v%)

Figure 1. Comparison of the live/dead discrimination results between the plate
reader assay and the flow cytometric assay using SYBR Green I/propidium iodide
double staining on S. pombe. Six independent experiments with three technical

replicates were performed (mean + SD).
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2. Total antioxidant capacity (TAC) of RAMEB-EOs and their components

The antioxidant activity obtained by thyme oil and its component thymol was found to be the
highest followed by lemon balm oil, lavender oil, and peppermint oil (Figure 2). Previous data
reported a higher concentration of EOs than were used in our experiments to produce suitable
antioxidant activity [1-4]. We found, that when EOs are captured by RAMEB, a remarkable
antioxidant capacity is achieved despite the use of smaller amounts of them.
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Figure 2. Antioxidant capacities of investigated EO-RAMEB (A) and EO components
RAMEB (B) complexes. The effects of selected RAMEB packed EOs and their
components were measured by ORAC, ECL, and DPPH assays. Six independent

experiments with three technical replicates were performed (mean + SD).

3. Minimum inhibitory concentrations (MICs) of RAMEB-EOs/components,
secondary metabolites and Pickering-EO emulsions

The RAMEB-thyme oil was found to have the best MIC against S. pombe, E. coli, and S. aureus
respectively, followed by lemon balm oil, peppermint oil, and lavender oil, in this order.

The chamomile EO Pickering emulsion (Cpe) has been shown to have good antibacterial and
antifungal activities (MICg) on E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis, S. aureus, S. pyogenes, S.
pombe, C. albicans, and C. tropicalis, respectively when compared to Tween80 (Crso) Or
ethanolic (Cgt) counterparts (P <0.01).

The artemisinin MICgo values were significantly lower than those of scopoletin in the case of

C. dubliniensis, C. krusei, and C. parapsilosis (P < 0.01).
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The Pickering Artemisia annua EO nanoemulsion (AEP) showed higher antimicrobial activity
at an average of twelve-fold less concentration when compared to the free essential oil in
ethanol (AEE) (P < 0.01).

4. Minimum effective concentrations (MECi0) of chamomile Pickering-EO
emulsions and Artemisia secondary metabolites

Our data suggest an effective killing activity of Cpe 0N selected bacteria and fungi after 60 min

of treatment when compared to Crso and Cet (P < 0.01). Also, the Ar and Sc have shown similar

MEC o for the tested planktonic Candida spp. As for the emulsified Artemisia EO the expressed

dose-dependent cell survival rate curves (by CFU quantification) after 60 min exposure showed

a significantly higher killing activity of AEP when compared to AET, and AEE (P < 0.01).

5. Effects of secondary metabolites and Pickering-EO emulsions on the oxidative

balance of planktonic cells

The chamomile Cpe showed an increment of ROS, peroxide, and superoxide generation in both
Gram-positive and negative bacteria when compared to Cgo and Cgtin 60 min (P < 0.01).
Higher superoxide radical (O2™") generation was observed in C. glabrata, C. guilliermondii, and
C. parapsilosis compared with other tested Candida spp. after the treatment with Ar and Sc for
60 min. The overall Oz generation induced by Ar was found to be significantly higher than
that of Sc.

Also, the Artemisia AEP caused an effective increase in the combined ROS, peroxide, and
superoxide generations as well, in both Gram-positive and negative bacteria and fungi when
compared to AET and AEE (P < 0.01). The AEE has generated a three to four-fold increment

in oxidative stress compared to the growth control (Gc).

6. Effects of captured EOs and secondary metabolites on the microbial

planktonics’ behavior

6.1. Changes observed in the microbial viability

Our findings suggest that complexed peppermint oil is less effective in killing S. pombe when
compared to the percentage of dead/compromised cells of E. coli and S. aureus at the same
concentration. Thyme oil was found to be more effective in killing 90% of cells in all three
cases followed by citral which showed 90% inhibition.

The Cpe also significantly decreases the viability of the tested bacteria and fungi when compared

to Gc after 16 and 36 h of treatments in bacteria and fungi respectively (P < 0.01), whereas
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Crso and Cet were less effective than Cpe with mean percentage viabilities of >60% and 70%,
respectively.

Ar and Sc showed a reduction in viability around <50% after 8 h of treatment on C. parapsilosis
and C. krusei compared with the controls used for the study (P < 0.01).

The 50% reduction in the viable cell population was reached at an average of 9.9 £ 0.71 h and
17.09 + 0.45 h in the case of the Gram-positive and -negative bacteria, and fungi under AEP
exposure. A delayed effect was observed in the case of AET to initiate a 50% mean non-viability

in the microbial populations when compared to AEP (P < 0.01).

6.2. Effects on metabolic activity and colony formation

Fifty percent of cell death occurred by Cpe at 16 and 36 h in the case of bacteria and fungi and
was most effective in reducing living colonies in the case of C. albicans after 48 h of treatment.
At an average of a two-fold higher concentration, Cgt was able to show a killing effect compared
to Cpe (P < 0.01).

Ar and Sc showed an average reduction in the metabolic activities of tested Candida spp. to
two-fold after 8 h of treatment followed by three-fold after 16 h of treatment when compared
with their respective controls. A prominent reduction of <50% of the planktonic cell population,
when compared to the controls, was also observed in the case of C. glabrata, C. guilliermondii,
and C. parapsilosis after 16 h of Ar, Sc, and caspofungin antifungal (Cs) exposures.

A significant 50% decrement in the metabolic activity and colony-formation was observed in
the case AEP treated bacteria and fungi respectively. The AET treatment showed a significant

delay in reducing metabolic activity by 50% when compared to AEP treated samples (P < 0.01).

6.3. Changes in the microbial intracellular ATP by Artemisia EO Pickering emulsion
Although no significant change in the total protein content (TP) over time in the planktonic
cells was observed, a significant 60% decrement in the ATP/TP ratio was found in the case of
the AEP treated samples when compared to the 0 h samples (P < 0.01).

7. Effects of secondary metabolites and Pickering-EO emulsions on mature

Candida biofilms

7.1 Effects on total biofilm biomass and viability

Our results demonstrated that Ar is more effective in disrupting the preformed complexed,
extracellular matrix-covered biofilm structure and killing the sessile (surface-attached) cell
population as well compared to Sc at their respective MEC1o concentrations after 24 h exposure.
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On the other hand, Sc treatment showed a dramatic decrement in the total biomass including
cell loss from the polystyrene surface in the case of C. albicans, C. dubliniensis, and C.
glabrata.

A significant 40% reduction in the metabolic activity of the AEP treated mature biofilm-

attached Candida species after 24 h was observed when compared to Gc.

7.2. Effects of Artemisia EO-Pickering emulsion on Candida biofilms’ intracellular ATP
and total protein contents

The AEP treated samples have shown a significant reduction in the metabolic activity and
intracellular ATP production after 24 h in the mature Candida biofilms, when compared to AET
and AEE treatments (P < 0.01). Total protein (reflecting the number of cells, TP) did not change
significantly during the treatments, but a significant 60% reduction of the ATP/TP ratio was
found in the case of the AEP treated mature biofilm-attached Candida samples when compared
to the Gec (P < 0.01).

V. DISCUSSION

The TAC of the essential oils and their components encapsulated in RAMEB showed 35-40%
higher stability than the previously reported data [2,3,5], which suggests that the inclusion
complex with RAMEB may protect the active components of the essential oils against the effect
of reactive oxidative environments. The validity of the live/dead microbial discrimination plate
reader method was verified by flow cytometry using identical fluorescence staining conditions.
Our results support the idea that RAMEB-EO inclusion complexes could overcome the
limitations of essential oils’ application in food industry by reducing their volatility and losses
during food processing or storage and enhancing their radical scavenging and antimicrobial
activity.

Using Pickering nanoemulsion formulation of chamomile EO (Cpe) we observed higher
microbial growth inhibitory action of Cpe and consequently lower MICs compared to classical
Crso and Cgt formulations. The Cpe was able to generate higher oxidative stress compared to the
conventional emulsion and ethanolic solution followed by metabolic interference and cell wall
disruption and finally caused cell death at sub-inhibitory concentration [8].

Data presented in this study suggest the induction of apoptosis-like processes in the tested
Candida spp. that may be due to the accumulation of reactive oxygen species (ROS) that induce

or regulate the apoptosis in yeasts [4,6]. Our novel multiparametric evaluations have more
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precisely highlighted the fungal susceptibility, killing ability in planktonic cells and inside the
mature biofilm as well, compared with those of the classical proliferation assays [5].

Based on our analyses, Artemisia EO nanoemulsion (AEP) has shown stronger antimicrobial
activity (MICs) at lower concentrations compared to that of detergent and ethanolic
solubilizations (AET and AEE). Our data also suggest an effective microbial killing activity of
AEP on selected bacteria and fungi. Overall, our findings demonstrated that the AEP
formulation facilitates the penetration of Artemisia essential oil through Candida biofilms and
cells, inducing oxidative stress and disruption of the cell membrane integrity due to the high

adsorption efficacy of Pickering nanoemulsion droplets.

VI. SUMMARY, NOVEL FINDINGS

e We have developed thermodynamically stable novel cyclodextrin based essential
oils/component complexes with high encapsulation efficiency. As a result, we could
produce more reliable and sustainable data for the antioxidant and antimicrobial
analyses of encapsulated various essential oils/pure components.

e We have developed and optimized a rapid microplate live/dead microbial viability assay
technique using a fluorescent double-staining method. The assay was validated by flow
cytometry, and we successfully established the protocol for a fast, reliable, and high
throughput antimicrobial analysis.

e We were able to increase the antioxidant and antimicrobial potentials of various
essential oils/components with the cyclodextrin encapsulation when compared to their
un-complexed forms. The total antioxidant capacity and the antimicrobial properties of
the RAMEB encapsulated EOs and their components were 5-6 times higher than those
of the uncaptured EOs.

e We have successfully created surface-modified silica nanoemulsion based formulations
of the essential oil(s) along with their components and plants’ secondary metabolites for
their enhanced aqueous solubility and better characterization of their biological
properties.

e We were able to characterize the antimicrobial effects of essential oils and pure plant
extracts at their Minimum Effective Concentrations (MEC1) by various methods
(metabolic activity, oxidative stress, live/dead discrimination assay, killing activity vs.
exposure time). Based on our results, the Pickering EO nanoemulsions have shown
higher growth inhibitory actions at lower MIC compared to the apolar solvent and
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conventional detergent-based formulations. Furthermore, at the minimum effective
concentrations (MECao), the Pickering EO nanoemulsions were able to generate 3-5
times higher cellular oxidative stress followed by metabolic interference and cell wall
disruption.

We have investigated the antimicrobial and anti-biofilm actions of artemisinin and
scopoletin (secondary metabolites of Artemisia annua L.) and have revealed their
effects on cellular viability, metabolic activity, and oxidative stress balance of microbial
biofilms and planktonics, as well. Our data suggest that the MEC1o concentrations of
the treating compounds are effective to initiate oxidative imbalance and reducing
metabolic activities followed by the induction of apoptosis-like process in the tested
Candida species.

We have introduced several multiparametric fluorescent techniques to overcome the
challenges associated with the measurements of the antimicrobial assay of the Artemisia
annua L. Pickering EO nanoemulsions (AEP) on biofilms and on planktonics, and have
investigated their possible mode of action (metabolic activity, oxidative stress, live/dead
discrimination assay, and intracellular ATP/total protein content). An effective
microbial killing activity has been observed in the case of AEP when compared to the
conventional detergent and apolar solvent-based formulations. Overall, our
observations demonstrated that the Pickering nanoemulsions facilitated the Artemisia
annua L. essential oil to penetrate through the biofilms and the cells, inducing oxidative

imbalance and disruption of the cell wall integrity.
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