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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ATCC: American Type Culture Collection (amerikai tipustorzs gytijtemény)
BHI: brain heart infusion (agy-sziv tapoldat)
CFU: colony forming unit (telepképz6 egységek szama)

GC-MS: gas chromatography-mass spectrometry (gazkromatogréafias analizis
tdmegspektrometrias detektalassal)

GC-FID: gas chromatography-flame ionization detector (gazkromatografias analizis

langionizacios detektélassal)

DSM: German Collection of Microorganisms (német torzstipus gyiijtemény)
MIC: minimal inhibition concentration (minimalis gatldé koncentracio)
MTT: 3-[4,5dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolium-bromid

Rf: retencios faktor

tr: retencios id6

SZMC: Szeged Microbiological Collection

QS: quorum sensing



1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Az antibiotikum-rezisztencia, amely tobbek kozott Osszefliggésben van a baktériumok
biofilmképz6 sajatossagaval, napjainkban rendkivil sok probléméat okoz az egészsegugyben. A
legtobb kronikus fertézés hatterében az all, hogy a baktériumok biofilmbe rendezédve sokkal
ellenallobbak a kedvezdtlen kornyezeti hatasokkal szemben, igy a fert6tlenitdszerek,
antibiotikumok nem alkalmasak a visszaszoritasukra. Ennek Kikliszobdlése érdekében sziikség
van Uj, hatékony szerek kutatasara. Az ill6olajok antibakterialis hatasa régéta ismert, am ahhoz,
hogy kell6 biztonsaggal alkalmazhassuk 6ket, elengedhetetlen hatasmechanizmusuk alapos
vizsgalata, az antibakterialis hatdshoz szilkséges ddzisuk pontos meghatarozasa, és ezek
igazolasa megfeleld mikrobiologiai vizsgalatokkal. Kutatasunk soran célul tliztiik ki, hogy
alatamasszuk négy illdolaj (a borsmenta, a fahéjkéreg, a kakukkfii, €s a szegfiiszeg), és
fokomponenseik (a mentol, a fahéjaldehid, a timol, és az eugenol) antibakterialis, valamint
biofilm képzddést gatld hatasat léguti megbetegedéseket okozo baktériumtorzsekkel szemben.
Fontos megemliteni, hogy az eddig megjelent publikaciok tobbségében nem léguti patogének
ellen vizsgaltak az illéolajok és komponenseik antibakterialis hatasat. A bakterialis léguti
megbetegedések jelentés térhoditasat leginkabb az antibiotikum-rezisztencia terjedese,
valamint a bakterialis biofilmek kialakulasa eredményezi. A baktériumok biofilmbe
rendezOdve sokkal ellenallobbak a kedvezdtlen kornyezeti tényezdkkel szemben, pl. a
fertdtlenitoszerekkel, antibiotikumokkal szemben, a pH kedvezdtlen valtozasat ¢és a
hémérsékleti tényezok szélsdséges ingadozasat is jobban ,kivédik™ ily modon. A biofilm egy
olyan védelmi struktdra, amely a baktériumsejteket korilvéve olyan mechanikus és
funkcionalis barriert képez, amely nehezen erradikdlhaté a jelenleg alkalmazott terapias
lehetdségekkel (pl. antibiotikum adésaval). Mindemellett a biofilmképzédés az antibiotikum-
rezisztencia kialakuldsat nagymértékben segiti, hiszen a biofilmet 4ttord antibakterialis szerek
minddssze arra elegenddk, hogy rezisztenciat alakitson ki vele szemben az adott torzs. A tények
azt mutatjak, hogy a kronikus betegségek kialakulasanak hatterében a fent emlitett tényez6k
allnak (Singh et al., 2017). Ebbdl kovetkezéen elengedhetetleniil fontos a szintetikus
hatéanyagok mellett a természetes anyagokat is vizsgélni, amelyek lehetdvé teszik a bakterialis
biofilmek képzddésének megeldzését és/vagy visszaszoritasat. A ndvényi illoolajok
alkalmazasa nem ujkelet(i, hiszen mar a kdzépkor Ota széles korben hasznaljak Oket. Ezért
alkalmasnak bizonyultak jarvanyok elleni védekezésben, hasznaltdk Oket laz, fejfajas és
kohogés csillapitasara, s6t a vallasi életben is fontos szerepet toltdttek be (Burt, 2004).

Napjainkban az illoolajok iranti érdeklédés ujra reneszanszat €li, hiszen egyre tObben fordulnak



a természetes anyagok hasznalata felé. Azonban ahhoz, hogy az illoolajokat kell6
hatékonysaggal és biztonsaggal lehessen hasznalni, nélkiilozhetetlen az €16 sejtre, szervezetre
gyakorolt hatasuknak alapos megismerése.

A fenti tények alapjan vizsgalataink sordn a borsmenta, a fahéjkéreg, a kakukkfii és a
szegfiiszeg illdolajok antibakteridlis, valamint biofilm képzddésre gyakorolt hatasara
fokuszaltunk in vitro mikrobioldgiai modszerek segitségevel. Az illdolajokat egyrészt gyakori
hasznalatuk miatt, masrészt a PTE GYTK Farmakognoziai Intézet Ill6olaj Kutatocsoportjanak
eldzetes vizsgalati eredményei alapjan valasztottuk ki (Acs et al., 2018). Mivel az illdolajok
lipofil karaktertiek, ezért olyan technologiai fejlesztéseket is végeztiink, amelyekkel az
ill6olajok biohasznosulésa, bioldgiai hatasa javithatd. A mikrobioldgiai vizsgalatokba leguti
baktériumokat vontunk be. Kisérleti eredményeink megfelelé alapot biztosithatnak az

illoolajok antibakterialis szerként valo alkalmazéséhoz

Munkank elején az alabbi célok keriiltek megfogalmazasra:

Az altalunk vizsgalt ill6olaj mintak (borsmenta, fahéjkéreg, kakukkfii, szegfiiszeg)
Osszetételének meghatarozasa GC-MS (gazkromatografia-tomegspektrometria), GC-

FID (langionizacios detektorral kapcsolt gazkromatografia) technikakkal.

e Az illbolajok és komponenseik antibakterialis hatdsdnak vizsgalata direkt
bioautografias rendszerben. Mivel kiilonleges tapanyagigényli baktériumok is részét

képezték a kutatasunknak, igy ennek a modszernek az optimalizalasara is szlikség volt.

e Preparativ rétegkromatografia Kkivitelezése annak érdekében, hogy pontosan

meghatarozzuk, mely illoolaj komponensek tehet6k feleldssé az antibakterialis hatasért.
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mikrodilUcios rendszerben a vizsgalatokba bevont tesztbaktériumok ellen.

e A négy leggyakrabban alkalmazott és vizsgalatainkba bevont ill6olaj (borsmenta,
fahéjkéreg, kakukkfli, szegfiiszeg) biofilm képzddésre gyakorolt hatasanak

tanulmanyozasa .



Mivel az illoolajok lipofil karaktertiek, vizes bazisti bakteridlis rendszerekben
vizsgalatuk nehézseégbe Utkozik. Ezért a jobb biohasznosulas érdekében, az illdolaj

mintaink nanotechnoldgiai formulalasa is célunk volt.

A nanotechnoldgiai mddszerrel becsomagolt (Pickering-emulziés) és az alkoholos
valamint Tween segédanyaggal készilt illoolaj mintak biofilm képzodésre kifejtett
hatdsanak 6sszehasonlitasa.

A baktériumok quorum sensing rendszereken keresztil képesek kommunikalni
egymassal, igy segitve el az ellendlloképességiik fokozasat. Céljaink kozt szerepelt az

illéolajaink anti-quorum sensing hatasénak tesztelése.

Scanning elektromikroszkopos felvételek készitése, annak érdekében, hogy
egyértelmiien megallapithatd legyen az illdolaj mintak biofilm képzddésre gyakorolt
hatasa.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. A bakteridlis léguti megbetegedések jellegzetességei

A human légutak két részre oszthatok: a fels¢ légutakra, beleértve a szajiireget, a
mandulékat, a gégét és az orrgaratot, valamint az als6 1égutakra, amely a légcsovet, a horgoket
és a tiid6lebenyeket foglalja magaba (Rytter et al., 2020). A fels6 légutakba bejuto baktériumok
nagy része nem okoz fert6zést, azonban, mint kockazati tényez6k hozzajarulhatnak a patogének
elterjedéséhez és killonb6zo szovédmények kialakulasahoz (Bogaert et al., 2004; Deék, 2013).
A fels6 légutak szamos fontos fizioldgias funkciot latnak el, mint példaul a belélegzett levegd
sziirését, melegitését és parasitasat (Jones et al., 2001; Kumpitsch et al., 2019). Az als6 légutak
allandd sajat flérdval nem rendelkeznek (Deak, 2013), de hajlamositd tényezd esetén
baktériumok és mas mikrobadk megtelepedesi pontjava valhatnak, ezért jelentés klinikai
kovetkezmenyek kialakulaséaért lehetnek felelosek (Rali et al., 2016). Egyes hajlamosito és /
vagy Kkockazati tényez6k hozzajarulnak kiilonbozo fert6zések kialakulasahoz. Ezek kozé
tartozik az életkor, az immunologiai allapot, és a kiilonboz6 kornyezeti hatasok (Miyashita et
al., 2018; Soodaeva et al., 2020). A légutakban leggyakrabban el6forduld baktériumok a
kovetkezOk: Haemophilus influenzae, H. parainfluenzae, Chlamydophila pneumoniae,
Moraxella catarrhalis, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, tovabba
Klebsiella pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Chlamydia
trachomatis valamint Staphylococcus aureus, Actinomyces israelii, Yersinia pestis, végul
Francisella tularensis és Bacillus anthracis (Costello et al., 2009; Bassis et al., 2014; Shilts et
al., 2016; Stearns et al., 2015; Rytter et al., 2020). Fontos kiemelni, hogy a légutakba kerilt
baktériumok nem feltétlendl a kolonizalt terlileten okoznak problémat, hanem a légutak egyéb
terlileteire vagy a légutaktol flggetlen szervekbe is eljuthatnak, helyi gyulladast indukalva. A
S. pneumoniae, a Neisseria meningitidis, a H. influenzae és a H. parainfluenzae leggyakrabban
a garatban ¢és az orrgaratban figyelhetd meg, de a S. pneumoniae, és a Haemophilus nemzetseég
tagjai gyulladast a kozépfiilben okoznak, a N. meningitidis pedig a véraram Utjan a kézponti
idegrendszerbe jutva agyhartyagyulladast okoz (Deék, 2013). A légutakban kialakul6 kérképek
leggyakoribb bakterialis patogénjeit az 1. tablazat foglalja 6ssze (Abreu et al., 2012; Deak,
2013; Coburn et al., 2015; Kumpitsch et al., 2019; Rytter et al., 2020).



1. tdblazat: A légutakban kialakuld korképek leggyakoribb bakteriélis patogénjei

Korkeép Baktériumok

Otitis media — kozépfill- S. pneumoniae, H. influenzae, H. parainfluenzae, M.

gyulladas catharrhalis, S. mutans, S. aureus, P. aeruginosa
Sinusitis - S. pneumoniae, H. influenzae, H. parainfluenzae, M.
arctireggyulladas catharrhalis, S. aureus
Felso o "
légutak Fharyngitis - S. pyogenes
garatgyulladas Pyod
Tonsillitis - S. pyogenes, C. diphthteria, N. gonorrhoeae, C.
mandulagyulladas trachomatis
Laryngitis - H. influenzae, H. parainfluenzae, S. pneumoniae, S.
gegegyulladas aureus, M. catharralis, M. pneumoniae, K. pneumoniae
H. influenzae, H. parainfluenzae, S. pneumoniae, M.
Bronchitis - horghurut catharralis, M. pneumoniae, C. pneumoniae, L.
Alsd pneumophila
légutak
. H. influenzae, S. pneumoniae, M. pneumoniae, K.
Pneumonia -
tiidégyulladas pneumoniae, P. aeruginosa, C. burnetii, Chlamydia sp.

A léguti bakterialis fertézések visszaszoritasa érdekében antibiotikummal torténd kezelés a
legelterjedtebb megoldas. Am az antibiotikum talhasznalatnak koszonhetSen egyre tobb
multirezisztens baktériumtorzs jelent meg (GBD, 2016; WHO, 2019; Rytter et al., 2020).
Fontos megemliteni, hogy a léguti fertézések leggyakrabban viralis eredetiick. Ennek ellenére
elterjedt jelenség barmely eredetli 1éguti megbetegedés kezelésére antibiotikum kura javaslasa.
Az antibiotikum-rezisztencia elterjedésének hatterében az antibiotikum tulhasznalat mellett,
azok indokolatlan alkalmazasa all. Indokolt esetben, bakterialis fertozés esetén a kdvetkezo
antibiotikum kezelések javasoltak. A torok és/vagy mandulagyulladast legtdbb esetben S.
pyogenes eredményezi, célszerti oralis, illetve parenteralis B-laktam antibiotikum 10 napig tarto
kezelését javasolni. B-laktam allergia esetén kivalthatok makrolidok alkalmazéasaval. Az
antibakterialis kezelés elmulasztasa jelentdsen noveli az Ugynevezett post-streptococcalis
szovodmények, azaz a Streptococcus sp. altal eredményezett feliilfert6zodés kialakulasanak

veszélyét. A bakteridlis kozépfillgyulladasok kezelésében elsésorban az amoxicillint részesitik



elonyben, bar sok esetben a fertézésben részt vevo torzsek rezisztenciat mutatnak. A kezelés
altaldban hatasos még mérsékelten B-laktdm rezisztens Pneumococcus torzsek esetén is, de nem
hat a B-laktamazt termeld Haemophilus torzsekre. A kronikus otitis média, sinusitis esetek
kezelése sokkal nehezebb, nem ritkdn igényel Uregi atoblitést, sebészi beavatkozast.
Kdzdsségben szerzett, egészseges paciens tiidégyulladasa esetén elsésorban doxycyclin vagy
azythromycin, clarythromycin ajanlott. Abban az esetben, ha egyéb betegségek is jelen vannak
(pl. kronikus obstruktiv tiidobetegség (COPD), diabetes) moxifloxacin, levofloxacin a javasolt,
amennyiben a beteg allapota hospitalizaciot indokol. Aspiracios pneumonia esetén a kezelésnek
mindenképpen ki kell terjednie az anaerob mikrobédk iranyaba, amire a clindamycin a
legalkalmasabb. A koérhazban szerzett tiidégyulladasok kezelése, a gyakori antibiotikum-
rezisztencia miatt gyakran nehézségekbe Utkdzik. Tud6gyulladas terdpia esetén javasolt
antibiotikum csoportok: tetracyclinek, makrolidok, 4. generacios fluorokinolonok (Deak,
2013). Az antibiotikumok tulzott hasznalata szamos rezisztens baktériumtdrzs megjelenését
eredményezte (Ginat, 2015; Kumpitsch et al., 2019; Rytter et al., 2020).

2.2. A bakterialis biofilmek jelentosége

A mikrobidlis biofilm nem mas, mint mikrobasejtek 6sszessége, amelyet sajat maguk altal
termelt polimer matrix vesz korul. A biofilmeket Iétrehozhatjak baktériumok, virusok, gombak,
akar monomer, akar polimer kultiraként. A biofilmek k6z0s jellemzdje, hogy erdsen kotédnek
a felulethez, amelyen megtapadtak. Gyakorlatilag barmilyen fellleten megfigyelheték,
milanyagok, kavicsok felszinén, lefolydban, tovabba human szervezetben nyéalkahartyan
gyakran, szovetekben, valadékban ritkabban (Costerton et al., 1981; Costerton et al., 1987,
Costerton et al., 1999; Hoiby, 2017; Vestby et al., 2020). A bakterialis biofilmek kezdetleges
vizsgalata az 1700-as évekig nyulik vissza. Anthony van Leeuwenhoek 1683-ban leirta, hogy
bizonyos mikrobialis egységek képesek hartyat képezni (Dobell, 1960; Hoiby, 2014; Hoiby,
2017), késobb Louis Pasteur mar megfigyelte azt is, hogy a baktériumok csoportokba
rendezddve Osszeallt egységeket, azaz aggregatumokat alkotnak (Pasteur, 1864). A
baktériumok biofilm vizsgalata az 1970-es évekig nem volt népszerii. Ezt kovetéen Nils Hoiby
osszefiiggést vélt felfedezni a tartds fertdzések és a baktériumok biofilm kozossége kozott. Igy
nyilvanvalova valt, hogy a bakterialis biofilm szamos klinikai korkép kialakitasaban vesz részt,

kiilonosen a kronikus fertézésekben van szerepe (Hoiby & Axelsen, 1973; Hoiby,



1974;Costerton et al, 1999; Bjarnsholt et al., 2009; Stoodley et al., 2009; Bjarnsholt, 2013;
Hoiby, 2017). Az els6 bizonyiték a bakterialis biofilmek jelenlétére, egy P. aeruginosa
bakterialis biofilmrél késziilt elektromikroszkopos foto volt (Hoiby, 1977).

Az els6 tanulmany, amely Osszefliggést allapitott meg a bakterialis fert6zések legyozése,
valamint a biofilmképz6 képesség kozott 1985-ben jelent meg. Ekkor mér vizsgalatok
rezisztencia €s a biofilm jelenléte kozti kapcsolatra, a planktonikus forméakhoz képest
megfigyelhetd ellenalloképesség fokozddasara (Nickel et al., 1985). Costerton munkassaganak
jelentdsége vitathatatlan, hiszen ¢ volt az, aki felismerte a biofilmek jelentdségét, a biofilmek
altal eredményezett egészségligyi probléméakat, valamint a bakteridlis biofilmek
eredményeképpen kialakul6 kérképek kezelésének nehézségeit. Ennek érelmében 1996-ban
megszervezte az els6 biofilm témaji eléadasokat és kutatasokat bemutatd konferenciat (ASM
Biofilm Conference, Snowbird, Utah, USA, 1996), amely sordn egylittmikddéseket
kezdeményezett szamos orvos és mikrobiologus kutatdval. igy egyre tobb kutatocsoport kezdett
el foglalkozni a bakterialis biofilmek kérdéskorevel. Biofilmek nemcsak €16 szervezetben
(nyalkahartya felszinén, hamsejtek felszinén, szdvetstruktdrakba agyazodva) johetnek létre,
hanem mas fellileten is. Felismerték, hogy az orvosi eszkdzok felliletén (intubalocsovek,
kardiovaszkularis eszk6zok, izuleti protézisek, katéterek) megtapado és biofilmbe rendez6d6
baktériumok a korhazi fert6zések nagy részéért felel6ssé teheté (Dibartola et al., 2017). A
biofilmek felderitése, miikodésiik alapos megismerése €s jelentdségiik alatdmasztisa egyre
nagyobb térhoditast nyert (Costerton et al., 1995; Bjarnsholt et al., 2012). A tudomanyos
kutatasok eszkozeinek fejlodésével egyre részletesebb képet kaptak a kutatok a kiilonb6zo
bakterialis biofilmek miikodésérdl (Whiteley et al., 2001; Bagge et al., 2004; Hoiby, 2017), és
azok antibiotikumokkal szembeni ellenalloképességérdl (Ceri et al., 1999; Wang et al., 2013).
Ismertté valt, hogy a biofilm matrixba agyazott sejtek képesek olyan fenotipus expresszalasara,
amelyek nagymértékben eltérnek planktonikus formaiktol, és specifikus tulajdonsagokat
mutatnak, példaul nemcsak antibiotikum-rezisztenciat, hanem baktericid (fert6tlenité szer)
kezelésekkel szembeni fokozott ellenallast (Nett et al., 2008; Wong et al., 2010). A bakterialis
biofilmek jelentéségét igazolja, hogy a European Society for Clinical Microbiology and
Infectious Diseases (ESCMID; Eurdpai Klinikai Mikrobioldgiai és Infektoldgiai Tarsasag)
létrehozott egy Study Group for Biofilms nevii kutatasi részleget. Folyamatosan zajlik a
biofilmekkel kapcsolatos kutatdsi eredmények bemutatdsa a biofilmek témajat feloleld
konferencidkon: Utah, 1996; Montana, 2000; Mallorca, 2007; Roma, 2009; amelyek ezt

kovetden évente megrendezésre keriilnek (Hoiby, 2017). Igy lehetévé valik a legajabb kutatasi



iranyvonalak gyors és hatékony ismertetése, hiszen az elmdlt 50 évben vilagossa valt, hogy
rendkiviili hangsulyt kell fektetni a bakterialis biofilmek megismerésére, megeldzésére,

valamint visszaszoritasara (Hoiby et al., 2015; Hoiby, 2017).

2.2.1. A bakterilis biofilmek kialakulasa

A bakterialis biofilmek kialakuldsdnak legfontosabb mechanizmusa maga a tapadasi
folyamat. Mind biotikus mind pedig abiotikus feliileten elindulhat a biofilm képzddésnek az
elsé szakasza (O’Toole et al., 2000). A biofilmek kialakuldsat az 1. abra szemlélteti.

i‘
)
v Nge X

letapadas érési folyamatok lejatszodasa levalas

1. abra A biofilm kialakulasanak folyamata (Maunders & Welch, 2017)

Elsd 1épésben a planktonikus sejtek tapadnak le az adott feliiletre, amely a kiilonbozd bakteridlis
fuggelékek (fimbria, pilus, flagellum) segitségével valosul meg (Maric & Vranes, 2007). A
kiillonboz6 kornyezeti hatasok és tényezOk (felillet tipusa, hémérséklet, nyomas)
befolyasolhatjak a kitapadas folyamatat (Karatan & Watnick, 2009). Egyes esetekben a
sejtfelszini hidrofobitas is jelent6s befolyasold erével birhat, hiszen amikor a kitapadas egy
hidrofob, nem polaros felszinen zajlik, akkor a fellilet és a baktériumok kozotti hidrofob

kolesonhatas csokkenti a koztiik 1€vo taszitd erdt (Tribedi & Sil, 2014). A feliilethez torténd



tapadas kapcsan fellép6 fizikai hatasok k6zé a van der Waals kolcsonhatas, a szterikus-, és
elektrosztatikus kolcsonhatasok sorolhatok (Garrett et al., 2008). A biofilm fejlodésének és
kialakuldsanak kezdeti szakaszdban a bakterialis sejtek letapadasat kezdetben laza
kdlcsonhatasok biztositjak, amelyekhez esetleg sejtfelszini strukttrak tarsulnak. Ezt kovetGen,
ahogy egyre tobb sejt vesz részt a biofilm kialakitdsdban, egyre er0sebben és specifikusan
tapadnak az adott fellilethez (Hall-Stoody et al., 2006). Az érési folyamatok megkezdésével
kialakul a baktériumsejtek kozotti kommunikécié, amely génexpresszios valtozésokat
eredményez. Fontos lépés, hogy ebben a szakaszban a biofilmet alkotd sejtek megkezdik az
extracellularis matrix szekréciéjat, amely rendkivil fontos szerepet tolt be mind az
antibiotikumokkal és fert6tlenit6szerekkel szemben mutatott védekezés, mind pedig a biofilm
fizikalis 6sszetartasanak fokozasa terén (Davies et al., 1998; Vasudevan et al., 2014; Gupta et
al., 2016). A folyamatosan névekvo biofilm, tobbréteglivé valik, vastagsaga 10 um-t is elérheti
(Gupta et al., 2016). Ebben a szakaszban a P. aeruginosa altal termelt harom poliszacharid az
alginat, a Pel (glukdzban gazdag poliszacharid) és a Psl (pentaszacharid), amelyek nagyon
fontos szerepet tOltenek be a biofilm stabilizalasa soran (Colvin et al., 2011; Franklin et al.,
2011). A matrixban a poliszacharidok mellett az extracellularis DNS is megjelenik, amely
szintén stabilizalé szereppel bir. Vizsgalatok tamasztjak ala, hogy a P. aeruginosa kezdeti
stadiumban 1évé biofilm egységei sokkal érzékenyebben reagalnak a DNaz kezelésre, mint az
érett biofilmek (Gloag et al., 2013; Whitchurch et al. 2002). A folyamatos ndvekedésnek
koszonhetden a biofilm vastagsaga ennek a fazisnak a végére elérhetia 100 um-t is. A biofilmet
felépitd baktériumok elkezdik 0sszehangolt miikddésiiket, anyagcesere, novekedés valamint a
védekezés tekintetében. Igy lesz a fejloddésben 1év6 bakterialis biofilm egyre ellenallobb a
kedvezddten kornyezeti koriilményekkel szemben (Davey & O’toole, 2000). Tehat az érés ezen
szakasza magaba foglalja a sejtek aggregalodasat, mikrokolonidk kialakulasat, az 6sszetapadt
sejtek novekedését, valamint Gsszehangolt mikodését. Az utols6 szakasz - és egyben a
legfontosabb a szervezet kronikus megbetegedéseit tekintve -soran diszperzié jatszodik le,
vagyis a biofilmek levalnak az adott feliiletr6l. Ebben a szakaszban a bakterialis biofilm képes
arra, hogy a levalast kovetden masik feliileten is megtapadjon. Ebben a fazisban a biofilmet
alkotd bakterialis sejtek olyan enzimeket termelnek, amelyek megtérik a poliszacharidok altal
stabilizalt biofilm egységet, igy lehet6vé valik a letort biofilm darab helyvaltoztatasa (Hall-
Stoody et al., 2006; Otto, 2013).
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2.2.2. A bakterialis biofilmek felépitése

A bakterialis biofilmek specifikus, 0sszetett és bonyolult struktirék, amelyek minden
baktériumtdrzs esetén eltérést mutatnak. Azonban vannak olyan kardinalis jelent6ségt felépitd
egységek, amelyek a biofilmformaba rendez6dott baktériumsejtek ellenalléképességét
fokozzak. Ezek az eddig vizsgalt baktériumtorzseknél nagyfoku hasonlésdgot mutatnak. A
strukturalis épit6kovek miikodésiiket tekintve eltéréek, viszont funkcidjukat tekintve azonosak,
hiszen a védelmi feladat ellatasara iranyulnak (Rodis et al., 2020). A legnagyobb problémat a
biofilmek fokozott antibiotikum-rezisztencidja és a fert6tlenitészerekkel szembeni
ellenalloképessége jelenti (Bressler et al., 2009; Vestby et al., 2009). A legfontosabb felépitd
egységek kozé a glikokalix, az extracellularis matrix (az extracellularis DNS-el), valamint
kiilonb6z6 fehérjék tartoznak (Branda et al., 2005; Hoiby et al., 2010a; Flemming & Wingender
et al., 2010).
A Dbiofilmek egyik legalapvetdbb és legfontosabb strukturalis jellemzéje, hogy a
baktériumsejtek meglehetdsen kozel helyezkednek el egymashoz. Ez mar 6nmagéaban eldsegiti
a tulélést, hiszen a horizontalis géntranszfer folyamata gyorsan és konnyen lejatszédhat. A
baktériumsejtek plazmidok segitségevel képesek rezisztencia gének atadasara, fokozddik az
antibiotikum-rezisztencia, amely megneheziti a kezelést (Lewis et al., 2001; Hall et al., 2017).
A 0,2-1 pm vastagsdgu glikokalix minden bakterialis biofilm fontos része, amely
glikoproteinekbdl és poliszacharidokbdl all. A van der Waals-erdk, valamint a hidrogénhidak
teszik lehet6vé a glikokalix altal a biofilmek erds tapadasat az adott feliilethez. A glikokalix
megakadalyoza, hogy antibakterialis szerek bejussanak a biofilmbe, a baktériumsejtek kozé,
igy valosul meg az a folyamat, amely soran a baktériumok képesek ellenallni az
antibiotikummal illetve fert6tlenitészerekkel valo kezelésnek. Mindemellett a glikokalixban
felhalmoz6dd baktérium altal termelt enzimek, illetve fehérjék is akadalyozhatjak az
antbibiotikum hatasat (Sutherland, 2001; Leid et al., 2009; Flemming et al., 2010). A glikokalix
egységén beliil extracellularis matrix figyelheté meg. A matrix a biofilm elsé alkotoeleme,
amellyel az antibiotikum érintkezésbe lép, amennyiben a glikokalixon atjut. A matrix egy
jelent6s barrier, mivel az antibiotikumnak be kell hatolnia egy vastag réteg exopoliszacharid
rétegbe, annak érdekében, hogy az a bakterialis DNS és fehérjék tertletéig be tudjon hatolni.
Amennyiben a glikokalix és a matrix képes a bejutd antibiotikum egy részét ,.eliminalni”, a
bakterialis egység belsejébe minddssze annyi antibiotikum jut be, amennyi arra elegendd, hogy
rezisztencia alalkulhasson ki az adott szerrel szemben (Fletcher et al., 1992; Taraszkiewicz et

al., 2013; Lebeaux et al., 2014). Ez a hipotézis alatamasztast nyert, amikor megallapitottak,
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hogy a szubterpias R-laktam antibiotikum koncentracié P. aeruginosa esetében fokozott
matrix szintézist indukal, amely az antibiotikumokkal szembeni ellenalloképességet noveli. A
P. aeruginosa extracelluléaris polimer anyagaiban a D-gliil6z, D-mann6z és L-ramnoz egységek
mellett R-laktamézok halmozddnak fel. (Hoiby et al., 2010b; Rodis et al, 2020). A matrixot
antibiotikum csapdanak is szokték nevezni, hiszen egy természetes kémiai gatnak mindsiil az
antibiotikumokkal szemben (Hoiby et al., 2010b; Hall et al., 2017), mivel példaul a pozitiv
toltésti aminoglikozid antibiotikumok kotddnek a negativ toltésti extracellularis matrixhoz
(Hoiby et al, 2010b; Rodis et al., 2020). Ezen kiviil a negativ toltést extracellularis DNS egy
természetes poliamin, a spermidin szintézisét és felnalmozodésat eredményezi a sejtfelszinen,
amely védelmet nyujt a polimixinek ellen (Myszka et al., 2012). A sejt feliiletén 1év6 spermidin
megkdti a lipopoliszacharidot (LPS), és stabilizalja a kiilsé membrant az oxidativ stressz és az
antibiotikum karositd hatasaival szemben (Petropoulus et al., 2004; Johnson et al., 2012).
Fontos kiemelni, hogy az extracellularis DNS is el6segiti a horizontalis géntranszfert a
biofilmet felépitd baktériumsejtek kozott, amely lehetdvé teszi a rezisztenia gének gyors
atadasat (Hall et al., 2017). A fenti mechanizmusok és az extracellularis polimer
tulajdonsagainak segitségével a P. aeruginosa altal eredményezett biofilm 1000-szer
ellenallébb a tobramicinnel szemben, a planktonikus formakhoz képest (Rodis et al., 2020). A
K. pneumoniae esetében megfigyelték, hogy az Aaltala Iétrehozott biofilm belsejébe
ciprofloxacin képes behatolni, de hatasat mar nem képes kifejteni (Taraszkiewicz et al., 2013).
Az oxacillin, a cefotaxim és a vankomicin korlatozott mértéekben képes a S. aureus és a S.
epidermidis biofilm barrierjein atjutni, amely tovabbi rezisztencia kialakulasat indukalja (Hall
et al., 2017).

A biofilmek a baktériumok altal termelt enzimeket is tartalmazza, amely segitségével az
antibiotikumok enzimatikus inaktivalasa valésulhat meg. Ezek az enzimek leggyakrabban a
kiilsd teriileteken halmozodnak fel, annak érdekében, hogy az antibiotikumok inaktivaldsat
kovetden, azok ne keriilhessenek be a mélyebb rétegekbe, igy segitve a baktériumok tulélését.
Emellett a kiilonb6z6 enzimek felhalmozodasanak és aktivitasanak koszonhetden a biofilmbe
szervez6dott baktériumok képesek ellenalini a nehézfémeknek (higany, 6lom, réz, krom, ezist),
megndvekedett ellendllast mutatnak aromas vegyiiletekkel, fenolokkal valamint kiilonb6z6
olddszerekkel (pl. formaldehid, etanol, kloroform) szemben is (Cloete et al., 2003; Rodis et al.,
2020). A biofilmek felépitésére jellemz6 tovabba a heterogenitds (Socransky et al., 2002). Ez a
jelenség abban nyilvanul meg, hogy a biofilm belsejében az anyagcsere és a szaporodas lassul,
mivel kevés a tdpanyag és az oxigén, mig a felszinen a sejtek élénkebb anyagcserét mutatnak,

és jobban szaporodnak (Singh et al., 2017). Ez a jelenség 6sszefligg azzal, hogy a periférian
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elhelyezked6 baktériumsejtek nagyobb eséllyel jutnak oxigénhez, amelyet felhasznélva aerob
mddon novekednek. Igy az aerob réteg alatt egy anaerob szakasz alakul ki. Ennek
kovetkeztében figyelhetd meg az azonos fajhoz tartozd baktériumsejtek eltéré mikodése
(Stewart & Franklin, 2008; Dufour et al., 2012). A kronikus fert6zések kialakulasaban az
ugynevezett persister sejtek fontos szerepet jatszanak. Ezek azok a sejtek - a biofilmet felépit6
baktériumsejtek kozil - amelyek a legnagyobb fok( rezisztencidt mutatjdk az
antibiotikumokkal és fert6tlenitészerekkel szemben. Az antibiotikum kezelés befejezése utan
ezek a sejtek szaporodni kezdenek, és Ujra épitik a biofilmet (Admassie et al., 2018). Fontos
kiemelni, hogy a bakterialis biofilmet nemcsak egy baktériumtérzs alkothatja. A kronikus
kdzépfulgyulladadsban a S. pneumoniae és M. catharralis altal Iétrehozott kevert biofilm
figyelhet6 meg, amelyben a S. pneumoniae adja az ampicillinnel szembeni, a M. catharralis
pedig a B-laktdmokkal szemben rezisztenciat (Hall et al., 2017). A bakterialis biofilmek
felépitése es mikodése kozti Osszefliggesek megéllapitasa, valamint  strukturalis
sajatossagainak felderitése segitseget nyujt az elleniik valo védekezés teriiletén. Sok esetben
tovabbra is nehézségekbe (tkdzik a biofilmek visszaszoritdsa, és igy a kronikus
megbetegedések kezelése. Azonban szerkezetilk és az egyes alkotdelemek funkcidinak
ismerete esetén lehetdségiink nyilik 1, célzott hatdsu alternativ terdpias szerek bevezetésére a

biofilmekkel szembeni védekezés érdekeben. A biofilmek felépitéset a 2. abra szemlelteti.
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2. &bra. A biofilm szerkezetének sematikus dbrézolésa. 1: biofilm belsejében 1év6 baktériumok
2: gyorsan szaporodd sejtek a biofilm kiilsé részén figyelhet6k meg, jellemzdjiik, hogy
érzékenyebbek az antimikrobidlis vegylletek hatasaira, 3: A biofilm matrix negativ toltési,
ezaltal lehet6vé valik a kotédés pozitiv toltésti vegyliletekhez, beleértve az antimikrobialis
szereket is, ezzel megakadalyozva, hogy eljussanak a biofilmen bellli sejtekhez. 4: A
perzisztens sejtek nem szaporodnak antimikrobidlis szerek jelenlétében, de nem is pusztulnak
el; ha az antimikrobidlis szert eltavolitjak, képesek Ujra a szaporodasra. 5: A populacié genetikai
és fizioldgiai sokfélesége ndveli a talélés esélyét (Harrison et al., 2005).

2.2.3. A quorum sensing (QS) mechanizmus

Az utdbbi években igazolodott, hogy a bakteriumok képesek kommunikalni egymassal,
amely genexpresszios valtozasokhoz vezet. Ezt nevezzik quorum sensing folyamatnak, amely
a baktériumsejtek kiilonféle fizioldgiai aktivitasat vezérli. A quorum az a minimalis sejtsliriiség,
amely szukseges az inger-valasz rendszer kialakulasahoz, a sensing pedig a folyamatot
szabalyozo jelmolekuldk érzékelését jelenti (Fuqua et al., 1994). Mind Gram-negativ, mind
Gram-pozitiv baktériumok esetén léteznek quorum sensing mechanizmusok, de az altaluk
tovabbitott szignal molekulak eltéréek. A baktériumok a kibocsatott szignal molekulak
segitségével befolyasoljak, modositjak, iranyitjak a biofilmbe rendez6dott baktériumpopulacio
mitk6dését. Amikor a szignal molekulak koncentracidja elér egy olyan kiiszobértéket, amely a
baktériumsejtek siiriségének megfelel, akkor specifikus génexpresszio indul el. A quorum
sensing rendszerek kizarolag akkor miikodnek, ha megfelelé szamu baktériumsejt talalhatd
adott terileten, azaz stiriségfiiggé. A mechanizmus révén lehet6vé valik a fertézések
patogenitasdnak novelése, az antibiotikum-rezisztencia kialakulasa, a szervezet gyulladasos
folyamatainak elinditasa valamint a biofilm folyamatos ndvelése (Singh et al., 2017; Rodis et
al., 2020). Ennek koszonhetden az antibiotikum-rezisztencia kialakulasa felgyorsul (Chioro et
al., 2015; Abdula et al., 2016). Az antibiotikumok alkalmazésa egyfajta szelekciot indukalt, igy
szinte az 0sszes korokozd képes rezisztenciat mutatni (Tacconelli et al., 2018; Cassini et al.,
2019). A brit kormany megbizasabol késziilt vizsgalatok azt vetitik elére, hogy 2050-re az
antimikrobas rezisztencia évente 10 millié halalesetet okozhat (Whiteley et al., 2017; O’Niel et

al., 2020). Ezért rendkiviil fontos olyan szerek felderitése, és optimalizalasa, amely lehet6vé
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teszi a quorum sensing rendszer blokkolasat (Haque et al., 2018; Zhao et al., 2017; Jiang et al.,
2019; Zhao et al., 2020). A bakterialis quorum sensing rendszerek miikodése szabalyozza a
kiillonféle sejtszintii folyamatokat, patogén genexpressziot, toxintermelést, extracellularis
poliszacharid szintézist egyarant (Turan et al., 2017; Bauerle et al., 2018; Wei et al., 2018).
Gram-negativ baktériumok esetében az acil-homoszerin-lakton molekula indukélja a quorum
sensing mechanizmus mikodését, a Gram-pozitiv baktériumoknal oligopeptid szignal
molekuldk a prekurzorok, emellett vannak olyan rendszerek, amelyekben a furan-borat-
diészterek kapnak kulcsszerepet. A prekurzor molekuldk megfeleld sejtstirliség esetén
szekretalodnak, amelyek megjelenése révén a baktériumsejtek szamos virulencia faktort
kezdenek el szintetizalni, ndvelve a patogenitadst (Monnet et al., 2015). Amikor a szignal
molekula koncentracidja elér egy megfeleld szintet - azaz elegendd baktériumsejt vesz részt a
folyamatban - akkor a sejtmembanon 1év6é receptorhoz kotddik, majd a foszforilacios-
defoszforilacidés kaszkadot kovetden transzkripcids mechanizmust indukal, amely legtobb
esetben rezisztencia gének expresszidjahoz vezet (Chen et al., 2016; Papenfort et al., 2016). A
kornyezeti alkalmazkoddoképesség novelése érdekében kialakult biofilm  struktdrak
létrehozasaban a quorum sensing rendszer fontos feladatot lat el. Ekkor indul el a baktériumok
alginat, extracellularis poliszacharidok, toxikus faktorok termelése, ezaltal a baktériumok
biofilm képzése (Zhao et al., 2020).

2.2.4. A bakteridlis biofilmek altal okozott egészséguigyi problemak

A biofilm fertézés soran a szervezet velesziletett, és szerzett immunvalaszai is
aktivalodhatnak, de egyik sem képes a biofilmet kialakitd korokozo visszaszoritasara, ehelyett
az immunvalasz felgyorsitja a szovetkarosodast (Moser et al., 2017). Ebb6l kovetkeztethetd,
hogy a biofilmmel kapcsolatos betegségek lassan alakulnak ki, de altalaban tartosan fennallnak,
az immunrendszer ritkdn képes visszaszoritani; emellett a bakteridlis biofilmek csekély
mértékben reagalnak az antibiotikummal torténé kezelésekre (Vestby et al., 2020). A biofilmet
képzd baktériumok kronikus fertézéseket okoznak, tartds szovetkarositassal (Hoiby et al.,
2010b; Rodis et al., 2020). Becslések szerint a bakterialis fert6zések 65-70%-a tarsul biofilm
képzddéssel (Dibartola et al., 2017; Rodis et al., 2020). A bakterialis biofilmek tulajdonképpen
a szervezet minden szervrendszerében megtalalhatd, és nehezen kezelhetd korképeket

eredményeznek (2. tablazat).
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2. tdblazat A bakterialis biofilmek atlal okozott problémak a kiilonboz6 szervrendszerekben

Szervrendszer Biofilm atlal okozott Kérokozé Hivatkozéas
probléma
s,ziv-és infektiv endocarditis Streptococcusok és / vagy  Elgharably et al.,
érrendszer Enterococcusok 2016
Kao et al., 2019;
nyalmirigyek sériilése - Fusconi et al.,
sialolithiasis (nyalkovesség)  fokozott kélcium 2016; Perez-
Kivalasztddas-lerakodas Tanoiraet al.,
2019
_ hepatltls/, epeholygg Crumet al., 2003;
emésztorendszer gyulladés, kolangitis,

hasnyalmirigy gyulladas,
hepatobiliaris carcinoma

S. enterica Thypi

Vaishnavi et al.,
2005

gyulladasos belbetegség
(Crohn betegség)

Bacteroides fragilis,
Enterobacteriaceae,
Escherichia coli

Swidsinski et al.,
2005; Swidsinski
et al., 2009; Martin
et al., 2004

integumentaris
rendszer
(borfeliilet)

krénikus sebek

S. aureus, S. epidermidis,
P. aeruginosa,
Bacteroides spp.,
Fusobacterium spp.,
Peptostreptococcus spp.,
valamint a Clostridium

Spp

Percival et al.,
2012; James et al.,
2008 Costerton et
al., 1999;
Bjarnsholt et al.,
2013; Parsek et al.,
2003; Davis et al.,
2008

reproduktiv

bakterialis vagindzis

Gardnerella vaginalis, és
Atopobium vagnae

Jung et al., 2017;
Machado et al.,
2015

E. faecalis, E. coli, G.
vaginalis, K. pneumoniae,

Moreno et al.,
2017; Mitchell et

rendszer krénikus endometritis Proteus spp., al., 2015; Moreno
(méhnyalkahartya gyulladas) P.aeruginosa, et al., 2016;
Staphylococcus spp. és Cicinelli et al.,
Streptococcus. spp. 2009
Yoon et al., 2012;
krénikus bakterialis prosztata E coli. a Proteus Wagenlehner et al.,
gyulladas L . 2008; Weidner et
mirabilis, a P. aeruginosa,
. ) : . al., 1991
kivalasztd a Klebsiella spp., egyéb Anderson et al
szervrendszer Enterobacteriaceae, "

bakterialis huigyuti fertézések

valamint az E. faecalis

2003; Berry et al.,
2009; Liu et al.,
2016; Olson et al.,
2016
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A tovabbiakban a 1éguti traktusban el6forduld biofilmeket ismertetjiik részletesebben.

A légutakban megfigyelheté baktériumok altal eredményezett biofilmek visszaszoritisa
jelentés problémat okoz. Mivel a légutak kozvetlen kapcsolatban allnak a kdrnyezettel, igy a
mikrobédk konnyen bejuthatnak ezekre a teriiletekre. A 1égati fertézések kiilonbozé formai a
klinikai gyakorlatban eléfordulod leggyakoribb infekciok kozé tartoznak (Dedk, 2013). A
kdzépfulgyulladas (otitis media) az 6vodas kort gyermekek fert6zésének egyik leggyakoribb
oka (Auinger et al., 2003; De Antonio et al., 2016). A korkép lehet akut hurutos, kronikus és
savos (Schilder et al., 2016), amelyek mindegyike atmeneti vagy tartds hallaskarosodashoz
vezethet (Monasta et al., 2012). A nasopharynx otopatogén baktériumok, példaul a S.
pneumoniae és a nem tipiz&lhaté H. influenzae (NT-Hi) kolonizécidja kora gyermekkorban
jelentdsen noveli a kozépfiillgyulladas kockazatat az élet késobbi szakaszaiban (Faden et al.,
1997; Chonmaitree et al., 2016). Pasztazo elektronmikroszképpal és konfokalis lézeres
pasztazd mikroszkoppal végzett késobbi kutatasok megerdsitették, hogy biofilmeket talaltak
mind a human, mind az allatmodellek kézépfilében. Ma a biofilmeket a kézépfulgyulladas
patogenezis részenek tekintik (Fergie et al., 2004; Ehrlich et al., 2002; Hall-Stoodley et al.,
2006; Post et al, 2001). A savos kozépfiilgyulladasban szenvedd gyermekeknél in vivo
biofilmeket jelz6 baktérium-aggregatumokat detektaltak a szovetek koros telitédésének
vizsgalata soran, amely megerdsitette, hogy biofilmek kialakulhatnak nemcsak a koézépfiil
nyalkahartyajan, hanem a kozépfil folyadékban is (Daniel et al., 2012; Van Hoecke et al.,
2016). Az akut, hurutos kdzépfiilgyulladas leggyakrabban az 6t év alatti gyermekeknél fordul
elo (Schilder et al.,, 2016). Alatamasztottdk, hogy az orrgaratbol szarmazo baktériumok
levalhatnak, majd a kdzépfiilbe juthatnak, és akut fertézést okozhatnak (Coticchia et al., 2013;
Kaur et al., 2011). A kdzépfil kronikus gyulladasa soran a dobhartya terilete is érintett, igy
kijelenthetd, hogy ez a legveszélyesebb formaja a kozépfiilgyulladasoknak (Verhoeff et al.,
2006; Mittal et al., 2015; Vestby et al., 2020). A krénikus kozépfilgyulladas esetén a bakterialis
biofilmeket a nyalkahartya 92%-an detektaltak (Coticchia et al., 2013; Gu et al., 2014). igy nem
meglepd, hogy a bakterialis biofilm a megfeleld antibiotikum terdpia ellenére is eredményezheti
a betegségbe valo visszaesést. Ennek legfobb oka, hogy az oralisan beadott antibiotikumok nem
érik el a kozepfilben azt a koncentraciot, amely a biofilmek felszdmolasahoz szlikséges
(Belfield et al., 2015).

A rhinosinusitis az orr és az orrmelléklregek gyulladasa, amelyet orrdugulds, a légutak
elzarddasa, vagy orrfolyas jellemez. Tovabbi tiinetek lehetnek a szagvesztés, az arcfajdalom és
a nyomasérzet Kkialakuldsa. A betegség idGtartama szerint megkilonboztetiink akut

rhinosinusitist, ha 12 hétnél rovidebb ideig tart, vagy kronikus rhinosinusitist, ha 12 hétnél
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tovabb tart (Fokkens et al., 2012). Bizonyos virusok (példaul: rhinovirus, respiratoris
syncytialis virus, influenza virus, koronavirus, parainfluenza virus, adenovirus, enterovirus) az
akut rhinosinusitis akar 80-90% -at teszik ki. A virusfert6zéssel szemben a gazdaszervezet
immunvélasza a legtdbb esetben hatasosnak bizonyul, amely végil megsziinteti a behatold
agenst. Azonban elhalt ham- és immunsejteket is generalnak, ami alkalmas kdrnyezetet teremt
a masodlagos bakterialis fertézésekhez (Tan et al., 2017; Wu et al., 2019). A legtébb esetben S.
aureus és S. pneumoniae all a hattérben (Marks et al., 2013; Maina et al., 2018). A biofilm
jelenlétét allatmodellekbél, és human betegekbdl izolalt mintak tamasztjak ala (Foreman et al.,
2012; Harvey et al., 2007; Ramakrishnan et al., 2015). Az elhiz6d6 korkép hatterében az all,
hogy a biofilmek a mucociliaris terlileteken karositjak a hamréteget, tovabba a biofilmek
megjelenésének kdvetkeztében a csillok funkcidikat elveszitik, valamint helyi gyulladast
indukalnak (Wood et al., 2011).

A pharyngitis vagy a torokfajas nagyon gyakori betegség. Az esetek tobbsege virusos, de 10-
25% -at baktériumok okozzak (Zautner et al., 2012). A leggyakrabban eléforduld baktériumok
koze a S. aureus, a Haemophilus nemzetség tagjai, valamint Streptococcus nemzetseg
képviseli tartoznak. A mandulak feliiletén megjelentd bakterialis biofilmeket in situ
azonositottdk pasztazo elektronmikroszkop, konfokalis mikroszkop, valamint fény- és
transzmisszids elektronmikroszkdp segitségével (Roberts et al., 2012; Woo et al., 2012).

A kronikus gegegyulladas szintén a légutakat tamado jellemz6é megbetegedés. Konfokalis
pasztazd lezeres mikroszkoppal és biopszia segitsegével rendelkezésre allo mintak vizsgalata
soran bebizonyosodott, hogy a krénikus gégegyulladasban szenvedd betegek 62% -aban
detektaltak bakterialis biofilmet, mig a kontroll esetében ez az érték minddssze 20% -ra tehetd.
Ezzel sikerllt alatdmasztani azt a hipotézist, hogy a krdnikus gégegyulladas tineteinek
sulyosbitasahoz is biofilmek jarulnak hozza (Kinnari et al., 2015).

A pertussis, mas néven a szamarkohogés egy rendkiviil fertdzo betegség, amely ellen két, harom
¢s négy honapos korban kapjadk meg a gyermekek a véddltast. Azonban az oltast 10 évente
ajanlott ismételni, de mivel a lakossag nagy része ezt figyelmen kivil hagyja, igy kis szamban
eléfordulnak pertussisban szenvedd paciensek (Melvin et al., 2014). A pertussist leggyakrabban
a Bordetella pertussis okozza, amelynek a csillos hamhoz tapadd biofilm képzédményeit
elészor egérmodellbdl izolaltak (Cattelan et al., 2016).

A cisztas fibrozis volt az els6 olyan fertézés, ahol sikerilt a biofilm strukdrat azonositani,
amelyet P. aruginosa okozott (Hoiby et al., 2010a). A cisztas fibrdzis egy genetikai betegség,
amely els6sorban a légzészerveket és az emésztrendszert érinti, és Viszkdzus nyak

termelésével és kronikus fert6zésekkel jellemezhetd. A tiidéfert6zés a morbiditas és a halélozas
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f6 oka (Ciofu et al., 2015). Fiatal betegeknél els6sorban a S. aureus és a H. influenzae
kolonizalodik a légutakban, a P. aeruginosa a késébbi szakaszokban dominal (Hector et al.,
2016). A cisztas fibrozisban szenvedd gyermekek tliiddmintaiban biofilmszeri struktarakba
rendez6dott H. influenzae egységeket figyeltek meg (Starner et al., 2006) emellett P.
aeruginosa biofilmet detektaltak tiidoszovetben, tiddtalyogban és kopetben egyarant
(Baltimore et al., 1989; Hoiby et al., 2001; Lam et al., 1980; Singh et al., 2000). Mikroszk6pos
elemzések kimutattak, hogy a kopetben 1év6é P. aeruginosa a kopet alkotérészeihez tapadd
mikrokoniakként n6é (Worlitzsch et al.,, 2002). A biofilm jelenlétére reagalva nagyszamu
neutrofil granulocita figyelhetd meg az adott szoveti struktaraban, amely krénikus gyulladast
okozva, szOvetkarosodast, a tiid6 milkodésének elvesztését és a légutak elzarddasat,
funkcidvesztéset indukalja (Worlitzsch et al., 2002; Yoon et al., 2002). A fent emlitett korképek
igazoljak, hogy a bakterialis biofilmek a szervezet minden pontjan problémat eredményeznek,
hiszen nagymértékben befolydsoljak a kezelés hatékonysagat (Solano et al., 2014). A
biofilmképzddés noveli a baktériumok ellendllasat a szervezet védekezd mechanizmusai ellen,
valamint akadalyozza a betegségek visszaszoritasat az antibiotikumos kezelés hatésara, ezzel
elosegitve a kronikus fertdzések térhoditasat. A fehérvérsejtek, amelyek az immunvalasz fontos
tényezdi, nem képesek bejutni a biofilm strukturajaba, igy a gazdaszervezet immunvalasza
képtelen fellépni a biofilmekkel szemben, és csokkent fagocita kapacitas figyelheté meg (Leid
et al., 2009). Ezen kivil a biofilmek a puszta jelenlétiikkel tobbféle modon is modosithatja a
helyi immunvalaszt, példaul a helyi gyulladasos vélasz stimulalasaval, amely szovetkarosodat
eredményez. Ennek értelmében elengedhetetlen a bakteridlis biofilmek, valamint az elleniik

vald védekezés lehetdségeinek alapos megismerése, alternativ modok kutatasa.
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2.3.  Azilléolajok &ltalanos jellemzése

Az illéolajok novényi részekbdl eldallitott, tobbkomponenst, jellegzetes illatu és iz,
szobah6émérsékleten maradék nélkiil elparolgd folyadékok (Horvath, 2010). Az illéolajok a
novények anyagcseretermékei, amelyek a legkiilonboz6bb ndvenyi részekben halmozddhatnak
fel: virdg, rugy, levél, szar, mag, gyokér vagy akar a kéreg szekrécios sejtjeiben (Bakkali et al.,
2008; Horvath, 2010). Tovabbi jellemzojiik, hogy levegén konnyen elparolognak, aromas,
hidroféb folyadékok, amelyeket legtobbszor vizgéz-desztillacidval allitanak elé (Kon & Rai
2013). A sajtolas (préseléses eljaras, citrusok esetében elterjedt), az enfleurage (pomadés
eljaras) és a szerves olddszeres kivonas mellett a szuperkritikus extrakcié (SCFE), valamint az
ultrahang és mikrohullammal kombinalt extrakcios technikék is alkalmasak lehetnek ill6olajok
kivonasara (Bakkali et al., 2008; Horvath, 2010; Ma et al., 2015). A gydgy- és fiiszernovények
0,5-2,5%-ban tartalmazhatnak illdolajokat, amelyeknek jellegzetes illatukat, aromajukat,
valamint részben gydgyhatasukat koszonhetik. Régdta ismert, hogy bizonyos illdolajok
baktérium-, gomba-, virus- és parazitaellenes hatassal is rendelkeznek (Pattnaik et al., 1997;
Kalemba & Kuniczka, 2003; Syafiq et al., 2020). Jelenleg mintegy 3000 ill6olaj ismert. Az
illbolajokat nemcsak a gyogyszeripar, hanem a kozmetikai ipar és az elelmiszeripar is
alkalmazza. Az illéolajokat, vagy egyes komponenseit felhasznaljak parfimdkben,
sminktermekekben (Sarkic et al., 2018), egészséglgyi termékekben, fogaszatban,
mez6gazdasagban, élelmiszer tartositoszerként (Pateiro et al., 2018), adalékanyagkeént, és az
aromaterapiaban (Hajhashemi et al., 2003; Perry et al., 2003; Silva et al, 2003). Az ill6olajok
Osszetételét befolyasolja a kivonas modja, az eghajlat, a talaj paraméterei, a ndévényi resz, és a
novény-fenofazis allapota (Masotti et al., 2003; Angioni et al., 2006). Az illéolajok kémiailag
komplexnek mondhatd kivonatok, hiszen f6- és mellék-komponensekbél allnak; némely
Osszetevo pedig csupan nyomokban fordul el6 benniik (Bakkali et al. 2008; Horvéath, 2010). Az
illbolajok komponensei lipofil sajatsdguak, ennek koszonhetéen szerves oldoszerekben
oldédnak (Racz 2012). Az illbolajok Gsszetevoi foként killonbozo terpének (pl. monoterpének
szeszkviterpének, diterpének) illetve fenilpropan-szarmazékok (pl. eugenol, izoeugenol,
fahéjaldehid) (Burt, 2004; Horvath, 2010; Hyldgaard et al. 2012; Tisserand & Young, 2014).

Az aldbbiakban a vizsgalatokba bevont illéolajok rovid jellemzését ismertetjuk. Az
alabbi ill6olajokat egyrészt gyakori hasznalatuk miatt, masrészt a PTE GYTK Farmakogndziali

Intézet ll6olaj Kutatocsoportjanak eldzetes vizsgélati eredményei alapjan valasztottuk ki (Acs,
2018).
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2.3.1. A borsmenta ill6olaj

A borsmenta illoolaj Menthae piperitae aetheroleum néven hivatalos a VIII. Magyar
Gydbgyszerkonyvben (Ph. Hg. VIII. 2010). Az Eurdpa tertletén 6shonos borsmenta (Mentha x
piperita L.) a Lamiaceae csalad képvisel6je, éveld, négyszogletes szarral rendelkez6 30-90 cm
méretli gyogynovény. Levelei zold szintiek, fiirészes széliiek, hosszikas alaktak. Viragai
aprok, lilas szint mutatnak (Singh et al., 2015). Széles korben elterjedt Eszak- és Kelet-
Eurdpéban, az Amerikai Egyesiilt Allamokban és Afrikiban egyarant. Természetes él6helyein
folyamatosan termesztik, hiszen az egész vildgon fontos gyogyndévényként ismert (Mahendran
& Rahman, 2020). Hat6anyagai (pl. illéolaj, flavonoidok, polifenolok, karotinoidok) miatt
alkalmazzak laz- és fajdalomcsillapitoként, gorcsoldoként és izzaszt6é hatdsa miatt (McKay &
Blumberg, 2006). Ill6olaja a vegetativ szervek ndvekedésének kezdetétdl fogva legnagyobb
mennyisegben a levél trichomaiban figyelheté meg. A borsmentaolajat a novény herbajabol
vonjak ki. Halvanyzold (Csupor & Szendrei, 2012) vagy sarga szini jellegzetes izl és illata
illoolaja nagyszamu terpenoid vegyuletet tartalmaz. Ill6olajanak friss, mentolos illatéért a két,
legnagyobb mennyiségben el6éforduld fékomponense felelés, a mentol (35-60%) és a menton
(2-44%). Tovabbi 6sszetevok kozé tartozik a mentil-acetat (0,7-23%), az 1,8-cineol, vagy mas
néven eukaliptol (1-13%), a mentofuran (0,3-14%), az izomenton (2-5%), a neomentol (3-4%),
a limonén (0,1-6%), és a f6 szeszkviterpén komponens, a B-kariofillén (1,6-1,8%) (Rohloff,
1999; Tisserand & Young, 2014; Riachi & De Maria, 2015; Brahmi et al., 2017; Mahendran &
Rahman, 2020). Ill6olajanak friss illata, valamint hiisité utdérzete miatt kdzkedvelt felsé léguti
megbetegedések esetén elsdésorban orrdugulas tiinetének enyhitésére, a légzés hatekonysaganak
novelésére. Emellett élénkitdként, koptetoként, gyulladascsokkentdként, és puffadas ellen is
alkalmazzak (Cowan, 1999). Mindemellett antibakterialis (S. aureus, S. epidermidis, S.
pyogenes, B. subtilis, P. aeruginosa, S. enteritides, E. coli, Xantomonas campestris) hatasarol
szamoltak be tanulmanyok (Bassolé, 2010; Vivek et al., 2010; Jeyakumar et al., 2011; Afridi et
al., 2016; Satmi & Hossain, 2016), tovabba antifungalis (Fusarium monoliforme, Aspergillus
niger, A. fumigatus, Candida sp., Sacchromyces cerevisiae) hatasarol is ismert (Sandasi et al.,
2011; Tyagi & Malik, 2011; Zaidi & Dahiva, 2015; Desam et al., 2017; Nilo et al., 2017).
Tanulmanyok irdnyultak arra, hogy a borsmenta illolajanak virus ellenes hatasat alatamasszak.
Minami és munkatarsai bebizonyitottak, hogy a borsmenta illéolaja képes a Herpes simplex
virus szaporodasat gatolni (Minami et al, 2003). Az illoolaj gyulladascsokkentd és
fajdalomcsillapitd (Sun et al., 2014; Mogosan et al., 2017) , antioxidans (Singh et al., 2015;
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Khalil et al., 2015; Bellasoued et al., 2018) valamint antidiabetikus (Yen et al., 2015;
Abdellatief et al., 2017) hatésat in vivo allatkisérletek igazoljak (Mahendran & Rahman, 2020).

2.3.2. A fahéjkéreg illoolaj

A fahéjkereg ill6olaja megtalalhato a VIII. Magyar Gyogyszerkdnyvben Cinnamomi zeylanici
corticis aetheroleum néven (Csupor & Szendrei 2012). Az anyandvény a babérfélék csaladjaba
(Lauraceae) tartozd fahéjfa (Cinnamomum zeylanicum Nees.) kérge eleinte fliszerként,
tartositoszerként (Pittman, 2011) és aromaanyagként (Yu et al., 2014; Ranasinghe et al., 2017)
torténd alkalmazéasanak koszonhetden valt népszeriivé (Kumar & Kumari, 2019). Késébb a
levelébdl, valamint a kéregbdl desztillalt illéolaja miatt terjedt el széles korben (Rawat et al.,
2019). Sri Lankan és India keleti részein honos (Singh et al. 2007; Bakkali et al. 2008; Evans
2009). A legfontosabb fahéjfa termesztd teriiletek kozé Sri Lanka (Bhau et al., 2015) mellett a
Seychelles-szigetek, Madagaszkar, India (De Guzman et al., 1999) tovabba Brazilia és Jamaika
tartozik (Goyal et al., 2018; Rawat et al., 2019). A névény jellemzbje, hogy a januar honapban
viragba boruld fak magassaga elérheti a 10-15 métert (Jayaprakasha & Rao 2011). A 7-18 cm
hosszl, vastag, bérszerti sotétzold leveleit viaszréteg boritja (Ravindran et al., 2003;
Chakraborty et al., 2015). Viragai zoldes, vagy sargasfehér sziniiek, termése bogyotermés,
amely egyetlen magot tartalmaz. Kérge vastag, vordsesbarnds szint mutat. A kéreg
lehantdsdnak optimalis idépontja, amikor a nodvény levelei teljesen z6ld szinliek
(Balasubramanian et al., 2012). Manapsag nemcsak fiiszerként kozismert, hanem gyogyaszati
jelentésége miatt is felfigyeltek ra. A fahéjat az egyik legjelentdsebb antidiabetikus szerként
tartjak szdmon (Costello et al., 2016), amelyet klinikai vizsgalatok bizonyitanak (Dugoua et al.,
2012; Azimi et al., 2014; Zare et al., 2019). Alkalmas tovabba emésztérendszeri panaszok
enyhitése (Shen et al., 2002). Vérzéscsillapitd, fajdalomcsillapité és gyulladascsokkentd
(Qabaha et al., 2017; Schink et al., 2018;), valamint szdvetregenerald és sebgyogyité (Ahmadi
et al,, 2019) hatdsai miatt népszeri. A kéregbdl kinyert illoolaja alkalmazhato fungicid,
antibakterialis, antiviralis és antikarcinogén (Kwon et al., 2010; Zaidi et al., 2015) hatasai miatt.
A kéregbdl desztillalt illoolaj sargas vagy barnas szinii, jellegzetes illatu. F6 komponense a
fahéjaldehid (65-80%), emellett nagyobb mennyiségben eugenolt, a- és B-kariofillént, linaloolt
¢és a-pinént tartalmaz (Jayaprakasha & Rao 2011, Tisserand & Young 2014). A fahéjkéreg
ill6olaja az egyik leginkabb kutatott, természetes eredetli antibakterialis szer (Vasconcelos et

al., 2018; Singh et al., 2021). Erés hidrofob tulajdonsaga miatt képes a bakterialis biofilmek
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kialakuldsanak megakadalyozaséara, emellett akaddlyozza a baktériumsejtek kolonizéciéjat
(Kothiwale et al., 2014), valamint emeli a sejtmembran permeabilitasat, igy a baktériumsejt
tartalmanak felszabadulasa kovetkeztében sejthalalt idéz el6. Az illdolaj fahéjaldehid
komponense miatt oxidativ stresszt és membranzavarokat is képes kivaltani (Yang et al., 2019).
Antibakteridlis hatasa bizonyitott S. aureus, P. aeruginosa, P. fluorescens, S. pyogenes,
(Naveed et al., 2013; Sfeir et al., 2013; Ahmadi et al., 2019), K. pneumonia, E. aerogenes
(Rakshit & Ramalingam, 2011; Lakshmeesha et al., 2014), E. coli, Salmonella sp. (Naveed et
al., 2013), és hugyuti fertézéseket eredményez6 (Shreya et al., 2015) baktériumokkal szemben.
Mycobacterium tuberculosus (Mota et al., 2019), Serratia marcescens (Aparna et al., 2014), S.
mutans, S. sobrinus (Choi et al., 2016) baktériumokkal szemben is hatasosnak bizonyult.
Antifungalis hatasa sem elhanyagolhat6: Aspergillus flavus, A. parasiticus (Freire et al., 2011),
Candida sp., A. niger (Essid et al., 2017; Ainane et al., 2019) gombakkal szemben egyarant
hatdsosnak bizonyult a fahéjkéreg illoolaj alkalmazasa (Singh et al., 2021). A fahéjkéreg
ill6olaja antimikrobds hatasa mellett, fenolos komponenseinek kdszonhetden kiemelkedd
antioxidans kapacitassal is bir (Mazimba et al., 2015). Tumorellenes hatasat Bhagavathy &
Latha (2015), Ezzat és munkatarsai (2017) valamint He és kutatocsoportja (2019) irtak le.
Kellemes illatanak koszonhetéen leginkabb inhalaloként kozkedvelt (Jayaprakasha & Rao
2011).

2.3.3. A kakukkfii illoolaj

A kakukkfii illéolaja hivatalos a VIII. Magyar Gyogyszerkonyvben Thymi aetheroleum
néven (Csupor & Szendrei 2012).

A kakukkfti (Thymus vulgaris L., Lamiaceae) szamos, gydgyaszati szempontbdl
jelent6s hatéssal rendelkezik. Mediterran teriileteken 6shonos, fasodé szart féleserje. Levelei
ovalis alakuak, virdgai apré fehér vagy halvany rozsaszintiek, juniustdl juliusig virdgzik
(Hossain et al., 2013). A kakukkfli levelét gyogyteakban alkalmazzak, megfazas tiineteinek
enyhitése céljabdl. Emellett kivonatat fertGtlenité hatdsa miatt, szajvizekben hasznaljak,
sebgyogyitast eldsegitd, antibakterialis (Fachini-Queiroz et al., 2012; Sharifi-Rad et al., 2017),
gyulladascsokkenté (Kamdem et al., 2015) és antidiabetikus hatdsa is ismert (Taleb et al.,
2017). A ndvény illdolaj-tartalma mellett, szaponinokat, tanninokat, valamint flavonoidokat is
tartalmaz (Fayad et al., 2013; Hossain et al., 2013; Nemati et al., 2018; Gedikoglu et al., 2019),
igy antioxidans hatasa is jelent6s (Manconi et al., 2018; Taghouti et al., 2018). A kakukkfi

ill6olaja a hazdnkban is termesztett kerti kakukkfli viragzo hajtasaibdl allithato el. A novény
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lagyszaru reszei 1-2,5%-ban tartalmazzak az erételjes, jellegzetes illatd, altalaban szintelen
vagy halvanysargas illoolajat. A kakukkfu illoolajanak fokomponense a timol (10-64%) és a
karvakrol (5,5-16,3%) (Tisserand & Young, 2014). Ezen kivul kisebb mennyiségben tartalmaz
terpinén-4-ol, kamfor és B-mircén komponenseket is (Hazzit et al., 2009). A kakukkfii
ill6olajaval kapcsolatos kutatasok alatdmasztottak, hogy terapias szempontbol alkalmas mind
idegrendszeri és 1égz6szervi, mind pedig kardiovaszkularis betegségek kezelésére (Rizwana et
al., 2020). Mindemellett fontos kiemelni koptetd, antioxidans, tumorellenes, antimikrobés,
gyulladascsokkentd, gorcsoldd és majvédéd hatasait is (Amiri et al., 2012; Fachini-Queiroz et
al., 2012). Az élelmiszeripar tartdsitas (Zhang et al., 2014) céljabol alkalmazza (Rizwan et al.,
2020). A kakukkfii illoolaja antimikrobas hatassal rendelkezik; hatékonynak bizonyult S.
aureus, S. typhimurium, P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae, E. faecalis valamint C. albicans
fajok ellen (Dorman & Deans, 2000; Nascimento et al., 2000; Sartoratto et al., 2004).
Magyarorszagon 8-féle kemotipusat killonboztettek meg az illoolajnak, amelyek felében a timol
és a germakrén-D volt a fékomponens (Barathné Simkd, 2014). Kisérleteinkben a timolos

kemotipust hasznaltuk.

2.3.4. A szegfiiszeg illoolaj

A szegfliszeg illoolaja a VIII. Magyar Gydgyszerkdnyvben hivatalos drogként szerepel
Caryophylli floris aetheroleum néven (Csupor & Szendrei 2012).

Az Indonéziaban honos, 6rokzold szegfiiszeg (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.
Perry) a mirtuszfélék (Myrtaceae) csaladjaba tartozik. Kézismert fliszer, az akar szaz évet is €16
szegfiiszegfat tobbek kozott Indonézia, Madagaszkar, Zanzibar teriiletein termesztik (Board et
al., 2010; Byng et al., 2016). A kdzepes méretii, egyenes torzsii fa 10-12 méter magasra is ndhet,
levelei elliptikusak. Hét év elteltét kovetden figyelheté meg a fa elsé viragzésa. Viragai aprok,
bibor szintiek (Ortes-Rojes et al., 2014). A szegfiiszeg nagy mennyiségben tartalmaz illoolajat,
emellett flavonoid, tannin, cserzéanyag és fenolos hatéanyagok jelenléte sem elhanyagolhatd
(Jimoh et al., 2017). A szegfiiszegfa illdolaja kinyerhetd a szarbol, a levélbol és a bimbobol is.
A viragbimbobdl eldallitott illoolaja sarga szinii, fékomponense az eugenol, amelyet akar 70-
90%-ban is tartalmazhat (Alma et al., 2004; Khan et al., 2009; Kasai et al., 2016). Emellett
kisebb mennyiségben tartalmaz p-kariofillént és eugenil-acetatot (Lee et al., 2009; Csupor &
Szendrei 2012; Xu et al., 2016; Mohamed et al., 2018). A szegfiiszeg fiiszerként elterjedt
alkalmazasa igen népszerii, emellett a likéripar és kozmetikai ipar is felhasznélja. A szegfiiszeg

illoolajanak antibakterialis, gyulladascsokkentd (Bachiega et al., 2012; Al-Ameedi et al., 2017,
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Han & Parker et al., 2017), fajdalomcsillapitd és érzéstelenit6 (Fujimoto et al., 2017; Kheawfu
et al, 2017; Kaur & Kaushal, 2019) hatésai ismertek. Egyre gyakoribb gyogyaszati
szempontbodl térténd alkalmazasa, hiszen szamos kutatas tamasztja ala pozitiv hatasat. Igazolt
antimikrobas hatassal bir Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, L. innocua,
Penicillium sp., Aspergillus flavus mikrobakkal szemben (Matan et al., 2012; Mishra & Sharma,
2014). Hatasosnak bizonyult S. aureus, Carnobacterium divergens, tovabba Salmonella sp., E.
coli, Serratia liquefaciens, Shewanella putrefacians, P. aeruginosa, S. chloeraesius, Yersinia
enterocolitic, B. cereus, B. subtilis, E. faecalis, Erwinia sp, S. epidermidis, valamint Proteus
vulgaris és K. pneumoniae mikroorganizmusokkal szemben (Duraipandiyan et al., 2006; Chaieb
et al., 2007; Fu et al., 2007; Gupta et al., 2013; Zengin & Baysal, 2014). Az ill6olaj képes a
gomba illetve a baktériumfehérjéket denaturdlni, valamint membéan permedbilitasi
elvaltozasokat eredményezni (Kaur & Kaushal, 2019). A szegfiiszeg illoolajanak nemcsak
antibakteriélis €s antifungalis aktivitasa jelentds. Fenolos komponenseinek (eugenol, eugenol-
acetat, timol) k6szonhetden antioxidans kapacitassal is bir (Yadav & Bhatnagar 2007; Gulcin
et al., 2012; Dai et al. 2013; Najm & Kim, 2013). Leginkabb szaj- és torokfertdtlenitésre

alkalmas, valamint fogfajas enyhitésére is javasoljak (Jagadeesh et al. 2011).

2.3.5 lll6olajok antibakterialis hatasa

Az illbolajok - természetes eredetiiknek koszonhetéen - egyre elterjedtebbé és
kdzismertebbé valtak élelmiszeripari termékek tartdsitasaban, kiilonb6zé megbetegedesek
megel6zésében,  fertétlenité  tulajdonsadgaik  miatt,  tovabba  kardiovaszkularis,
gasztrointesztinalis megbetegedések tiineteinek enyhitésében. Az illéolajok hatdsainak egyre
szélesebb korii ismeretei ravilagitottak ezen természetes anyagok antimikrobas tulajdonsagaira
(Schuenzel et al., 2002; Bakkali et al., 2008; Guleria et al., 2012; Pandey et al., 2012). Az
aromas- és gyogynovényekbdl nyert illoolajok hatasa nagymértékben Osszefligg azok kémiai
Osszetételével (Bakkali et al., 2008). In vitro vizsgalatok tamasztjdk ald, hogy a
fokomponens(ek) mellett a minor komponensek is jelent6s befolyasolo hatassal birnak (Calo et
al., 2015). Az illéolajok legszélesebb korben kutatott bioldgiai aktivitdsai az antioxidans
kapacitas valamint az antibakterialis hatas (Mimica-Dukic et al., 2016; Khorshidian et al., 2018;
Mutlu-Ingok et al., 2019). Az illolajok antibakterialis hatdsuk soran Kifejthetnek
bakteriosztatikus - gatolhatjak a baktériumsejtek novekedését - vagy baktericid - a
baktériumsejtek elpusztitdsa - hatasokat (Tariq et al., 2019). Eddigi vizsgalatok szerint az
illoolajok Osszetevdi koziil a fenilpropan-szarmazékok eés a fenolos komponensek (pl. timol,

karvakrol) jelent6s antibakteridlis hatassal rendelkeznek (Sokovic et al., 2007; Xu et al., 2008;
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Sokovic et al., 2009; Kazemi et al., 2012). Hatasmechanizmusukat tekintve legfontosabb
tdmadaspontjuk, hogy képesek a bakterialis sejtmembran atjarhatdsagat, azaz permedbilitasat
befolyasolni, igy beleszdlnak az iontranszportba (K*, Ca?*, Na*), valamint fehérjedenaturacios
folyamatokat is indukalhatnak (Fischer et al., 2009; Guinoiseau et al., 2010; Khorshidian et al.,
2018), amelynek kovetkeztében az enzimatikus folyamatokat gatoljak (Chang et al., 2001). A
sejtmembran permedbilitds valtozasanak, az iontranszport felboruldsdnak, a mitokondrialis
folyamatok gatlasanak, és az intracellularis - extracellularis ATP egyensuly felborulasanak
kdvetkeztében sejthalal all be (Gill et al., 2004; Mutlu-Ingok et al., 2020). Az illéolajok
alternativ/kiegészitd/intergrativ.  terapids  lehetéségeket hordoznak  magukban, igy
népszertiségiik folyamatosan emelkedik. Am ahhoz, hogy kell§ hatékonysaggal és biztonsaggal
alkalmazhassuk 6ket, elengedhetetlen alaposabb megismerésiik. Az elmult 6t év kutatasait az

3. tablazat foglalja 6ssze.

3. tablazat 1ll6olajok antibakterialis hatasa (Mutlu-Ingok et al., 2020)

11160laj Baktérium Referencia
Mutlu-Ingok et al.,
2019

Elettaria cardamomum E.coli, S. aureus, C. coli, C. jejuni

B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa, P. putida, S.

Eugenia caryophyllus Lalami et al., 2019

aureus
Lavandula angustifolia E. coli, P. aeruginosa, S. aureus Mousii et al., 2020
Melaleuca alternifolia  E. coli, E. faecalis, K. pneumoniae, S. aureus Imane et al., 2020
Tu et al., 2018;
B. subtilis, E. coli, S. aureus, S. typhimurium, L. Gishen et al., 2020;
Mentha sp. ; L
monocytogenes, P. aeruginosa, P. mirabilis, Bouyahya et al.,
2017

Pesavento et al.,
2015; Boskovic et
al., 2015

S. typhimurium, B. cereus, S. aureus, S.

Origanum vulgare enteritidis, L. monocytogenes, S. aureus, C. jejuni

Pimpinella anisum B. subtilis, E. coli, S. aureus, S. typhimurium Tuetal., 2018

B. cereus, E. coli, L. monocytogenes, M. luteus, P.

. . . Ksouda et al., 2019
aeruginosa, S. typhimurium

Pimpinella saxifraga

B. cereus, E. coli, L. monocytogenes, S. aureus, P.

Piper nigrum . S Purkait et al., 2020
aeruginosa, S. typhimurium
B. subtilis, E. coli, L. monocytogenes, P. Imane et al., 2020;
Rosmarinus offcinalis  aeruginosa, P. mirabilis, E. faecalis, K. Bouyahya et al.,
pneumoniae, S. aureus 2017
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L. monocytogenes, S. aureus, S. enteritidis, C. Pesavento et al.,

Salvia offcinalis jejuni 2015

Salvia sclarea E. coli, E. faecalis, K. pneumoniae, S. aureus Imane et al., 2020

Imane et al., 2020;
Tuetal., 2018;
Purkait et al., 2020;
Radiinz et al., 2019

Boskovic et al.,
B. cereus, E. coli, L. monocytogenes, S. aureus, P.  2015; Pesavento et

B. subtilis, E. coli, S. aureus, S. typhimurium, L.
Syzygium aromaticum  monocytogenes, P. aeruginosa, P. mirabilis, E.
faecalis, K. pneumoniae, B. cereus, P. aeruginosa

Thymus sp. aeruginosa, S. typhimurium, S. enteritidis, al., 2015; Golkar et
C. jejuni, L. monocytogenes, al., 2020; Ali et al.,
2015
Zanthoxylum B. subtilis, E. coli, S. aureus, S. typhimurium Tuetal, 2018
bungeanum ' T n - YP N
Zataria multiflora B. cereus, E. coli, S. aureus, S. typhimurium Golkar et al., 2020
Zingiber officinale E. coli, E. faecalis, K. pneumoniae, S. aureus Imane et al., 2020

A kiilonbozo illoolajok antibakterialis hatdsa mas és mas. Bouyahya és munkatarsai (2017)
Mentha pulegium és Rosmarinus officinalis illoolajok antibakterialis hatasat tesztelte.
Osszehasonlitva a két illéolaj aktivitasat megallapithat6, hogy a menta illdolaj hatékonyabbnak
bizonyult S. aureus, P. aeruginosa, L. monocytogenes, B. subtilis, E. coli és P. mirabilis esetén
(MIC értékek: M. pulegium esetén: S. aureus:2 mg/ml, P. aeruginosa:>2 mg/ml, L.
monocytogenes: 0,5 mg/ml, B. subtilils: 1 mg/ml E. coli: 2 mg/ml P. mirabilis: 1 mg/ml. R.
officinalis esetén: S. aureus: 0,25 mg/ml, P. aeruginosa: 2 mg/ml, L. monocytogenes: 0,5
mg/ml, B. subtilils: >2 mg/ml E. coli: 0,5 mg/ml P. mirabilis: 0,5 mg/ml.). Az antibakterialis
hatasarol kozismert Thymus nemzettség képviseldinek illoolaja Gram-negativ és Gram-pozitiv
baktériumokkal szemben is gatlo hatast fejtett ki (Ali et al., 2015; Goudjil et al., 2020).
Pesavento és munkatarsai (2015) a rozmaring, a fahéjkéreg, a kakukkfii, a zsalya és az oregano
illbolajainak antibakterialis hatasat hasonlitotta 6ssze agarlyuk diffuziés mddszert alkalmazva.
Tanulmanyukbol kideriil, hogy a kakukkfii illoolaja bizonyult a leghatékonyabbnak, valamint
megallapitottak, hogy a zsalya illéolaja nem fejt ki antibakterialis hatast a L. monocytogenes,
S. aureus, S. enteritidis és a C. jejuni ellen. Emellett fontos kiemelni, hogy az oregand illbolaja
bizonyult az egyik leghatékonyabbnak a S. typhimurium, E. coli, B. cereus, P. aeruginosa és E.
faecalis mikroorganizmusokkal szemben (El Gendy et al., 2015; Boskovic et al., 2015). Mig a
fahéjkéreg és mustar ill6olaja kilon-kilon gatolta a S. aureus, a B. cereus, az E. coli, a P.
aeruginosa, a P. fluorescens, a P. putida, a P. carotovorum és a S. enterica baktériumokat,

szinergikus hatasuk csak az E. coli és a P. putida esetén érvényesult (Clemente et al., 2016).
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Nemcsak mustér illéolajdval allnak rendelkezésinkre illoolaj keverékek tesztelésével
kapcsolatos adatok. A fahéjkéreg és szegfiiszeg illdolajok szinergista hatast mutattak, hiszen
egylttes alkalmazasuk hatékonyabbnak bizonyult S. aureus, a L. monocytogenes, a P.
aeruginosa és S. typhimurium ellen (Purkait et al., 2020). Bar a levendula illolaja a kozmetikai
iparban a legismertebb, jelentds antibakterialis hatassal bir E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, L.
innocua, L. monocytogenes, S. aureus, B. subtilis, P. vulgaris baktériumok ellen (EI Hamdaoui
et al., 2018). Vitathatatlan a potencial, amely az ill6olajok antibakteridlis hatasaban rejlik
(Mutlu-Ingok et al., 2020), igy elengedhetetlenil fontos, tovabbi baktériumok ill6olajokkal

torténd gatlasanak vizsgalata.
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2.4.  Avizsgalatokba bevont léguati patogének jellemzése

A WHO 2015. évi felmérése alapjan elmondhatd, hogy a légati megbetegedések
problémaja hatalmas méreteket 6ltott, hiszen abban az évben vilagszerte 3,2 milliéan vesztettek
életliket Iéguti megbetegedések miatt. Tuberkuldzisban elhaldlozdk aranya ugyan 2000 és 2015
kozott csokkend tendencidt mutatott, de még igy is 2015-ben 1,4 millié aldozatot kovetelt. A
HIV virus okozta AIDS megbetegedés 1,1 milli6 ember haldlat okozta, igy a léguti
megbetegedésekbdl adodd elhaldlozasok ehhez képest haromszor magasabb aldozati aranyt
mutattak (WHO 2015). Ezen adatok ismeretében elengedhetetlen a léguti megbetegedéseket
okozé mikroorganizmusokat tanulmanyozni és a velik szemben hatékony terapias
lehetdségeket felkutatni.

Vizsgalatainkba a leggyakoribb léguti megbetegedéseket eredményezé korokozokat
vontuk be: Haemophilus influenzae (DSM 4690), H. parainfluenzae (DSM 8978),
Streptococcus pneumoniae (DSM 20566), S. mutans (DSM 20533) és a Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853).

2.4.1. Haemophilus influenzae, H. parainfluenzae

A Haemophilus genus tagjai k6zétt mind emberi, mind allati patogének megtalalhatok.
El6fordulnak egészséges egyének légutjaiban, bélcsatornajaban, és a vagina nyalkahartyajan is
(Adam, 2013). Gram-negativ coccobacillusok, tenyészetben idénként hossza fonalakat vagy

gomb alakokat is talalunk. Csillojuk, spdérajuk nincs, tokot képezhetnek (Gergely, 2003).

A H. influenzae egy pleomorf Gram-negativ coccobacillus, a genus legfontosabb
humanpatogén tagja (Wen et al., 2020), amely a Iéguti nyalkahartya fert6zések, valamint az
invaziv bakteridlis fert6zések (pl. agyhartyagyulladés) kialakulasaért tehetd feleldssé (Wang et
al., 2008; Whittaker et al., 2017). Gyakori a tlinetmentes hordozas. Tenyésztéséhez X és V
faktort igényel (Gergely, 2003; Adam, 2013), csokoladé agaron tenyésztik, ahol apro csillogé
telepeket képez (Gergely, 2003). Kizardlag humanpatogén baktérium. A felsé légutakba
bejutva vagy tiinetmentes kolonizacidt, vagy kiilonbozé klinikai képekben megnyilvanuld
fertézést okoz (Macfadyen, 1996; Adam, 2013). A H. influenzae virulenciafaktora a tok (Roop
et al.,, 2016). A torzsek szerologiai tipusba sorolasa (a-f) a tokantigén alapjan torténik. A
tokantigén segiti a kolonizacidt, véd a fagocitozistol. A kiils6 membran poliszacharidjai,
fimbridk és a vaskotd proteinek az adherenciat, a kolonizaciot segitd faktorok (Meats et al.,
2003; Kostyanev & Sechanova, 2012). Viralis fert6zés (influenza vagy mas 1éguti virus)

elésegitia H. influenzae léguti kolonizacidjat és az altala okozott betegség kialakulasat. Invaziv
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korformékat altalaban a b poliszacharid (poliribozil-foszfat) tokkal rendelkezé torzsek okoznak
(Whittaker et al., 2017). A leggyakoribb invaziv megbetegedés a meningitis, amit sorrendben
az epiglottitis, sepsis, pneumonia, septicus arthritis, cellulitis kovet, leggyakrabban
gyermekkorban (6 honapostol 6 éves korig), idés korban, valamint terhesség alatt jelent
kockazatot (Collins et al., 2014). A bacteraemia szovédménye ritkan pericarditis, endocartitis
is lehet (Gergely, 2003). Az 1990-t61 Eurdpaban is bevezetett Hib konjugalt oltas a fert6zés
esetszdmanak csokkenését eredményezte (Zielen et al., 1992; Adams et al., 1993). Fert6zés
esetén, az antibakteridlis kezelés sorén figyelembe kell venni az izolatumok gyakori B-laktaméaz
- (foként az tn. TEM-1 enzim)- termel6 képességét (Tristram et al., 2010), amelyen a B-
laktdmokkal szemben rezisztenciat mutatnak (Clairoux et al., 1992; Tsang et al., 2017). A
leggyakrabban alkalmazott antibiotikumok kézé a cefotaxim vagy ceftriaxon tartozik (Adam,
2013; Schotte et al., 2019). Nehany tanulmany beszdmolt a H. influenzae biofilm képzo
tulajdonsagardl, amelyet nagymertékben meghataroznak a pilusok, a feherjék, valamint a
bakterialis DNS allomany (Murphy & Kirkham, 2002; Webster et al., 2006; Unal et al., 2012;
Vogel et al., 2012). A H. influenzae altal okozott biofilmek leginkabb kdzepfilgyulladasban,
valamint COPD betegségben szenveddknél okoz kiemelten fontos problémat, hiszen a H.
influenzae biofilmek kitapadasanak kdvetkeztében a baktérium ellendllésaganak fokozasanak
eredményeképp, az antibiotikummal torténd kezelés nem eredményez gyogyulast (Brown &
Gilbert, 1993; Mohd-Zain et al., 2012).

A H. parainfluenzae, egy Gram-péalca (Pal, 2013), amely a normal szajfléra tagja
(Adam, 2013) és urogenitalis traktus (Murphy, 2015) tagja, az okozott betegségek skalaja
hasonlé a H. influenzae baktériumhoz (Gergely, 2003). Jelentéségét elsésorban az adja, hogy
an. HACEK csoport (Haemophilus, Actinobacillus (Ujabban  Aggregatibacter),
Cardiobacterium, Eikenella, Kingella) tagjaiként szivbelhartya-gyulladast okozhatnak (Pal,
2013; Feder et al., 2003). Tenyésztéséhez csak V faktor szilkséges (Adam, 2013), tipikusan
lassan nové baktérium, nyalkahartya kolonizalasahoz atlagosan 6t napra van sziikség (Darras-
Joly et al., 1997; Duzenli et al., 2017). A H. parainfluenzae kolonizalja a légutakat, meningitis,
sinusitis, epiglottitis, pneumonia kialakulasaért felelés (Pillai et al., 2000), emellett az iziileti
gyulladasokban is szerepet jatszik nyalkahartya degradacio révén (Smith et al., 1976; Blair et
al., 1977; Darras-Joly et al., 1997; Dubost et al., 2000). Tovabba sulyosbitja a COPD-ben
szenved6 betegek tiineteit (May et al., 1953; Middleton et al., 2003). A H. parainfluenzae
biofilm képzddésérdl nem 4ll rendelkezésiinkre sok adat, viszont vizsgalatok tamasztjak ala,

hogy az izlleti felszinek teruletén képes biofilmet létrehozni, ezzel megnehezitve a kezelést
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(Kosikowska & Malm, 2009; Cobo et al., 2017). Mindemellett H. parainfluenzae biofilmet
detektaltak az orrnyalkahéartya és a garat felszinén (Kosikowska et al., 2015). A nyalkahartya
felszinén létrejott H. parainfluenzae biofilm sokkal ellenallobb az antibiotikummal torténd
kezelésnek, igy a fertdzés megjelenése hosszantartd elvaltozdsokat vonhat maga utan
(Rodriguez et al., 1990; Ye et al., 2013; Kosikowska et al., 2016; Pang & Swords, 2017), hiszen
a fert6zés sok esetben kronikussa vagy visszatérd jellegivé valik. In vitro H. parainfluenzae
biofilm vizsgalatok tamasztjak ala, hogy ez a baktérium olyan biofilm kdzdsséget képes alkotni,
amelyeken beliil a polimer matrix foként extracellularis DNS-bdl és fehérjékbol all (Bakaletz,
2009; Pang & Swords, 2017).

2.4.2. Pseudomonas aeruginosa

A genus tobb mint 200 fajt foglal magaba (Gergely, 2003), amelyek dontd tobbsége a
talajban és a természetes vizekben é16 szaprofitak (Remold et al., 2011; Adam, 2013). Gram-
negativ, sporat €s tokot nem képzd, polaris csillokat hordozo6 palcak (Gergely, 2003). Obligat
aerob baktériumok, metabolizmusuk soran az energiat cukrok oxidacidja Utjan nyerik, ezért
nem fermentéal6 baktériumoknak is nevezik. Oxidaz pozitivak (Adam, 2013). Mint ubikviter
szaprofitak, novekedésiikhoz nem igényelnek kiilonleges feltételeket, egyszerti taptalajon jol
szaporodnak. A P. aeruginosa orvosi mikrobioldgia szempontjabol legjelentGsebb a fenti
genusba sorolt mikroorganizmusok kozott (Gergely, 2003). A P. aeruginosa opportunista
korokozo, amely mind a kérnyezd természetben, mind az emberi szervezetben nem ritkan
megtalalhatd, de betegséget tobbnyire csak valamilyen hajlamosito tényez6 jelenlétében okoz
(Bahramian et al., 2019). Jelenleg az egyik legveszélyesebb, ha nem a legveszélyesebb
multirezisztens nosocomialis korokozé (Gergely, 2003; Shariati et al., 2018). Megjelenésiikben
a telepek rendkiviili valtozatossagot mutatnak. Leggyakoribb a lapos, szabalytalan sz¢1i, attiing
telep, de nyékos kiillemii kolonidk is képzddhetnek a termelt exopoliszacharidok kovetkeztében
(Gergely, 2003). A tenyészeteknek jellegzetes, édeskés harsfavirag illata van. Véres agaron
jellemz6é az er6s P-hemolizis. A Pseudomonas-fertézések a szamos, egyiittesen hatd
virulenciafaktornak koszonhet6k, amelyek kozul egyesek az invaziv készséget novelik, masok
valodi toxinként hatnak, megint masok a szervezet védekezd hatdsmechanizmusainak
hatdsossagat csokkentik (Gergely, 2003; Mah et al.,, 2003; Bahramian et al., 2019).
Nyalkaanyagai, mint pl. az alginat a biofilm névekedési formaban jatszanak szerepet (Gergely,
2003). A baktérium altal okozott betegségek esetén gyakorisag tekintetében elsé helyen allnak
a léguti fertézések: cystitis, bronchopneumonia. Tovabbi klinikai megnyilvanuldsok a

mellékireg-gyulladasok, kdzépfilgyulladas, mastoiditis és meningitis (Kunert et al., 2007).
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Cysticus fibrosis esetében szintén nagy jelentdsége van a P. aeruginosa fertézésnek (Adam,
2013). Ezen betegségben a baktérium az altala termelt nyakban és a hialin membranba
agyazottan biofilm forméaban ndvekszik, a cellularis és humoralis védekezes, valamint az
antimikrobas szerek szdmara egyarant nehezen hozzaférhet6 format veszi fel (Gergely, 2003;
Hgiby et al., 2010b). Mivel vizes oldatokban szaporodik, konnyen fert6zheti a 1élegeztetd- és
altatokésziilékeket, intravénasan adandd oldatokat, desztillalt vizet (Adam, 2013). A fent
emlitett fertézéseken Kivill okozhat labszarfekélyt, hosszl fekvés kdvetkeztében kialakuld
fekélyes elvaltozasokat, an. felfekvéses fert6zéseket, a bdr necrosissal jaré karosodasat,
valamint szaruhartya fert6zést is. Mivel a P. aeruginosa multirezisztens baktérium, minden
egyes izolatum antibiogramjanak megfelel6 szereket kell alkalmazni (Vakulenko et al., 2003;
Adam, 2013; Chegini et al., 2020). Terapiasan antispeudomonas penicillinek (ticarcillin vagy
piperacillin) kombinalva aminoglikozidokkal (gentamicin vagy amikacin), vagy harmadik
generacios Pseudomonasra is hatd cefalosporinok johetnek szoba (Wagner et al., 2008;
Breidenstein et al, 2011; Adam, 2013). A kronikus fert6zések kialakulasaban kiemelkedd
szerepet jatszik a baktérium intenziv biofilm képz6 tulajdonsaga (Costerton et al., 1999; Mah
et al., 2003; Vakulenko et al., 2003; Chegini et al., 2020), hiszen igy a Pseudomonas biofilm
tizszer, de akar ezerszer fokozottabb ellenallast mutat az antibiotikumokkal, ferttlenito
szerekkel szemben (Stewart & Costerton, 2001; Chegini et al., 2020). Jelenleg kutatasok
irdnyulnak a P. aerugnosa biofilm fagterapia segitségével torténd visszaszoritasara (Guttman
et al., 2005; Potera, 2013; Harper et al., 2014; Chegini et al., 2020).

2.4.3. Streptococcus pneumoniae, S. mutans

A Streptococcus nemzetségbe fakultativ aerob és anaerob, nem mozgékony Gram-
pozitiv, gémb alaku, Kissé ovalis baktériumok tartoznak. A S. pneumoniae szerepét Frankel és
Weichselbaum ismerték fel, akik megallapitottdk, hogy e mikroorganizmus a lobaris
pneumonia (lebenyes tiidégyulladds) leggyakoribb korokozoja (Rozgonyi, 2003;
Hammerschmidt 2006; Suaya et al., 2020). Tovabbd gyakori okozdja nyéalkahartya
fertézéseknek, mint az otitis média, sinusitis, pneumonia, sepsis €s menigitis (et al., 2012). A
S. pneumoniae legfontosabb korokozoja a kozosségben szerzett tiiddgyulladasnak, amely
magas halalozassal jaro stlyos betegség (O’Brien et al., 2009; File et al., 2010; WHO, 2015).
2013-ban, vilagszerte, évente mintegy 1,6 millié haldlesetért volt feleléssé felelossé a korokozo,
¢és még a fejlett orszdgokban is a korhazi ellatast igényld, kozosségben szerzett tiidogyulladasok

legaldbb egyharmadat a pneumococcus okozta. A S. pneumoniae fertézésben elhunytak szama
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2019-ben mar 2 milliora tehetd (Yu et al., 2019) Kilondsen a 2 év feletti gyermekek és idések
veszélyeztettek (Pal, 2013; Chao et al., 2015). Virulencia faktorai sokrétiiek: A kolin kot6
fehérjéje (pneumococcal surface adhesin A), a neuramidaz, és az IgAl protedz lehetévé teszi
nyalkahartyahoz torténd hozzatapadast, valamint csokkentik a nyak viszkozitasat,
megnehezitve igy azok kohogés révén torténd eltavolitasat. A baktérium pneumolizinje
citotoxikus, és gatolja a 1éguti ham csilidinak mozgasat, jelentésen karositva az also 1égutak
termeészetes tisztitd mechanizmusait (Pal, 2013). Virulencia faktorai tovabba a poliszacharidok,
a hialuronat-lidz, az autolizin, valamint a fonalszer(i pilusai (Lauer et al., 2005; Mora et al.,
2005; Z&hner et al., 2010; Fu et al., 2019; Dzarali et al., 2020). A S. pneumoniae fertézések
kezelésében, hagyomanyosan, a p-laktam antibiotikumok, elsésorban a penicillin,
cephalosporinok, allergia esetén pedig a macrolidek, az Gjabb fluorokinolonok hasznalatosak,
am ezek gyakori mellékhatasai miatt az Eurdpai Gyogyszeriigynokség és az Egyesiilt Allamok
Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatala korlatozast vezetett alkalmazasuk tekintetében. Az
antibiotikum tilhasznéalatnak kdszonhetéen, mara mar jelentésen megndtt a rezisztens torzsek
szama (Lynch et al., 2009). A rezisztens torzsek altal okozott sulyos fert6zése kezeléseben a
vancomycin valamint a fent emlitett antibiotikumok kombinalt alkalmazésa jatsza a vezet6
szerepet (Weiss et al., 2004; Pal, 2013). A S. pneumoniae biofilm els6 megemlitése Budhani és
Struthers nevéhez fizédik (1997), a biofilm képzésével, strukturdlis felépitésével és
visszaszoritasanak lehetéségeivel egyre tobb tanulmany foglalkozik (Allegrucci et al., 2006;
Greenberg et al., 2006; Park et al., 2018; Yadav et al., 2020). Tanulmanyok tamasztjak ala,
hogy a leggyakrabban gyermekeknél kialakuld visszatérd kozépfiilgyulladas hatterében az all,
hogy a hallojaratok nyalkahartya hamszovetén letapadt S. pneumoniae visszaszoritidsa az
antibiotikumos kezelés hatasara sem valosul meg (Hall-Stoodley et al., 2006; Coates et al.,
2008; Hoa et al., 2009; Nistico et al., 2011; Domenech et al., 2012). Emellett megfigyelhetd,
hogy S. pneumoniae okozta fertézés esetén a tiidé bizonyos teriiletein biofilm struktiurak

figyelhet6k meg (Sanchez et al., 2010; Domenech et al., 2012).

A S. mutans fakultativ anaerob, Gram-pozitiv baktérium (Loesche, 1996; Ryan et al.,
2004), amely a szajiireg valamint a torok, és a garat jellemzd patogénje, a szdjliregben
altalanosan megtalalhat6 Streptococcusok 39%-éat teszi ki (Ikeda et al., 1971; Liao et al., 2017).
Jellemz6jiik, hogy morfologidjuk megegyezik a Streptococcusokéval, nem mozognak, katalaz
negativak. Leggyakrabban a fogszuvasodas kialakulasaval hozzak dsszefliggésbe (Meurman,
1988; Yamashita et al., 1993; van Loveren, 2001). Virulencia faktora maga a biofilm képzd

képessége, valamint a sejtfelszini adhezin (antigén c), amely eldsegiti a baktériumsejtek
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letapadéasat (Kawabata & Hamada, 1999; Banas & Vickerman, 2003; Matsumoto-Nakano,
2018), tovabbé a gliikan koto fehérjék, tejsav termelés, és az alacsony pH értékii helyeken valod
kolonizéacié (Krzysciak et al., 2014; Cortes et al., 2021). A kdrokoz6 oly mértékben képes
kotédni a fogak felszinéhez, hogy azok elvesztése esetén eltiinnek a szajflorabdl (Filoche et al.
2004). A szajiireg mellett jelentds problémakat okozhat a kardiovascularis rendszerben is,
hiszen a szivbelhartya gyulladas valamint a szivbillentyl gyulladas kialakulasaért felelds
patogének kozé tartozik (Nakano et al., 2006; Lemos et al., 2019; Cortes et al., 2021). A S.
mutans az egyik legjelentdsebb biofilm képzd szajiiregben megtaldlhatd baktérium. Biofilm
képzddési sikerének hatterében az all, hogy képes nagymennyiségli extracellularis glilkan
polimert szintetizalni szacharozbol, amely elOsegiti a fogak felszinén kialakitott biofilm
tartossagat. Biofilm képzése révén ellenallast mutat mind a fertdtlenitd szerekkel,
antibiotikumokkal mind pedig a kedvezdtlen koriilményekkel szemben. Ennek kdszonhetden
rendkiviil savas kornyezetben is kepes kolonizalni (Lemos et al., 2008; Cortes et al., 2021). A
szajureg mellett megtalalhaté az orrgarat tertletein is, ahol gyulladasos folyamatokat képes
indukalni (Kénonen et al., 2002).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A vizsgalatokban felhasznalt illéolajmintak

Fels6 1éguti megbetegedések esetén gyakran alkalmazzak a borsmenta és kakukkfii
illéolajokat (Ph. Hg. VIII, Bylka et al. 2012, Gurib-Fakim 2006, Edris 2007). Korabbi
mikrobioldgiai vizsgalataink alapjan azt tapasztaltuk, hogy a fahéjkéreg és a szegfliszeg
illéolajok is antimikrobas hatassal rendelkeznek (Acs, 2018), illetve nagyon népszeriiek a
felhasznalok korében parologtatas céljabdl. Vizsgalatainkat ezért e négy illéolaj bevonasaval
végeztik el. Az ill6olajokat kereskedelmi forgalombol (Aromax Zrt.) szereztlik be. Gyartasi
szamok: borsmenta, H7101/1601; kakukkfii, H3981/1509; fahéjkéreg, 13201/1609; szegfiiszeg,
H7352/1602.

3.2. lll6olajok kémiai Osszetetelének meghatarozasa

Az illoolajok kémiai OsszetevOinek vizsgalatara a VIII. Magyar Gyogyszerkonyv
gazkromatografias vizsgalatot ir elé (Ph. Hg. VIII). A gazkromatografias méréseket Dr.
Bdszorményi Andrea, a Semmelweis Egyetem GY TK Farmakognoziai Intézetének munkatarsa
vegezte el szamunkra. GC-MS (gazkromatografia tomegspektrométerrel kapcsolva) és GC-FID
(gazkromatogréafia langionizacios detektorral kapcsolva) késziilékekkel dolgoztunk. Az
Osszetétel meghatarozasahoz a komponensenként kapott retenciés idOket ¢és a
tomegspektrumokat vettiik figyelembe, amelyeket standardok értékeivel, valamint a NIST 2.0
konyvtar adataival hasonlitottunk 6ssze. A szazaléekos értékek meghatarozasahoz
tertiletnormalizaciot alkalmaztunk (Adams, 2001). A GC-MS és GC-FID mérések paramétereit

a 4. tablazatban foglaltuk 6ssze.

4. tablazat A GC-MS és GC-FID analizisek paraméterei

GC-MS GC-FID
Készlilék: Agilent 6890N Fisons 8000
30 mx 0,25 mm i.d, 30 m x 0,25 mm Rt-p-
Oszlop: Agilent SLB-5MS DEXm (film
(film vastagsag 0,25 pm) vastagsag 0,25um)
60°C 3 perc, 8°C/perc 60-230°C,
Program: 8°C/perc 60-250°C, 250°C 1 perc 230°C 5 perc
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nagy tisztasagu hélium 6.0, 1.0 nitroaén
Vivégaz: ml/perc, (37 cm/s), constant flow gen.
mode 6,8 ml/perc
Injektor: 250°C 210°C
i o . 0,2 ml, 0,1% oldat,
Injektalas: Split arany 1:50 splitless
Detektor: 5973N (MS) FID, 240°C

3.3. Mikrobioldgiai vizsgalatok

A baktériumok tenyésztése az alabbi korilmények kozott zajlott: Haemophilus influenzae
(DSM 4690) és H. parainfluenzae (DSM 8978) torzsek esetén specialis tapoldatot hasznaltunk.
3750 pl Mueller-Hinton 11 Broth (Reanal Laborvegyszer Kereskedelmi Kft.) taptalajhoz 500 pl
Haemophilus supplement B-t (Diagon Kft.) és 750 ul (1 mg/ml) NAD oldatot adtunk. A
Streptococcus pneumoniae (DSM 20566), S. mutans (DSM 20533) és Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) esetében Brain Heart Infusion Broth (Sigma-Aldricht Kft.) taptalajt

alkalmaztunk (Balazs et al., 2019). A vizsgalatban részt vevo baktériumokat az 5. tablazat

foglalja 6ssze.

5. tablazat A vizsgalatok részét képezd baktériumok

baktériumok

A mikrobiolégiai vizsgalatokban részt vevo

baktérium szarmazasi hely
H. influenzae Németorszag
H. parainfluenzae Németorszag
P. aeruginosa USA
S. pneumoniae USA
S. mutans USA
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3.3.1. Bioautografias vizsgalatok

A bioautografia egy posztkromatografids detektaldsi modszer, amely tobbek kozott
komplex kivonatok antimikrobas hatasanak vizsgélatara ad lehetéséget (Botz et al. 2001). A
mikrobioldgiai kisérleteket a PTE KK Orvosi Mikrobioldgiai és Immunitastani Intézetében
végeztik el.

Vizsgalatunk soran direkt bioautografias modszer segitségével detektaltuk az illéolajok és
fokomponenseik baktériumokra kifejtett gatlasat. A rétegen kialakult gatlasi zona megfelel az
altalunk vizsgalt anyag antibakterialis hatasanak. Elsé 1épésként a vizsgalandd anyagot
(antibiotikum, ill6olaj, ill6olaj komponens) juttattuk fel Finnpipette tipusi pipetta segitségével
a méretre vagott (10 x 5 cm) szilikagél rétegekre (Merck TLC Silica gel 60 F2s4). Az ill6olaj
torzsoldata 200 mg/ml volt, abszolut etanolban oldva, amelyb610,5 és 1 -t juttattunk a rétegre.
Az illoolajok fokomponenseit (eugenol-szegfiiszeg, fahéjaldehid-fahejkéreg, mentol-
borsmenta, timol-kakukkfii; Sigma Aldricht Kft.) 20 mg/ml-es torzsoldatbol vittik fel a
rétegekre, mindegyik standard esetén 0,5 pl-t. Pozitiv kontrollként amikacint alkalmaztunk
(Likacin 250 mg/ml oldatos injekcio, Lisapharma S.p.A.), a Streptococcus, valamint a
Pseudomonas torzsek esetén, amelyb6l 0,4 pl Kkertlt a rétegekre. Haemophilus torzsek
gatlasanak érdekében pozitiv kontrollként gentamicint hasznaltunk (Sandoz 40 mg/ml oldatos
injekcid, Sandoz), amelyb6l 2,5 ul-t vittlink fel a rétegre. Az olddszer aktivitasanak kizarasa
érdekében 0,5 pl abszolut etanolt vittlink fel a rétegekre.

Az 6sszillbolaj vizsgalat (amikor nem tortént meg a réteglapok kifejlesztése) mellett kivancsiak
voltunk arra, hogy az illéolajok komponensei kézil melyek rendelkeznek antibakterialis
hatdssal. Ennek érdekében Kkifejlesztést végeztiink (kifejlesztOszer: borsmenta, kakukkfii,
szegfliszeg illolaj esetén: toluol:etil-acetat 95:5 (v/v); fahéjkéreg illoolaj esetén: diklormetan).
A mikrobiologiai vizsgalatnak ala nem vetett rétegeket 256 nm-en detektaltuk (Camag UV
lampa), valamint vanillin-kénsav eléhivo segitségével (Wagner & Blandt, 1996), 105°C-on
torténd inkubalast (5 perc) kovetden lathatd fényben is értékeltiik. A mikrobiologiai
vizsgélatokat az el nem hivott rétegekkel végeztiik el.

A mikrobiologiai vizsgalatok els6 1épése a csiraszam (4 x 10’ CFU/ml) pontos beallitasa optikai
denzitasmérés segitsegevel 600 nm-en. Ezt kdveten a rétegeket a baktérium szuszpenzidba
martottuk, majd széradas utan parakamraban inkubéltuk éket (37°C, 3 h). Ezt kdvetéen MTT
festék vizes oldatat [3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium-bromid] (MTT, 0,05
g/90 ml) (Sigma-Aldricht Kft.) alkalmaztunk a gatlasi zonak lathatdva tételének érdekében. A

gatlasi zonak vizualizaci6ja a baktérium dehidrogendz aktivitasa alapjan torténik. A
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metabolikusan aktiv baktérium atalakitja a tetrazolium sot kék formazan festékké (2,3,5-
trifenil-2H-tetrazolium klorid) (Botz et al. 2001). igy a vizsgalati anyagok &ltal gatolt
teriileteken a gatlasi zonak fehér szintiek maradtak, jelolve a baktériumok hianyéat. A rétegek
fotozasat kovetden (Leica, Vario-Summilux-H1) a gatlasi zonak atmérdjének mérése
(0sszilléolaj rétegek esetén) Motic Images 2.0 programmal tortént. Az adatok tovabbi
elemzéséhez Excel programot hasznaltunk. A bioautografias vizsgalat folyamatat az 3. dbra

mutatja be.
1, Baké kl ; ém“l' éi‘s o 2. Vékonyréteg-kromatogrifias
Baktérium tesztek elva'laszfés
Szorbens elokezelés
Staphylococcus aureus T=120°C,$=3%
(taptalaj: Mueller-Hinton agar) - i
I Mintafelvitel
Baktérium kulturak ;. S y
(a kulturak novesztése Reéteg kge]lthes
huslevesben, =
37°C-on, 20 érin dt, 60 rpm) ke
Baktérium szuszpenzio Goi iooms b Detektilis y s
600 nm-en mérés, 0,4 extinkci6 Vizuilis és/vagy Denzitometrias
Direkt bioautografia
3. Elvélasatas utdm Kpések Gatlasi foltok vizualizacidja
Merités a .,reagens baktérium NAD-~ +laktat +> piruvat + NADH + H-
szuszpenzioba™ NADH + MTT—=— NAD~++ formazan

V =kb. 50 ml, t =10 masodperc
J 1= LDH (laktat-dehidrogendz)
Szorbens szaritasa 2 = NADH-dehidrogeniz

(2 percen it levegdarammal)

Parakamra X
T=37°C,t=17 éra if\J jgars (j
. = enalis
Kamrameéret:20x 145 x Scm F, Mo dehidrogeniz
d Y & | Br ",
/ey T s
MTT vizes oldatiba merités l\x_ (ﬁT WS
0,1 g/60 ml, t =10 masodperc \ ", s/
J’ tetrazélium-sé formazin \
Parakamra

T=37°C.t=4éra
{

Zonak leolvasisa

3. dbra A bioautografias vizsgalatok sematikus abraja
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Annak érdekében, hogy pontos képet kapjunk arrél, hogy mely komponensek eredményeznek
mikrobiologiai hatast, a gatlasi zonakat képezé komponenst / komponenseket preparativ
kromatogréfias vizsgalatnak vetettlik ald. A géatlasi zondkat eredményezett sdvokat Rf értekek
és vanillin-kénsavval adott szinreakci6 alapjan azonositottuk. Ezutan az ill6olaj mintékat 10 pl
(térzsoldat: 200 mg/ml) mennyiségben felvittik a vékonyrétegre, kifejlesztést kovetéen a
szilika réteget megfeleld zondkban lekapartuk (eldzéleg meghatarozott Rf értékek alapjan),
majd a frakciokat kiilon {ivegbe gyujtottik. A mintdkat a Semmelweis Egyetem
Farmakognoziai Intézetében elemezték a 4.2. fejezetben leirtak alapjan.

3.3.2. Minimalis gatlé koncentracié (MIC) meghatarozésa

A minimalis gatldo koncentraciok (MIC) meghatarozasa mikrodilucios modszer
segitségével tortént 96 cellas mikrotiter lemezeken (Kerekes et al., 2013). Minimélis gatlo
koncentracioként hataroztuk meg az illoolaj azon legkisebb koncentraciojat, amely az
inkubacids id6 letelte utan, a kontrollhoz viszonyitva >90%-ban volt képes a baktérium
szaporodasat gatolni.

A megfeleld csiraszam (10° CFU/ml) beallitasat kovetden mind a baktériumszuszpenziobol,
mind pedig a vizsgalt illéolajbdl 100-100 pl mennyiseget mértink a mikroplate lyukaiba. A
vizsgalati anyag tapoldatban oldva kerult hozzéadasra. Az ill6olaj mintdkat haromféle
maodszerrel készitettiik el6. A vizes bazisu baktériumszuszpenzioba torténé oldashoz Tween80
emulgenst (1%), abszolut etanolt, valamint Pickering-emulziét hasznaltunk. igy minden illoolaj
minta esetében mindharom tipusu oldattal hat ismetléssel végeztik el a vizsgalatokat. A
vizsgalati minta hozzaadasat kovetden, inkubalas utan (24 éra, 37°C) 600 nm-en abszorbanciat
mértink (BMG Labtech, Bio-Tek Kft.). Az illolajokat nem tartalmaz6 sejtszuszpenzids
tapoldat szolgalt pozitiv kontrollként, és a sejtmentes, illoolaj-tartalmi tapoldat negativ
kontrollként. A széli hatas kikiiszobolése érdekében a mikroplate keretét alkotd legszélsd
lukakat nem hasznaltuk. A hat parhuzamosbdl atlagot szamoltunk, majd a negativ kontroll
atlagat kivontuk a kapott értékbol. Azt a koncentraciot tekintettik MIC értéknek, ahol a pozitiv
kontroll abszorbanciajahoz kepest + 10%-ra csokkent értékeket mértiink. Pozitiv kontrollként
antibiotikumokat alkalmaztunk. P. aeruginosa esetében gentamicin (Gentamicin Sandoz 80
mg/ 2ml injekcié, Sandoz), S. pneumoniae esetén imipenem (Imipenem/Cilastatin Kabi 500
mg/500 mg por oldatos infGzidhoz; torzsoldat: 0,4 mg/ml), S. mutans esetén

amoxicillin/klavulansav (Aktil 1000 mg/200 mg por oldatos infGziéhoz, Richter Gedeon) és a
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Haemophilus torzsek esetén amikacin (Likacin 250 mg/ml oldatos injekcio, Lisapharma S.p.A.)

antibiotikumokat alkalmaztunk.
3.3.3. Pickering emulzidk eléallitasa

A szilika nanorészecskék altal stabilizalt, illéolaj tartalmu O/W (Qil/Water, azaz olaj a
vizben) tipust Pickering emulzidk elkészitését a PTE GYTK Gydgyszertechnoldgiai és
Biofarmaciai Intézet munkatarsai készitették el szimunkra a kovetkezé leiras alapjan (Horvath,
2021). Els6 1épésben 20 nm nagysagu, hidrofil szilika nanorészecskéket allitottak elé Stober
szintézissel. A megfelel6 stabilitas eléréséhez eldzetes kisérleti munka alapjan, etil funkcios
csoportokkal végezték el a szilika nanorészecskék feluleti modositasat (20ET). Az emulziok
formulalasahoz el6szor elkészitették a 20ET nanorészecskék vizes szuszpenzidjat, majd
hozzédadtak a megfelelé mennyiségii illoolajat. 2 perc ultrahangos eléemulgealast kdvetOen,
UltraTurrax (IKA Werke) készilékkel 13500 1/min sebesseggel homogenizaltak az
emulzidkat. Az igy elkéeszilt Pickering emulziok cseppméretét DLS méréssel (Malvern
Zetasizer NanoS) hataroztadk meg, stabilitasuk megallapitasahoz idében kovették a cseppmeret
valtozasat. A biofilm gatlashoz hasznalt Pickering emulziok mindegyike legalabb 1 hétig stabil
volt. A stabilitas vizsgalat eredményeit a melléklet 9.3. pontja tartalmazza.

Konvencionalis emulziokat is készitettek a fentiekkel analdg mddon, amelyeknek szintén
vizsgaltak a cseppméretét és stabilitdsat. Ez esetben az emulzidk stabilizaléo agense Tween80
(Polysorbate80) felliletaktiv anyag volt. Negativ kontroll vizsgalatuk részét kepezte az abszolut
etanolos, Tween 80-as és Pickering emulziok illoolaj nélkili, 6nallo alkalmazasa. Minden

mérésbol hat parhuzamost végeztiink el.

3.3.4. ll6olajok és komponenseik biofilm-képzédésre Kifejtett hatasanak vizsgalata

A biofilmek (biohartydk) ¢16 vagy élettelen feliileten Gsszetapadt mikroorganizmus
kozosségek, amelyek ilyen formaban sokkal ellenallobbak a kedvezétlen koriilményekkel
szemben (Hoiby, 1977). A bakterialis biofilmeket 96 cellas polisztirol mikrotiter lemezeken
(VWR, International Kft., Debrecen, Hungary) alakitottuk ki. Egy cellaba 200 ul 108 CFU/mI
sejtszdmu sejtszuszpenziot mértiink. Inkubaciot (4 h, 37°C) kovetden a le nem tapadt sejteket
fizioldgias séoldattal (9 g NaCl, 1000 ml desztillalt viz) kimostuk, és a letapadt sejtekhez
hozzaadtuk a vizsgalni kivant mintat. Inkubalast kdvetéen (24 h, 37°C) fiziologias sdoldatos
mosé&s utan minden mintahelyre 200 pl 99Y/,%-0s metanolt mértiink. 15 perc varakozés utan

200 pl 0,1%-0s kristalyibolya oldatot mértiink a celldkba. 20 perc elteltével a biofilmekhez
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kotodott festéket 33%-0s ecetsav-oldattal kioldottuk és 595 nm-en abszorbanciat mertlink
(BMG Labtech, Bio-Tek Kft.) plate reader segitségével. A kristalyibolya kapcsolodik a
biofilmek extracellularis matrixdn beliilli negativ toltésti felilleti molekuldkhoz ¢és
poliszacharidokhoz, igy lehetévé teszi a biofilm teljes biomasszajanak mérését a mikrotiter lap

cellajaban (Peeters et al., 2008). Az illdolajokat MIC/2 koncentréacidban alkalmaztuk.

3.3.5. Biofilmek vizsgalata pasztazé elektronmikroszkdp (SEM) segitségével

A pésztaz6d elektronmikroszkdpos vizsgalatok el6készitése soran a biofilmeket
zsirtalanitott feddlemezeken alakitottuk ki. A 108 CFU/ ml sejtszam( szuszpenzidban a
feddlemezeket 4 6ran at inkubaltuk (37°C). Négyoras tapadast kovetden a lemezeket &tmostuk
fiziologids sooldattal, majd az el6zd kisérletekben hatdsosnak bizonyuld ill6olajokat
alkalmaztuk gatlészerként MIC/2 koncentracioban. Pozitiv kontrollkent kezeletlen mintakat
hasznaltunk, ahol tapoldattal fedtiik be a targylemezeket. 24 orat kdvetden a tapoldatokat
eltavolitottuk, a le nem tapadt sejteket fizioldgias sooldattal eltavolitottuk, majd elokészitettiik
a mintdkat a SEM protokollnak megfeleléen. A mintakat a biofilm rogzitése céljabol 2,5%
glutaraldehidben (Molar Chemicals Kft., Halasztelek) szobahdmérsékleten 2 6rat inkubaltuk,
majd 50%, 70%, 80%, 90% és abszolut etanollal 2x15 perces idétartamokban viztelenitettiink.
A fedélemezeket ezutan tercier butil alkohol: abszolut etanol 1:2, 1:1, 2:1 aranyu keverékébe,
majd abszoldt tercier-butil-alkoholba helyeztilkk 1-1 o6rara, szobahémérsékleten. A mintakat
vegul abszolut tercier-butil-alkoholban 4°C-on fagyasztottuk, és egy éjszakan at fagyasztva
szaritottuk. A mintakat rogzitettiik, majd a sziikséges aranyréteg felvitelét kovetden (Quorum
Technologies SC 7620 ’Mini’) a mintakat Hitachi S4700 pasztazo elektronmikroszkop
segitségével vizsgaltuk (Kerekes et al., 2013). A vizsgalat a SZTE Alkalmazott és Kdrnyezeti

Kémiai Tanszékén zajlott.

3.3.6. A guorum sensing (QS) mechanizmus vizsgéalata

Az anti-quorum sensing (anti-QS) hatas kimutatasa érdekében papirkorong diffGzios
maddszert alkalmaztunk. A quorum sensing mechanizmus gatlasa jo1 szemléltethet6 a pigmentet
termel6  baktériumokkal, ezért = Chromobacterium  violaceum (SZMC  6269)
modellbaktériummal végeztiik el a vizsgalatainkat. A QS gatlas kimutatasa érdekében korabban

C. violaceum 85 WT torzzsel leoltott és beszaritott BHI taptalajt tartalmazo Petri csészékre 6
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mm atmér6jii steril sziir6papir korongokat helyeztiink. Ezekre 2 pl témény illoolajat
(borsmenta, fahéjkéreg, kakukkfii, szegfliszeg) vittink fel, emellett 2,5 és 10 mg/ml-es
higitasokat is készitettiink, amelybdl szintén 2 pl kerllt a korongokra. Tovabba kivancsiak
voltunk az illoolajok fékomponenseinek aktivitasara is, ezért 10 mg/ml-es tdrzsoldatokat
készitettiink mind a négy illéolaj legnagyobb mennyiségben detektalt fokomponensébdl
(borsmenta-mentol,  fahéjkéreg-fahéjaldehid,  kakukkfii-timol,  szegfiiszeg-eugenol),
amelyekbdl 2 pl kerult a korongokra (Kerekes et al., 2013; Kerekes, 2017). Mind a higitott
ill6olajok, valamit a f6komponensek esetében is az oldoszer abszolut etanol (Molar Chemicals
Kft.) volt, igy negativ kontrollként abszolut etanollal atitatott papirkorongokat alkalmaztunk. A
papirkorongok koril két korkoros zona kialakulasat figyelhettiik meg mind a négy vizsgélati
anyag esetében. A bels6 teriilet egy teljes feltisztulasi zénanak mondhat6, hiszen nem
detektalhattunk baktériumsejteket az adott tertileten, mig a kiilsé zénaban a baktérium
novekszik, de a pigment termelés gatlast mutat. A depigmentaltsag okozta szintelen zonakat
mértiik (mm), ugyanis a baktérium szinanyag termelése QS szabalyozas alatt all. A kezeléseket
hat parhuzamos méréssel végeztik (Kerekes, 2017).
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4. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

4.1. A vizsgélt illéolajok kémiai analizise

Az ill6olajok kémiai Osszetételének meghatarozésa kilonosen fontos, hiszen a f6-, és
mellékkomponensek aranyat nagymértékben befolyasolja az anyandvényre hatd, kiillonboz6
kornyezeti tényezOk valtozasa, mint példaul a hdmérséklet ingadozasa, a csapadék mennyisége,
valamint a tapanyagellatottsag. Ennek fényében ugyanazon névényfaj, ugyanazon szervébol
(gyoker, szar, levél, kéreg, virag) kiilonbozo dsszetételi illoolajok nyerhetdk ki, amelyekben a
komponensek aranya valtozd. A legtobb illoolaj esetében leginkabb kiemelked6 antibakterialis
tulajdonsaggal a fékomponens rendelkezik, igy ennek az illéolaj elegyen beliili mennyisége
jelentds befolyasold hatassal bir. Nem szabad figyelmen kiviil hagyni azonban, hogy sok
esetben az 1illoolaj minor komponensei erdsitik a fOkomponens bioldgiai aktivitasat,
antibakterialis és biofilm ellenes hatasat. Igy Kijelenthetd, hogy az illdolajok sikeres
antimikrobas szerként valé alkalmazasa komplex Osszetételiikben rejlik. Eppen ezért
elengedhetetleniil fontos a vizsgalt illéolaj mintak analitikai elemzése.

Vizsgalataink soran az ill6olaj mintéaink direkt folyadék injektalasa tortént. Az analizisek soran
GC-MS és GC-FID detektorokat alkalmaztunk. A kiilonb6z6 detektorok segitségével tortént
mérési eredmények minimalis eltéréssel ¢sszecsengenek. Az illoolajok komponenseit és a
kiilonb6z6 detektorokkal tortent mérés szazalékos aranyait az 6. és 7. tablazat foglaljak 6ssze,
amelyekben az 1% feletti komponenseket tiintettik fel. Az analizis soran detektalt retencids
idoket, az 1% alatti komponensek szazalékos aranyat a melléklet 9.1. alfejezete tartalmazza.

A folyadék injektalas soran tortén6 MS detektorral torténd analizisb6l a kovetkezd
eredményeket allapitottuk meg. A borsmenta fokomponense az 50,4%-ban jelen levd mentol,
emellett nagyobb mennyiségben figyelhetiink meg a mintdnkban mentont (19,8%) is.
Mindamellett, hogy ez a két komponens jelent6s mértékben felel a borsmenta illoolaj biologiai
aktivitasaért, jellegzetes illatat is ezek az Osszetevok adjak. Minor komponensek kozil
kiemelend6 az izomenton (7%), az 1,8-cineol (5,5%), valamint a mentil-acetat (5,5%). A
fahéjkéreg illbolaj fokomponense a transz-fahéjaldehid, amely 64,7%-ban volt jelen. A
szegfliszeg illoolaja minddssze hét komponensbdl allt, legnagyobb mennyiségben eugenolt
(78,8%) tartalmaz, emelett fontos megemliteni a R-kariofillént, amelyet 13,5%-ban
detektaltunk. Tovabbi minor komponensei k6z¢é az a-humulén (4,6%), a R-kadinén (1,1%)
sorolhatok. Az altalunk vizsgalt illdolajok koziil leginkabb Osszetettnek a kakukkfli illoolaja
mondhatd, hiszen tobb mint hiisz komponenst detektaltunk a mintaban. Fokomponensei a timol

(39,8%) és a p-cimol (19,2%). Minor komponensként az a-terpinén (3,2%), a y-terpinén (6,7%),
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a linalool (5,6%), a karvakrol (5,9%), és a B-kariofillén (4,2%) emlithet6k meg. Eredményeink
0sszecsengenek az irodalmi adatokban foglaltakkal. Megéallapitottuk, hogy a vizsgalatba bevont
mintdk gyogyszerkdnyvi mindségiieck, hiszen a fékomponenseik szazalékos értéke a VIII.
Magyar Gyogyszerkonyv altal meghatéarozott referencia tartomanyba esik. A borsmenta illéolaj
két fokomponenssel bir, a menton referencia tartomanya 14,0-32,0%, a mentolé pedig 30,0-
55,0%. Mind a menton (19,8%), mind pedig a mentol (50,4%) szazalékos aranya megfelel az
irodalmi értékeknek (Tisserand & Young, 2014). A fahéjfa kéreg illoolajanak fékomponense,
a transz-fahéjaldehid a referencia tartomany (55,0-75,0%) kdzepére esik, az altalunk vizsgalt
ill6olaj 64,7%-ban tartalmazta. A szegfiiszeg illoolaja esetében az eugenol, mint fokomponens
75,0-88,0% tartomany kodzé kerllt, hiszen 78,8%-ban detektaltuk a mintaban. A 3-kariofillén
tartalom a referencia tartomany (5,0-14,0%) fels6 hataran van (13,5%). A kakukkfii esetében a
gyogyszerkonyvi minéségl illoolaj timol tartalma 36,0-55,0% érték kozé esik. Az altalunk
vizsgalt minta 39,8%-ban tartalmaz timolt, igy megallapitottuk, hogy a kakukkfii illoolaja is
gyogyszerkonyvi mindségiinek mondhato (6. tablazat).

6. tablazat A vizsgalatba bevont illoolajok analitikai elemzése folyadékbdl torténd injektalas

esetén (GC-MS)

Komponensek szazalékos ertéke GC-MS mérés esetén (%)

Komponens RI borsmenta  fahéjkéreg kakukkfii szegfiiszeg

a-pinén 939 1,1 51 - -
kamfén 951 - - 2,0 -
R-mircén 992 - - 1,0 -
a-terpinén 1017 - - 3,2 -
p-cimol 1026 - 1,9 19,2 -

limonén 1044 1,4 1,8 - 0,5
1,8-cineol 1046 55 2,8 4,6 -
y-terpinén 1060 - - 6,7 -
linalool 1104 - 4,0 5,6 -
izopulegon 1150 1,0 - - -
menton 1156 19,8 - - -
izomenton 1159 7,0 - - -
mentol 1172 50,4 - - -
izomentol 1183 4,3 - - -
a-terpineol 1190 - 2,2 - -
transz-fahéjaldehid 1266 - 64,7 - -
borneol 1289 - - 1,0 -
timol 1297 - - 39,8 -
karvakrol 1300 - - 5,9 -
izomentil-acetat 1305 55 - - -

44



eugenol 1373 - 4,6 - 78,8
R-kariofillén 1417 - 4,2 4,2 13,5
cinnamil-acetat 1446 - 9,4 - -
a-humulén 1452 - - - 4,6
R-kadinén 1473 - - - 1,1
Total 98,1 99,7 93,2 98,5

7. tablazat A vizsgalatba bevont illdolajok analitikai elemzése folyadékbdl torténd injektalas

esetén (GC-FID)

Komponensek szazalékos ertéke GC-FID méreés esetén (%)

Komponens RI borsmenta  fahéjkéreg kakukkfii szegfliszeg
a-pinén 939 1,1 0,7 - -
kamfén 951 - - 1,2 -

B-mircén 992 - - 1,0 -
a-terpinén 1017 - - 1,7 -
p-cimol 1026 - 1,1 18,3 -
limonén 1044 1,4 1,4 - -
1,8-cineol 1046 55 1,7 3,6 -
y-terpinén 1060 - - 4,8 -
linalool 1104 - 3,9 57 -
izopulegon 1150 1,0 - - -
menton 1156 19,8 - - -
izomenton 1159 7,0 - - -
mentol 1172 50,4 - - -
izomentol 1183 4,3 - - -
a-terpineol 1190 - 1,3 - -
transz-fahéjaldehid 1266 - 75,1 - -
borneol 1289 - - - -
timol 1297 - - 50,8 -
karvakrol 1300 - - 3,7 -
izomentil-acetat 1305 55 - - -
eugenol 1373 - 3,0 - 87,2
R-kariofillén 1417 - 2,3 2,9 8,6
cinnamil-acetat 1446 - 5,6 - -
a-humulén 1452 - - - 2,5
Total 98,1 96,1 93,7 98,3
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4.2. Bioautografias vizsgalatok eredményei

Annak érdekében, hogy alatamasszuk a borsmenta, a fahéjkéreg, a kakukkfli és a
szegfiiszeg illdolajanak antibakterialis hatasat, bioautografids vizsgalatokat alkalmaztunk. Ez
az in vitro mikrobioldgiai moédszer lehet6séget ad mind az Gsszilldolaj, mind pedig az illbolaj
komponenseinek antibakterilis hatdsanak detektalasara. Az 6sszilléolaj vizsgalatok soran a
biologiailag aktiv minta feltisztulasi zonat eredményez a szilika rétegen. A zéna atmérdjének
mérésével kovetkeztethetink az 06sszillbolaj mintdk antibakterialis hatasara. Negativ
kontrollként olddszert alkalmaztunk (abszolut etanol), pozitiv kontrollként antibiotikumot
hasznaltunk: H. influenzae és H. parainfluenzae esetén gentamicint, Streptococcus torzsek,
valamint P. aeruginosa esetén amikacint (rétegre felvitt hatéanyag tartalom: 0,1 mg). Annak
érdekeében, hogy megfigyeljik az antibakterialis hatds koncentraciofliggését, két kiilonb6zo
toménységii oldattal dolgoztunk minden illoolaj esetében (hatdanyag tartalom: 0,1 mg, 0,2 mg).
Mivel az ill6olajok fokomponenseinek antibakterialis hatasara is kivancsiak voltunk, igy a
mentol, fahéjaldehid, a timol és az eugenol is felvitelre kerllt (0,01 mg). A vizsgalatainkat

tizenket ismétléssel végeztik el, a gatlasi zonak atmérbinek atlagat a 8. tablazat foglalja 6ssze.

8. tablazat Osszilléolaj mintak antibakterialis hatasa direkt bioautografias tesztrendszerben, a

gatléasi zonak mm-ben értend6ek

Baktériumtodrzsek

Ill6olaj minta
koncentracioja H. inf. H. parainf. P. aerug. S. mutans  S. pneu.
borsmenta 0,1mg 4,26 +0,6 2,99 +0,6 3,17+05 4,12+05 3,02+0,7
0,2mg 5,07+0,5 3,61+0,9 471+04 491+04 425+05
mentol 2,14+£0,9 1,03+0,5 169+02 207+02 114+04
fahéjkéreg 0,1mg 9,55+0,5 8,26 + 0,7 743+06 69707 6,13+0,7
02mg 10,98+0,7 9,06+09 753+08 6,01+08 6,51+0,5
fahéjaldehid 4,06 £ 0,7 4,92 +0,4 351+04 30708 299+0,8
., 01mg 46+06 4,39+£0,5 7,73+£0,3 10,08+09 9,49+0,9
kakukkfi
02mg 8,13+0,4 4,95+0,2 8,18+09 11,23+0,7 9,63+0,7
timol 22+ 0,6 2,1£05 352+0,8 536+02 4,66+0,9
, 0,1mg 7,39+0,9 4,26 £0,5 552+05 8,71+05 8,06+0,3
ZeefUszee ) g 84+ 07  439+07 63604 897408 93708
eugenol 3,51+ 0,5 2,19+0,6 258+0,2 463+09 415+£05
antibiotikum 0,1mg 24,61+09 2455+09 1945%+08 21,22+0,7 19,05+0,9
absz. etanol 0 0 0 0 0

Jelmagyarazat: H. inf.: Haemophilus influenzae, H. parainf.: Haemophilus parainfluenzae, P. aerug.:
Pseudomonas aeruginosa, S. mutans: Streptococcus mutans, S.pneu.: Streptococcus pneumoniae
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Bioautografias vizsgalataink alapjan elmondhatd, hogy az illéolajok kdzil a kakukkfii és a
fahéjkéreg illoolaja eredményezte a legnagyobb gatlasi zonakat, a borsmenta volt a legkeveésbé
effektiv.

A borsmenta illoolajara legérzekenyebben a H. influenzae reagalt, hiszen ennél a baktériumnal
detektalhattuk a legnagyobb géatlasi zénéakat (0,1 mg: 4,3 mm, 0,2 mg: 5,1 mm). Ezt kdvette a
S. mutans, amely szintén jelentésebb gatlast mutatott (0,1 mg: 4,2 mm, 0,2 mg: 4,9 mm). Jol
ismert ennek a baktériumnak a fogak felszinén val6 megjelenése, igy a fogak romlasaeért is
felelossé tehetd. Bizonyitott tény, hogy a fogszuvasodds megelézése érdekében alkalmazott
szajoblogetdk egy része tartalmaz pl. mentolt, igy segitve a prevenciét (Bakkali, 2008).
Eredményeink ezekkel a tényekkel egybeesnek, igy ennek alapjan elmondhat6, hogy a
borsmenta ill6olaja valéban eredményesen alkalmazhaté a S. mutans szaporodasanak
gatlasaban, illetve a baktérium megjelenésének megel6zésében.

A szegfiiszeg illbolaja hatdsossagot tekintve koveti a borsmenta aktivitasat. A legnagyobb
gatlési zonat a S. pneumoniae esetében eszleltiink (0,1 mg: 8,7 mm, 0,2 mg: 9,37 mm), amelyet
a S. mutans kovet, igy arra kovetkeztethetlink, hogy a Streptococcus fajok nagyobb
érzékenységet mutatnak a szegfiiszeg illdolajaval szemben a Haemophilus torzsekhez és a P.
aeruginosahoz képest. Az altalunk vizsgalt baktériumtorzsek kozul a H. parainfluenzae
szaporodasat gatolta legkevésbé a szegfiiszeg illdolaja. A kakukkfii illbolaj esetében
megfigyelhetd, hogy az illbolajos kezelés valamennyi tesztbaktérium szaporodasat gatolni
tudta. A S. mutans volt a legérzékenyebb a kakukkfii illoolajjal szemben (0,1 mg: 10,1 mm, 0,2
mg: 11,2 mm), ezt koveti a S. pneumoniae (0,1 mg: 9,5 mm, 0,2 mg: 9,6 mm). Hasonléan a
szegfiiszeg illoolajahoz, megallapithatd, hogy a Streptococcus fajok szaporodasat kakukkfii
illoolajjal eredményesebben lehet gatolni, dsszehasonlitva a Haemophilus torzsekkel. A két
Haemophilus faj kdzil a H. influenzae bizonyult érzékenyebbnek.

Fontos megemliteni, hogy a vizsgalatunkban résztvevé négy illdolaj koziil, a Haemophilus
fajok kivételével, mind a két Streptococcus és a P. aeruginosa is a kakukkflivel szemben
mutatta a legnagyobb gatlé hatast. Negativ kontrollként abszolut etanolt alkalmaztunk, de egyik
esetben sem eredményezett gatlasi zonat. Igy kijelenthetd, hogy az illéolajok antibakterialis

hatasat az olddszer nem befolyasolta.

Osszességében megallapithatd, hogy az 6sszilldolaj mintakkal elvégzett bioautografias
eredményeink megfelelnek az irodalmi adatoknak. Haemophilus fajok esetében mi alkalmaztuk
eldszor ezt a modszert az illdolajok hatasossaganak vizsgalata érdekében (Balézs et al., 2019).

A négy illéolaj koziil a kakukkfi és a fahéjkéreg volt a legaktivabb mikrobioldgiai
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szempontbol. Annak érdekében, hogy megallapitsuk mely komponensek felelések az illoolajok
antibakterialis hatasaért, a reteglapok kifejlesztését is elveégeztilk a bioautografias vizsgalatok

soran. Eredményeinket az 4-7. abrék szemléltetik.

mentil-acetat (Rf=0.75)
menton (Rf=0.68)
izomenton (Rf=0.51)
1.8-cineol (Rf=0.4)
mentol (Rf=0.31)

4. dbra A borsmenta ill6olaj komponenseinek antibakterialis hatasa

Jelmagyarazat: A: Detektalas UV fény alatt (254 nm), B: Detektalas vanillin-kénsav reagenssel,
C: Bioautografias vizsgalat — H. influenzae, D: Bioautogréfias vizsgalat — H. parainfluenzae,
E: Bioautografias vizsgalat — P. aeruginosa, F: Bioautogréafias vizsgalat — S. mutans, G:
Bioautografias vizsgalat — S. pneumoniae. 0,1 és 0,2 jelélések: 0,1 és 0,2 mg illdolaj (0,5 és 1
pl rétegre felvitt mennyiségben). M: mentol 0,01 mg (borsmenta illoolaj fdkomponense)

eugenol (Rf=0.76)

fahéjaldehid (Rf=0.62)

o-terpineol (Rf=0.35)

5. dbra A fahéjkéreg illoolaj komponenseinek antibakterialis hatasa
Jelmagyarazat: A: Detektalas UV fény alatt (254 nm), B: Detektalas vanillin-kénsav reagenssel,

C: Bioautografias vizsgalat — H. influenzae, D: Bioautografias vizsgalat — H. parainfluenzae,

E: Bioautografias vizsgalat — P. aeruginosa, F: Bioautogréafias vizsgalat — S. mutans, G:
Bioautogréafias vizsgalat — S. pneumoniae. 0,1 és 0,2 jeldlések: 0,1 és 0,2 mg illéolaj (0,5 és 1
pl rétegre felvitt mennyiségben). FA: fahéjaldehid 0,01 mg (fahéjkéreg illoolaj fékomponense)
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timol (Rf=0.56)

linalool (Rf=0,33)

6. abra A kakukkfii illdolaj komponenseinek antibakterialis hatasa

Jelmagyarazat: A: Detektalas UV fény alatt (254 nm), B: Detektalas vanillin-kénsav reagenssel
eléhivva, C: Bioautografias vizsgalat — H. influenzae, D: Bioautografias vizsgalat — H.
parainfluenzae, E: Bioautografias vizsgalat — P. aeruginosa, F: Bioautografias vizsgalat — S.
mutans, G: Bioautogréafias vizsgalat — S. pneumoniae. 0,1 és 0,2 jel6lések: 0,1 és 0,2 mg illéolaj

(0,5 és 1 pl rétegre felvitt mennyiségben). T: timol 0,01 mg (kakukkfii illoolaj fékomponense)

eugenol (Rf=0,51)

limonén (Rf=0.42)

7. abra A szegfliszeg illoolaj komponenseinek antibakterilis hatasa

Jelmagyarazat: A: Detektalas UV fény alatt (254 nm), B: Detektalas vanillin-kénsav reagenssel,
C: Bioautografias vizsgalat — H. influenzae, D: Bioautografias vizsgalat — H. parainfluenzae,
E: Bioautografias vizsgalat — P. aeruginosa, F: Bioautogréafias vizsgalat — S. mutans, G:
Bioautogréafias vizsgalat — S. pneumoniae. 0,1 és 0,2 jeldlések: 0,1 és 0,2 mg illéolaj (0,5 és 1

pl rétegre felvitt mennyiségben). E: eugenol 0,01 mg (szegfiiszeg illoolaj fokomponense)

Az elvégzett bioautografias kisérletek alapjan elmondhatd, hogy a Haemophilus fajok esetében
tobb komponens volt aktiv hatasu, mint a P. aeruginosa és a S. pneumoniae esetén. A S. mutans
reagalt a legkevésébé érzékenyen a kezelésre, hiszen nem voltak egyértelmiien tisztak a gatlasi
zonak. A fokomponensek a vizsgalatunkba bevont léguti patogének mindegyikével szemben
gatlast okoztak. Azonban emellett megfigyelhet6, hogy a legtdbb esetben nemcsak a

49



fokomponenseknek volt koszonhetd az illdolajok aktivitasa, hiszen a minor komponensek is
eredményeztek gatlasi zonat. A frakciok azonositaisa GC-MS segitségevel tortént a
Semmelweis Egyetem Farmakogndziai Intézetében, preparativ rétegkromatogréfias vizsgélat
segitségével. A vizsgélat részletes eredményeit a melléklet 9.2. pontja foglalja 6ssze.
Mindegyik baktériumtérzs esetében a borsmenta tobb komponense is gatld hatast
eredményezett. Fokomponense mindegyik baktériumtorzset gatolta (mentol, Rf=0,31).
Emellett az 1,8-cineol (Rf=0,4), az izomenton (Rf=0,51), valamint a menton (Rf=0,68) mutatott
gatlé hatast. A Haemophilus nemzetség tagjai reagaltak a legérzékenyebben, hiszen itt
detektaltuk a legjobban kivehet6 gatlasi zonékat. A P. aeruginosa-t a fékomponensen kiviil kis
mértékben az 1,8-cineol és az izomenton gatolta. A S. mutans esetében halvanyabb zdnakat
figyelhettink meg, a legaktivabb komponensnek a mentol (Rf=0,31) bizonyult. A S.
pneumoniae szinten tdbb komponens esetén eredményezett feltisztulasi zonat (menton, 1,8-
cineol, izomenton, menton, mentil-acetat).

A fahéjkéreqg illoolajanak komponensei kozil a legaktivabb a fahéjaldehid (Rf=0,62)
volt, tovabbd az o-terpineol (Rf=0,35) eredményezett kismértéki gatlast mindegyik
baktériumtdrzs eseten. Az eugenol (Rf=0,76) hatdsa is megmutatkozott a Haemophilus
fajoknal. A kakukkfii illoolajanal kifejezett gatlast a fokomponensnél (timol: Rf=0,56)
figyelhettiink meg, tovabbé a linalool (Rf=0,33) mutatott baktériumndvekedest gatlo hatast. A
szegfiiszeg ill0olaja esetén a legeredményesebb gatlast az eugenol (Rf=0,51) eredményezte, de
nem elhanyagolhaté a limonén hatasa sem (Rf=0,42), amely a S. mutans esetében mutatkozott
meg a legkevésbé. Antibakterialis vizsgalataink dsszecsengenek az eddigi irodalmi adatokkal.
Fabio és munkatarsai korong diffuziés mddszerrel aldtdmasztottak, hogy a fahéjkéreg, a
szegfiiszeg és a kakukkfli illoolaja antibakterialis hatassal rendelkezik H. influenzae, S.
pyogenes, valamint S. agalactiae baktériumokkal szemben (Fabio et al., 2007). Iscan
kutatdcsoportja bioautografidss mddszert alkalmazva kimutatta, hogy a borsmenta ill6olaja
képes visszaszoritani a P. aeruginosa baktérium ndvekedéset. (Iscan et al., 2002), tovabba
Houdkova és munkatarsai, €s Inouye kutatocsoportja megerdsitette a mentol és a menton
Haemophilus fajokkal szembeni hatasossagat (Inouye et al., 2001; Houdkova et al., 2017).
Horvath és munkatarsai a kakukkfii és fahéjkéreg illéolajanak aktivitasat bioautogréafias
vizsgalattal bizonyitotta Pseudomonas torzs képviseléivel szemben (Horvéth et al., 2010).
Moricz és munkatarsai szintén Gram-negativ baktériumokkal dolgoztak, bioautografias
tesztrendszert optimalizdlva, azonban kizardlag a gilisztaliz6 varadics illoolaj aktivitasara
voltak kivancsiak (Moricz et al., 2015). A fahéjkéreg, és a kakukkfii illoolajanak hatékonysagéat

igazoltak bioautografias rendszerben B. subtilis és E. coli mellett P. aeruginosa (Choma &
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Grzelak, 2011) baktériumokkal szemben (Behravan et al., 2007; Jesionek et al., 2017), amely
megerdsitette, hogy a timol és a fahéjaldehid is hatasosnak mondhat6é felsd 1éguti
megbetegedések kezelésében (Pérez-Rosés et al. 2016; Schonknecht et al. 2016; Kissels et al.
2017; Oliviero et al. 2016). Az eddigi irodalmi adatok alapjan megallapitottuk, hogy munkéank
Ujdonsdga az, hogy els6ként optimalizaltuk a bioautografias rendszert léguti patogénekre,
amelyek kozil a Haemophilus spp. tagjai kiilon kiemelenddk, hiszen kiilonleges
tapanyagigényl baktériumok csoportjat képviselik. Tovabba elséként detektaltuk a borsmenta,
¢és fokomponense, a mentol antibakterialis hatasat ebben a tesztrendszerben 1égUti patogénekkel
szemben. Munkénk 0sszefoglalé képet ad a leggyakrabban alkalmazott illéolajok és
fokomponenseik gatld hatasardl, a legjelentésebb l1éguti baktériumokra Kifejtett gatlo hatasuk
bebizonyitasaval. A legtobb tanulmany az illoolajok fékomponensének tulajdonitja
baktériumellenes hatdsat, azonban vizsgalataink aldtdmasztottak, hogy a minor komponensek
is fontos szerepet jatszanak az antibakterialis hatas kifejtésében (Balazs et al., 2019).

4.3. MIC ertékek meghatarozasanak eredményei

Mivel a biofilm vizsgalatok soran a minimalis gatlé koncentracio felével (MIC/2)
dolgoztunk, ezert sziikség volt az altalunk vizsgalt mintak MIC ertékének meghatarozasara.
amely az inkubacios id6 letelte utan (24 6éra), a kontrollhoz viszonyitva >90%-ban képes volt a
baktérium szaporodasat gatolni. A MIC meghatarozas eredmeényeit az 9. tablazat foglalja dssze.
Eredményeinkb6l megallapitottuk, hogy a Haemophilus fajok k&zott nem detektaltunk
szamottevé kiilonbséget. Mind a H. influenzae, mind pedig a H. parainfluenzae a fahéjkéreg
illbolajara reagélt a legérzékenyebben (MIC: 0,06-0,08 mg/ml). A pozitiv kontrollként

alkalmazott antibiotikumok hatékonyabbnak bizonyultak az illoolaj mintakkal 6sszehasonlitva.
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9. tdblazat A vizsgalt illéolajok és antibiotikumok MIC értékei (illoolajok esetén: mg/ml;
antibiotikumok esetén: pg/ml)

I16olaj Baktériumtorzsek

mintak  H. influenzae H. parainfluenaze P. aeruginosa S.mutans S. pneumoniae
borsmenta 0,21 0,21 1,5 1,96 0,35
fahéjkéreg 0,06 0,06 0,4 0,78 0,06
kakukkfi 0,11 0,11 1,4 0,46 0,12
szegfliszeg 0,25 0,25 1,6 1,02 0,25
amikacin 0,8 0,8 - - -
gentamicin - - 2 - -
amoxicillin - - - 0,3 -
imipenem - - - - 0,4

A MIC meghatéarozas eredményei dsszecsengenek korabbi vizsgalatok eredményeivel. Acs és
munkatarsai csOhigitas modszerével allapitottak meg a fent emlitett ill6olajok minimalis gatlo
koncentraciojat léguti baktériumokkal szemben. Vizsgalataik alatamasztottdk, hogy a két
Streptococcus faj kozll a S. pneumoniae reagalt érzékenyebben az illolajok jelenlétére.
Mindkét baktérium a kakukkfii és a fahéjkéreqg illdolajara volt érzékeny (Acs et al., 2018). A
Haemophilus fajoknal sem elhanyagolhat6 a kakukkfii és a fahéjkéreg illdolajanak hatasa,
amelyet tobb tanulmany is alatdmaszt (Choi et al., 2016; Acs et al., 2018). Szintén cs6higitas
maodszeret alkalmazva hataroztak meg P. aeruginosa baktériummal szemben a fahéjkéreg
illdolaj gatlo hatasat (0,5 mg/ml: Clemente et al., 2016; 0,3 mg/ml: Purkait et al., 2020), amely
0sszecseng az altalunk mért adatokkal. A kakukkfii hatasat Boskovic és munkatarsai, Golkar és
Pesavento kutatdcsoportja vizsgalta, azonban kizarélag élelmiszerek romlasat okozo
baktériumokkal (Salmonella sp., Escherichia coli, Staphylococcus sp.) szemben (Boskovic et
al., 2015; Pesavento et al., 2015; Golkar et al., 2020). Ez is bizonyitja, hogy a timolos
kemotipusu kakukkfii illoolaj l1éguti patogénekkel szembeni tesztelesének ujdonsag erejét, és
fontossagat. A szegfliszeg illoolaj MIC meghatarozasaval tobb kutatocsoport is foglalkozott az
utobbi években (Tu et al., 2018; Imane et al., 2020), am léguti kdérokozokkal szembeni
vizsgalatuk néhany tanulmanyra korlatozodik. Fabio és munkatarsai H. influenzae és S.
pneumoniae esetében is 0,0125 ml/ml MIC értéket detektalt (Fabio et al., 2007).
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4.4. Az illoolajok biofilm gatlé hatasanak eredményei

Kutatasaink soran célul tiiztiik ki a borsmenta, a fahéjkéreg, a kakukkfii és a szegfliszeg
illéolajok biofilm-képz6désre kifejtett hatasanak vizsgalatat is. Mivel az illdolajok lipofil
karaktertiek, biohasznosuldsuk javitasa érdekében elvégeztik az illoolajok nanotechnolégiai
formulalasat Pickering emulziét készitve. A vizsgalat soran célunk volt, hogy megfigyeljik az
ill6olaj torzsoldatok készitésénél leggyakrabban hasznalt olddszer (abszolut etanol), valamint
emulgens (Tween80) hatasat is biofilm-gatlast vizsgalé rendszerben. Az abszolut etanol, a
Tween80 és a Pickering emulzié 6nmagaban, azaz illéolaj nélkul kifejtett hatasat is néztik. Az
eredményeinket a kontrolltol valo eltérés formajaban szemléltetjuk gatlasi rata szazalékos
aranyanak megjeldlésével (Yanwei et al., 2018). Minden baktérium esetén a Pickering emulzié
eredményezte a legkisebb mértékii kontrolltol (kezeletlen baktérium) valo eltérést (1,35-1,81%)
(8-12. abrak). Az abszolit etanol sem eredményezett 6nmagaban jelentds gatld hatast (3,12-
4,52%), azonban a Tween80 emulgens gatlo hatasa bizonyult a legerésebbnek a harom kontroll
kozil (6,35-11,8%). Ezzel szemben nem a Tween80 emulgenssel eléallitott illoolaj mintak
eredményezték a legefektivebb gatlast, hanem a nanotechnolégiailag formulalt mintak (8-12.
abrak). Vizsgalataink alatamasztottak, hogy mind a négy illdolaj rendelkezik biofilm-gatlo
hatdssal a vizsgalatba bevont baktériumtorzsek esetén. Megallapitottuk, hogy a
nanotechnolégiailag formulalt illdolaj sokkal hatékonyabban képes kifejteni hatdsat az

alkohollal illetve Tween80 emulgenssel formulalt térzsoldatokkal szemben.

A H. influenzae esetében a leghatasosabb illdolajnak a kakukkfii (73,64%) bizonyult, amelyet
a szegfliszeg (69,59%) kovet. Mindkeét ill6olaj esetében a nanotechnologiailag formulalt mintak
eredményezték a legintenzivebb gatlo hatast (etanolos kivonat kakukkfii esetén: 42,31%;
Tween80-nal emulgealt kivonat kakukkii esetén: 54,08%; etanolos kivonat szegfiiszeg esetén:
36,92%; Tween80-nal emulgealt kivonat szegfiiszeg esetén: 39,79%). A kakukkfi illoolajanak
hatékonysagat nagymértékben befolyasoltak a  kiilonboz6 formulalasi  technikak.
Megfigyelhetd, hogy az etanolos kivonathoz képest masfélszeres gatlo hatas ndvekedést
eredményezett a nanotechnologiailag formulalt kakukkfii illdolaj. Az esetek tobbsegében az a
tendencia figyelhetd meg, hogy a legkisebb gatld hatast az etanolos kivonatok eredményezték,
amelyet a Tween80-al emulgealt mintak kovették, legjobb hatast pedig az illbolajos Pickering-
emulziok eredményezték. Kivételt a borsmenta ill6olaja képez, hiszen az abszolut etanolban
oldott borsmenta illéolaja nagyobb gatlast eredményezett (25,38%), mint a Tween80

emulgenssel oldott olaj (10,21%). Osszességében eredményeink azt mutatjak, hogy a H.
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influenzae baktériummal szemben mind a négy illéolaj hatdsosnak bizonyult, leginkabb
hatasosnak a nanotechnoldgiailag formulélt minték tekintheték (8. abra).
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8. abra Ill6olajok H. influenzae biofilm gatlo hatésa kiilonb6z6 formulalasok esetén

Jelmagyarazat: kt_Pick: Pickering-emulzié kontroll, kt etOH: abszolit etanolos kontroll,
kt_Tw80: Tween80 kontroll, B_etOH: Borsmenta etanolos oldat, F_etOH: Fahéjkéreg etanolos
oldat, K etOH: Kakukkfli etanolos oldat, Sz etOH: Szegfliszeg ectanolos oldat, B_Twa80:
Borsmenta Tween80-as emulzio, F_Tw80: Fahéjkéreg Tween80-as emulzié, K_Twa80:
Kakukkfli Tween80-as emulzid, Sz Tw80: Szegfiiszeg Tween80-as emulzié, B_Pick:
Borsmenta Pickering-emulzid, F_Pick: Fahéjkéreg Pickering-emulzido Sz_Pick: Szegfiiszeg

Pickering-emulzié K_Pick: Kakukkfii Pickering-emulzid

A H. parainfluenzae esetében hasonldé 6sszefliggeseket figyeltink meg, hiszen a
nanotechnologiailag formuldlt ill6olajok kiemelkedden aktivnak bizonyultak. A H.
parainfluenzae esetében (ellentétben a H. influenzae baktériummal) a fahéjkéreg fejtette ki a
legjelent6sebb gatlo hatast (etanolos oldat: 46,92%, Tween80 emulgessel készilt emulzio:
43,87%, fahéjkéreg illdolaj tartalmu Pickering-emulzié: 76,35%). A nanotechnoldgiailag
formulalt kakukkfii és a szegfliszeg illdolajanak hatasa sem elhanyagolhato, hiszen 60-65%-0s
eltérest eredményeztek a kontroll biofilmképzddéshez képest (9. abra).
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[ll6olajmintak kiilonbdzd formuldlasai

9. abra Ill6olajok H. parainfluenzae biofilm gatlo hatasa kiilonb6z6 formulalasok esetén

Jelmagyarazat: kt_Pick: Pickering-emulzié kontroll, kt etOH: abszolit etanolos kontroll,
kt_Tw80: Tween80 kontroll, B_etOH: Borsmenta etanolos oldat, F_etOH: Fahéjkéreg etanolos
oldat, K etOH: Kakukkfli etanolos oldat, Sz etOH: Szegfliszeg etanolos oldat, B_Twa80:
Borsmenta Tween80-as emulzio, F_Tw80: Fahéjkéreg Tween80-as emulzié, K_Twa80:
Kakukkfli Tween80-as emulzid, Sz Tw80: Szegfiiszeg Tween80-as emulzid, B_Pick:
Borsmenta Pickering-emulzid, F_Pick: Fahéjkéreg Pickering-emulzido Sz_Pick: Szegfiiszeg

Pickering-emulzié K_Pick: Kakukkfii Pickering-emulzid

A P. aeruginosa baktériumnal megfigyelheté, hogy a fahéjkéreg mutatta a legjelentdsebb
biofilm gatld hatast. Az abszollt etanolos oldattal tortént kezelés soran a fahéjkéreg illéolaja
62,11%-0s gatlast eredményezett a kontrollhoz képest. A Tween80 emulgens alkalmazéasakor
ez az érték majdnem 10%-al emelkedett (70,17%), ami a Tween80 hatasanak tulajdonithato, a
fahéjkéreg illdolaj tartalmi Pickering-emulzié pedig 80,22%-0s biofilm képzddést gatld hatast
eredményezett. Ebben az esetben is lathaté a Pickering-emulzié hatasossdga a Tween80-as
emulzid és az abszolit etanolos oldattal szemben. A borsmenta ill6olaja eredményezte a
legkisebb aktivitast mindharom formulalas esetén (etanolos oldat: 19,22%, Tween80 emulgens
alkalmazésa esetén: 25,72%, borsmenta ill6olajat tartalmazd Pickering-emulzio: 29,43%).

Erdemes kiemelni, hogy a P. aeruginosa baktérium reagalt a legérzékenyebben a kizéarélag
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Tween80-t tartalmazo kezelésre, hiszen 11,8%-o0s gatlast eredményezett, ezzen szemben a
kontroll Pickering-emulzié minddssze 1,81%-0s gatl6 hatast fejtett ki (10. abra).
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10. &bra Ill6olajok P. aeruginosa biofilm gatlé hatasa kiilonb6z6 formulalasok esetén

Jelmagyarazat: kt_Pick: Pickering-emulzié kontroll, kt etOH: abszolit etanolos kontroll,
kt_Tw80: Tween80 kontroll, B_etOH: Borsmenta etanolos oldat, F_etOH: Fahéjkéreg etanolos
oldat, K etOH: Kakukkfli etanolos oldat, Sz etOH: Szegfliszeg etanolos oldat, B_Twa80:
Borsmenta Tween80-as emulzio, F_Tw80: Fahéjkéreg Tween80-as emulzié, K_Twa80:
Kakukkfli Tween80-as emulzid, Sz Tw80: Szegfiiszeg Tween80-as emulzid, B_Pick:
Borsmenta Pickering-emulzid, F_Pick: Fahéjkéreg Pickering-emulzido Sz_Pick: Szegfiiszeg

Pickering-emulzié K_Pick: Kakukkfii Pickering-emulzid

A S. mutans esetében szintén a leghatékonyabbnak a fahéjkéreg illdolaja (85,96%) bizonyult,
viszont szamottev gatld hatast detektaltunk a szegfliszeg illoolajanak esetében is (73,06%). A
borsmenta volt a legkevésbé hatékony (49,88%). Eredményeink &sszecsengenek a
bioautografias vizsgalat soran tapasztaltakkal: A S. mutans volt a fahéjkéreg ill6olajra a
legérzékenyebb a vizsgalatunkban szerepld négy illoolaj koziil. Ebben az esetben is
megfigyelhetd, hogy a nanotechnologiailag formulalt ill6olajok eredményeztek a
legintenzivebb aktivitast (11. abra) (Horvath et al., 2019).
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11. abra Ill6olajok S. mutans biofilm degradacios hatasa kiilonbozé formulalasok esetén

Jelmagyarazat: kt_Pick: Pickering-emulzié kontroll, kt etOH: abszolit etanolos kontroll,
kt_Tw80: Tween80 kontroll, B_etOH: Borsmenta etanolos oldat, F_etOH: Fahéjkéreg etanolos
oldat, K etOH: Kakukkfli etanolos oldat, Sz etOH: Szegfliszeg etanolos oldat, B_Twa80:
Borsmenta Tween80-as emulzio, F_Tw80: Fahéjkéreg Tween80-as emulzié, K_Twa80:
Kakukkfli Tween80-as emulzid, Sz Tw80: Szegfiiszeg Tween80-as emulzid, B_Pick:
Borsmenta Pickering-emulzid, F_Pick: Fahéjkéreg Pickering-emulzido Sz_Pick: Szegfiiszeg

Pickering-emulzié K_Pick: Kakukkfii Pickering-emulzid

A S. pneumoniae esetén szintén a fahéjkéreg illdolaja volt képes a leghatékonyabban géatolni a
biofilmképzodést (gatlasi rata etanolos oldat: 57,21%, Tween80 emulgens alkalmazasaval
elallitott emulzid: 69,62%, Pickering-emulzid: 78,22%), de a kakukkfii illoolajanak hatasa
sem elhanyagolhato (Pickering-emulzio: 73,31). A S. pneumoniae esetében megfigyelhetd,
hogy a tobbi baktériumhoz képest, sokkal érzékenyebben reagalt a borsmenta ill6olajaval
torténd kezelésre (42,83-63,11%). A fahéjkéreg illdolajat sorban a kakukkfii és a szegfiiszeg
illoolaja kovette. A kakukkfii 73,31%-0s gatlast eredményezett a kontrolljadhoz viszonyitva, a
szegfliszeg 66,93%-ot ért el. Minden illdolaj esetében a nanotechnoldgiailag formulalt volt a
leginkabb hatasos (12. abra).
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[ll6olajmintak kiilonbozé formulalasai

12. abra lll6olajok S. pneumoniae biofilm gatlo hatéasa kiilonb6z6 formulalasok esetén

Jelmagyarazat: kt_Pick: Pickering-emulzié kontroll, kt etOH: abszolit etanolos kontroll,
kt_Tw80: Tween80 kontroll, B_etOH: Borsmenta etanolos oldat, F_etOH: Fahéjkéreg etanolos
oldat, K etOH: Kakukkfli etanolos oldat, Sz etOH: Szegfliszeg etanolos oldat, B_Twa80:
Borsmenta Tween80-as emulzio, F_Tw80: Fahéjkéreg Tween80-as emulzié, K_Twa80:
Kakukkfli Tween80-as emulzid, Sz Tw80: Szegfiiszeg Tween80-as emulzié, B_Pick:
Borsmenta Pickering-emulzid, F_Pick: Fahéjkéreg Pickering-emulzido Sz_Pick: Szegfiiszeg

Pickering-emulzié K_Pick: Kakukkfii Pickering-emulzid

A Dbiofilm gatld vizsgalat soran az olddszereknél megfigyelhetd, hogy mig a Tween80
6nmagaban is eredményez gatld hatast a taptalajos kontrollhoz képest, addig a Pickering-
emulzio, valamint az abszolut etanol hatasa elhanyagolhat6. A Tween80 segitségével késziilt
illoolaj-emulziok esetében szamottevé gatld hatast figyelhetiink meg, ez esetben az emulgens
antibakterialis hatdsa nem kizarhatd. Ezt korabbi vizsgéalat is leirta mas in vitro modszerek
esetén (Hood et al., 2003). A Pickering-emulzié alkalmazésa igéretesnek bizonyul ill6olajok
formuldlasara, hiszen a legnagyobb biofilm gatlo hatéssal jellemezhet6, Gnmagaban (illdolaj
nélkil) viszont nem fejt ki gatlo hatast. Osszességében elmondhato, hogy az altalunk vizsgalt
négy illoolaj kozul a leghatasosabbnak a fahéjkéreg és a kakukkfii bizonyultak, ezt a
megfigyelésinket a bioautogréfids vizsgalatok is alatamasztottak. Tovabba kiemelendd, hogy

az illéolajok nanotechnolégiai formulalédsa hozzésegiti 6ket ahhoz, hogy hatékonyabban
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kifejtsek biofilmre gyakorolt hatasukat. llyen formaban feltételezhet6 a jobb biohasznosulasuk
is, amely tulajdonsagot tovabbi vizsgélatokban sziikséges bizonyitani.

Eredményeink egy részét mas kutatécsoportok is alatdmasztottak. A fahéjkéreg illdolaja
meglehetdsen népszert, széles korben elterjedt az alkalmazasa, és a jelentds antibakteridlis
hatasanak koszonhetOen feltételezhetd volt a biofilm képzddést gatldo hatadsa is. Vizsgéalatok
irdnyultak a fahéjkéreg illoolajainak Campylobacter jejuni, Enterobacter sp., E. coli, L.
monocytogenes, P. aeruginosa, Salmonella enteritidis és S. aureus baktériumok biofilmjének
gatlasara (Trombetta et al., 2005; Gupta et al., 2008; Hafedh et al., 2010; Zhang et al., 2016).
A vizsgélatokban a fahéjkeéreg illdolaj hatékonynak bizonyult, &m kifejezetten léguti
megbetegedéseket okozo6 patogénekkel szembeni kutatasok eddig nem alltak rendelkezésiinkre.
Els6ként detektaltuk a fahéjkereg biofilmre kifejtett hatasat Haemophilus spp. képviselivel
szemben (Balazs et al., 2019). A kakukkfli és a szegfiiszeg illoolajanak aktivitasat S. aureus,
Brochothrix sp., Lactobacillus rhamnosus, L. monocytogenes, B. subtilis, L. innocua, valamint
C. jejuni, E. aerogenes, E. coli, P. fluorescens, S. enteritidis, Streptococcus sp. baktériumok
biofilm képz6dése esetén vizsgaltak (Rasooli et al., 2006; Liu et al., 2017; Jafri et al., 2021).

Kutatasunk soran sikeresen igazoltuk a borsmenta, a fahéjkéreg, a kakukkfii és a szegfiiszeg
illoolajok biofilm degradacios hatasat Haemophilus spp. (Balazs et al., 2019), S. pneumoniae

és S. mutans (Horvath et al., 2019), valamint P. aeruginosa baktériumok esetén.

4.5. A SEM vizsgalat eredményei

Scanning elektromikroszkopos (SEM) felvételeket P. aeruginosa, valamint S. mutans
esetében nyilt lehetdségiink keésziteni. A SEM felvételekkel sikerult szemléltetni az illoolajok
biofilmre kifejtett hatasat. A valasztasunk azért esett a fent emlitett két baktériumra, mert igy
mind Gram-negativ, mind pedig Gram-pozitiv baktérium altal képzett biofilm vizsgalataba is
betekintést nyerhettiink. Mindemellett a P. aeruginosa a leginkdbb kutatott baktérium biofilm
képzOdése miatt, hiszen a legtobb 1éghti megbetegedés esetén a P. aeruginosa 6nallo, vagy mas
baktériumokkal kevert biofilmet alkotva eredményezi a kronikus léguti megbetegedéseket
(Gergely, 2003; Haiby et al., 2010). A S. mutans gyakran a szajuregben, a fogak felszinén képez

biofilmet, ezzel bazist adva mas baktériumok megtelepedésének.

A P. aeruginosa esetében az els6 két abran (13. A és B) jol lathaté a haromdimenzids biofilm

struktira. A C 4bran a borsmenta illdolajaval torténd kezelés eredménye lathatd. Mivel az
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altalunk vizsgalt illoolajok koziil a borsmenta eredményezte a legkisebb biofilm képzddést
gatld hatast, igy nem meglep6, hogy ezen a foton ép baktériumsejteket lathatunk, amelyek
viszont mar 6sszetapadni nem voltak olyan mértékben képesek, mint ahogyan a kezeletlen
kontroll esetén megfigyelheté. A D abrén a fahéjkéreqg illdolajaval torténé kezelés eredménye
figyelheté meg. A baktériumok sejtszerkezete teljesen deformalodott, feltételezhetd, hogy
funkciondlisan inaktivak. A P. aeruginosa esetében a fahéjkéreg ill6olajat kovetve a leginkabb
aktiv olajnak a szegfliszeget emlithetjik. Az E abran extracellularis matrixot figyelhetiink meg.
Az F abra a kakukkflivel torténd kezelést szemlélteti. A borsmenta utdn a kakukkfli bizonyult
a legkevéshé effektivnek, amelyet az F abra is mutat. Ugyan biofilm képz6dés nem valosult
meg, ezzel szemben megfeleld strukturaval rendelkezd sejt figyelhetd meg az alginat nyak koriil

(13. F &bra).

A S. mutans fotoit a 13. abra mutatja be. Hasonloan a P. aeruginosa baktériumhoz, az A és B
abrak a kezeletlen kontroll mintakat szemléltetik. A C abra borsmentaval torténé kezelés utani
allapotot mutatja be. Ezzel az illéolajjal szemben mutatott a baktériumtorzs a legintenzivebb
ellenallast, igy megfigyelhetd, hogy egy kisebb S. mutans biofilm is felépult. A fahéjkéreg
illbolajanak kezelése (D) kovetkeztében lecsokkent a sejtek szama, a szegfliszeg (E) és a
kakukkfii illoolaja (F) szintén gatolni tudta a biofilm kialakulasat (14. abra). A sejtek letapadtak

¢s mikrokolonidk is képzddtek, de nincs 0sszefiiggd, haromdimenzids biofilm.
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13. abra A P. aeruginosa biofilm scanning elektronmikroszkdopos képe kiilonboz6 illoolajokkal

torténo kezelés hatasara.

Jelmagyarazat: A, B: kontroll P. aeruginosa biofilm, C: borsmenta ill6olajaval kezelt minta, D:
fahéjkéreg illoolajaval kezelt minta, E: szegfiiszeg illoolajaval kezelt minta, F: kakukkfii

illbolajaval kezelt minta
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14. dbra A S. mutans biofilm scanning elektronmikroszkopos képe kiilonbozé illoolajokkal

torténo kezelés hatasara.

Jelmagyarazat: A, B: kontroll S. mutans biofilm, C: borsmenta illéolajaval kezelt minta, D:
fahéjkéreg illoolajaval kezelt minta, E: szegfiiszeg illoolajaval kezelt minta, F: kakukkfii

illbolajaval kezelt minta
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4.6. A QS mechanizmus vizsgalatanak eredményei

A Chromobacterium violaceum WT85 baktériumtdrzs, egy indikatortorzs, amely a
vizsgalati anyag quorum sensing (QS) gatlo hatdsat depigmentaltsag révén mutatja meg. A
depigmentéltsdg okozta szintelen zénakat mértik (mm), ugyanis a baktérium szinanyag
termelése QS szabalyozés alatt all. Mind a négy illbolaj és fokomponenseik esetében hat
parhuzamos mérést végeztink el. Kontrollként abszoldt etanolt alkalmaztunk. A gatlasi zonak
meretét (mm) az 10. tablazat foglalja 0ssze.

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a vizsglt illéolajok kozil a borsmenta
ill6olaja eredményezte a legnagyobb gatlasi zonat tomény és higitott formaban egyarant. Ezt
kovette a kakukkfii valamint a fahéjkéreg illéolaja. A fokomponensek esetében hasonlo
tendencia volt megfigyelhetd, legnagyobb gatlasi zonat a mentol eredményezte, amelyet a
timol, a fahéjaldehid és az eugenol kdvetett. Fontos megemliteni, hogy az illdolaj aktivitasa
mindig hatasosabbnak bizonyult a komponenshez képest. A leggyengébb aktivitast a
szegfliszeg illoolaja mutatta. A negativ kontroll alkalmazasa esetén a baktériumtelep teljesen
bendtte a Petri-csészét, a pigmentaltsag megjelenésével, mivel nem eredményezett gatld hatast,
igy a tablazatban nem kerilt feltintetésre (10. tablazat). A biofilm vizsgalatok esetén
megfigyeltiik, hogy az altalunk vizsgalt baktériumoknal a borsmenta illéolaja bizonyult
legkevésbé eredményesnek. Ezzel szemben a quorum sensing mechanizmus gatlasnal a
legeredményesebbnek mondhat6. A jelenség hatterében az allhat, hogy mig a tobbi olaj a
biofilm strukturalis felépitését képes gatolni, addig a borsmenta illoolajanak aktivitasa a QS

mechanizmus (kommunikécid) gatlasaban rejlik.

10. tablazat A QS vizsgalatban részt vevo illoolajok altal eredményezett gatlasi zonak mm-ben

kifejezve. (Az eredmények atlag = SD formaban kerlltek feltlintetésre.)

Alkalmazott koncentracié

Mintak —

2,5 mg/ml 10 mg/ml tomény
borsmenta 8,32+0,5 23,12+0,7 39,28+0,6
mentol - 4,240,3 -
fahéjkéreg 5,12+0,6 18,3+0,4 33,39+0,5
fahéjaldehid - 2,610,2 -
kakukkft 6,95+0,6 20,2+0,5 36,32+0,9
timol - 1,54+0,2 -
szegfliszeg 2,21+0,3 15,97+0,2 26,47+0,3
eugenol - 1,28+0,5 -
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Eredményeinkbdl megallapithato, hogy a tomény illoolaj eredményezte a legnagyobb gatlasi
z6nédkat, majd a koncentracié csokkenésével a gatlasi zonak mérete is csokkent, igy egy
koncentraciofiiggés kialakuldsat figyelhettiik meg. A fékomponensek l1ényegesen kisebb gatlast
eredményeztek az illdolajok aktivitasahoz képest, igy elmondhat6, hogy a quorum sensing
gatlas soran az illdolaj komplexitasa rendkiviil fontos tényez6. Mindemellett megallapitottuk,

hogy mind a négy illoolaj és fokomponenseik is rendelkeznek QS gatld hatéassal.

A kakukkfli, a fahéjkéreg illéolajok, valamint fokomponenseik QS gatld hatasa bizonyitott
(Kerekes, 2017). Hasonlé mddszerrel detektalta Khan és kutatocsoportja a fahéjkéreg és a
kakukkfii illoolajok QS gatld hatasat. Eredményeik alapjan a fahéjkéreg illdolaja intenzivebb
gatld hatast eredményezett, a kakukkfii illdolajhoz viszonyitva (Khan et al., 2009). Ahmad és
munkacsoportja kimutatta, hogy a timol képes gatolni a QS mechanizmust (Ahmad et al., 2015).
Husain és munkatarsai a borsmenta illoolajanak gatlo hatésat tdmasztotta ald (Husain et al.,
2015), am eddigi irodalmi adatok nem allnak rendelkezésinkre a mentol gatldé hatasanak
igazolasaval kapcsolatban. Az eugenol QS hatésardl rendelkezéstinkre allnak vizsgalatok (Zhou
et al., 2013; Rathinam et al., 2017), am a szegfiiszeg anti-QS hatasat ezzel a modszerrel meg

nem bizonyitottak.

Osszességében elmondhatjuk, hogy QS vizsgalataink Ujabb bizonyitékkal szolgalnak az
illoolajok antibakterialis hatasanak meger6sitése érdekében. Megallapitottuk, hogy a
vizsgalatba bevont illéolajok, ¢és azok fokomponensei széleskori tamadasi feliiletettel

rendelkeznek a baktériumok tekintetében.
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5. OSSZEFOGLALAS

Manapsag, amikor a leguti megbetegedések a Fold lakossagat a leginkabb veszélyeztetd
tényezok kozott szerepelnek, rendkiviil nagy jelentésége van azoknak a kutatasoknak, amelyek
az ellentik valé védekezésre irdnyulnak. Az antibiotikum-rezisztencia nagymértékii terjedésével
parhuzamosan elengedhetetlen az 1ij, akar névényi eredetii antibakterialis vegytiletek kutatasa,
hogy célzottan alkalmazhassuk 6ket terapias célra. Az illdolajok mar az Gkorban ismert és
alkalmazott szerek voltak, amelyeket a betegseégek tlneti kezelése mellett illatszerként is
hasznaltak. Napjainkban az illdolaj-tartalmi készitmények Ujra reneszéanszukat élik, &m
megfeleld biztonsaggal és hatékonysaggal torténd alkalmazasukhoz, léguti megbetegések
esetén, jol megtervezett vizsgalatok sziikségesek.

Munkank soran négy, a felsé Iléguti megbetegedésekben elterjedten hasznalt illdolaj
(borsmenta, fahéjkéreg, szegfliszeg, kakukkfii) alaposabb megismerését tiiztik ki célul. A
mikrobioldgiai in vitro rendszerek alkalmasak arra, hogy Kisérletes kortlmények kodzott
modellezziik a baktériumok és a vizsgalati anyag (jelen esetben illoolaj) kdlcsonhatasat. Az
antibakterialis hatast vékonyreteg-kromatografia-direkt bioautografia modszerevel, valamint
biofilm géatlo és quorum sensing hatés vizsgalatara alkalmas in vitro modszerekkel vizsgaltuk.
A Dbiofilm vizsgalatok eredmenyeinek szemléltetésére scanning elektronmikroszképos
felvételek is késziiltek. Fontos kiemelni, hogy mivel az ill6olajok lipidoldékonyak, sziikseg volt
olyan fejlesztésre, amely lehetové tette az illoolajok konnyebb diffundalasat vizes kdzegben.
Ennek érdekében sikeresen végeztiik el az illéolajok nanotechnologiai formulalasat. Az in vitro
mikrobioldgiai vizsgalatok el6tt meghatarozasra keriiltek az altalunk hasznalt illoolajok kémiai
Osszetétele is GC-MS és GC-FID modszerekkel, amelyek eredménye alapjan a késébbiek soran
az egyes illdolaj-komponenseket is be tudtuk vonni a vizsgalatokba.

Kutatasunk alapjan elmondhat6, hogy mind a fahéjkéreg, mind pedig a kakukkfli illoolaja
alkalmas lehet légati megbetegedések prevencidjara, valamint a betegségekkel jaro fertézés
kezelésére, hiszen hatasos antibakterialis anyagoknak bizonyultak H. influenzae, H.
parainfluenzae, S. pneumoniae, S. mutans, valamint P. aeruginosa baktériumokkal szemben is.
A fahéjkereg és a kakukkfii illoolaja mellett nem elhanyagolhatd a borsmenta és a szegfiliszeg
illolajainak hatdsa sem, hiszen ezek is gatoltak a fent emlitett baktériumok szaporodéasat €s
azok biofilm képzéseét in vitro mikrobioldgiai rendszerekben.

A biofilm képzé mechanizmus pontosabb megismerése érdekében Kutatasunk részét képezte a
quorum sensing mechanizmus gatlasanak tesztelése. Megallapitottuk, hogy az altalunk vizsgalt

illbolajok kozul a borsmenta illéolaja mutatta a legjobb géatldé hatast, annak ellenére, hogy a
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biofilm képzddést nem tudta hatékonyan gatolni. Eredményeink ravilagitottak arra, hogy a
borsmenta ill6olajanak hatdsossaga nem a biofilmet alkot6 baktériumsejtek dsszetapadasanak
korlatozasaban, hanem a baktériumsejtek kommunikaciojanak gatlasaban rejlik.

Uj tudomanyos eredményeinket az alabbiakban foglaljuk ssze:

1. Sikeresen meghatéroztuk ill6olaj mintdink Osszetételét GC-MS és GC-FID technikat
alkalmazva.

2. Direkt bioautografia mddszerét alkalmazva els6ként bizonyitottuk be a fahéjkéreg, a
kakukkfli, a borsmenta ¢és a szegfiiszeg illdolajanak €s azok komponenseinek gatld hatasat
Haemophilus spp. ellen. Osszilloolaj vizsgalatok esetén megfigyeltik, hogy a
legérzékenyebben a fahéjkéreg és a kakukkfl illoolajaval torténd kezelésre reagaltak a
baktériumok. Kiemelend6 a Haemophilus influenzae, amely a fahéjkéreg illoolajjal torténd
kezeleés esetén 10,98 mm-es gatlasi zonat mutatott. Mindemellett a kakukkfi illéolajaval
torténd kezelés esetén 11,23 mm-es gatlasi zonat mérhettiink S. mutans esetén.
Megallapitottuk, hogy a borsmenta esetén a mentol, az 1,8-cineol, az izomenton, a menton
és a mentil-acetat is gatlo hatast fejt ki Haemophilus spp. torzsek esetén. A mddszer sikeres
optimalizalasdnak koszonhetden detektalasra keriilt tovabba, hogy a fahéjkéreg illoolaj
esetén az eugenol, a fahéjaldehid, valamint az o-terpineol fejt ki gatldé hatast. Kakukkfii
esetén a timol és linalool, szegfiiszeg illdolaja esetén pedig az eugenol mellett a limonén
gatlo hatdsa volt kimutathatd bioautogréafias rendszerben. Mindemellett a Pseudomonas
aeruginosa, valamint Streptococcus térzsek esetén is alatamasztottuk mind a négy vizsgalt
illbolaj komponenseinek gatlo hatasat bioautogréafias tesztrendszert alkalmazva. A modszer
kiegésziilve a preparativ kromatografias eljarassal részletes képet mutat arrol, hogy mely
illoolaj komponesek mondhatok aktivnak az egyes baktériumtorzsek esetén.

3. Sikeresen alkalmaztuk a mikrodiluciés maodszert minimalis gatld koncentracidok
meghatarozasanak tekintetében. Megallapitottuk, hogy a borsmenta illéolaja bizonyult a
legkevésbé hatasosnak a vizsgalt illéolajok kozil. Leghatékonyabbnak a fahéjkéreg
illbolaja bizonyult, amelynél 0,06 mg/ml-es gatld koncentraciét detektaltunk a
Haemophilus spp. és a S. pneumoniae esetén.

4. Vizsgalataink kitértek az illoolajok Pickering-emulzio formaban torténd alkalmazasara.
Megallapitottuk, hogy az illéolajok Pickering-emulzios formulacioja a leghatékonyabb az

illbolajok biofilm gatlasa soran, szemben az illbolajok etanolos és Tween térzsoldataival
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szemben. Eddigi irodalmi adatok nem allnak rendelkezéstinkre, amelyek kitérnek a
Pickering-emulzioval formulalt illdolajok biofilm képzOdést gatlo hatasara léguti
patogeének esetén.

5. Els6ként irtuk le, hogy a biofilm géatlas tekintetében a Haemophilus spp. esetén a kakukkfii
illéolaja mondhat6 a legaktivabbnak (géatlasi raték: 76,64% és 76,35%) a vizsgalatunkba
bevont illdolajak kozil.

6. Meghatéaroztuk, hogy a fahéjkéreg illéolaj a Streptococcus sp. képvisel6i esetén (gatlasi
ratak: 85,96%, 78,22%), valamint a Pseudomonas aeruginosa (gatlasi rata: 80,22%) esetén
hatasosabbnak bizonyult a kisérletbe bevont ill6olajokhoz képest.

7. Els6ként bizonyitottuk a mentol és a szegfiiszeg illdolaj anti-QS hatésat.
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9. MELLEKLETEK

9.1 Az ill6olajok analitikai elemzésének részletes eredményei

9.1.1. A borsmenta illéolaja

A borsmenta tr (Min)
ill6olajaban detektalt
komponens neve MS  FID GC-MS GC-FID
a-pinén 5,8 1,1 11
B-pinén 6,9 6,7 0,6 0,6
limonén 7,4 1,4 1,4
p-cimol 7,6 0,2 0,2
1,8-cineol 8,0 7,9 55 55
izopulegon 105 111 1,0 1,0
menton 106 11,2 19,8 19,8
izomenton 10,8 11,5 7,0 7,0
izomentol 10,9 11,6 4,3 4,3
mentol 11,1 11,9 50,4 50,4
izomentil-acetéat 13,1 13,0 55 55
piperiton 12,6 13,8 0,8 0,8
B-kariofillén 15,4 14,8 0,4 0,4
kariofillén-oxid 18,0 18,8 0,1 0,1

tR: retencios 1d6

106



9.1.2 A fahéjkéreg ill6olaja

tr (Min)

A fahéjkeéreg illdolajaban
detektalt komponensneve  MS  FID GC-MS GC-FID

a-pinén 5,2 7,1 51 0,7
benzaldehid 5,9 7,8 0,1 0,8
p-cimol 7,2 9,1 1,9 1,1
limonén 7,3 9,2 1,8 1,4
cineol 7,4 9,3 2,8 1,7
linalool 8,9 10,7 4,0 3,9
a-terpineol 10,9 12,6 2,2 1,3
transz-fahéjaldehid 12,8 144 64,7 75,1
eugenol 14 15,4 4,6 3,0
a-copaén 144 159 0,1 0,9
B-kariofillén 15,2 16,7 4,2 2,3
cinnamil-acetat 15,6 16,9 9,4 5,6
a-humulén 158 17,2 0,5 0,7
metoxy-fahéjaldehid 17 18,3 0,9 0,9
benzil-benzoat 20,6 21,7 1,2 0,6

tR: retencios 1d6

107



9.1.3. A kakukkfi ill6olaja

tr (Min)

A kakukkfii illoolajaban

detektalt komponens neve MS  FID  GC-MS GC-FID

triciclén 5,0 6,9 0,1 0,1
a-pinén 51 7,1 0,9 0,5
kamfén 55 7,6 2,0 1,2
B-pinén 6,1 8,2 0,2 0,1
B-mircén 6,3 8,3 1,0 1,0
a-terpinén 7,0 9 3,2 1,7
p-cimol 7,2 9,3 19,2 18,3
1,8-cineol 7,4 9,4 4,6 3,6
y-terpinén 8,0 9,9 6,7 4,8
terpinolén 8,6 10,4 0,4 0,3
linalool 8,9 10,7 5,6 57
izoborneol 10,3 12,1 0,5 0,3
borneol 10,5 12,3 1,0 0,6
terpinen-4-ol 10,6 12,4 0,9 0,8
a-terpineol 10,9 12,8 0,6 0,5
linalil-acetat 12,0 13,3 0,3 0,3
timol 12,9 14,5 39,8 50,8
karvakrol 13,0 14,6 5,9 3,7
neril-acetat 13,9 15,4 0,1 0,1
geranil-acetat 14,3 15,7 0,3 0,6
B-kariofillén 15,2 16,7 4,2 2,9
a-humulén 15,8 17,2 0,3 0,2
kariofillén-oxid 17,9 19,2 0,7 0,7

tR: retencios id6

9.1.4. A szegfuiszeg illoolaja

A szegfiiszeg tr (Min)
illéolajban detektalt

komponens neve FID GC-MS GC-FID

eugenol 14,1 15,5 78,8 87,2
B-kariofillén 15,2 16,7 13,5 8,6
a-humulén 15,8 17,2 4,6 2,5
longifolén 16,5 17,8 0,3 0,1
B-kadinén 16,8 18,1 1,1 0,5
kalamenén 16,9 18,2 0,6 0,2
kariofillén-oxid 17,9 19,2 0,8 0,5

tR: retencios id6
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9.2. A TLC-bioautogréafia soran alkalmazott preparativ rétegkromatogréfia részletes

eredményei (a frakciok gyiijtése vékonyréteg-laprol, a frakciok analitikai vizsgalata
GC-MS modszerrel tortént)
9.2.1. Borsmenta ill6olaja

Borsmenta  tR Adott frakcidban jelen levé komponensek szazalékos
ill6olaj (min) aranya (%)
komponensei 1. 2. 3. 4. 5. 6.
frakci6  frakci6 frakcio frakcié frakcié frakcio
a-fellandrén 6,8 1,7
a-terpinén 7 3,6
mentatrién 7,2 7,9
1,8-cineol 7,4 8,9 18,5
y-terpinén 7,9 7,1
mentadién 8,6 1,7
menton 10,1 26,4 74,9
izomenton 10,3 25,3 23,1
izomentol 10,4 27,7 10,6
mentol 10,5 63,2 100 100 56,3 1,7
izopulegol 10,6 4
neoizomentol 10,8 55 3,9
mentenol 10,9 6,3
pulegon 11,8 9,3
piperiton 12,1 1,3
izomentil-acetat 12,7 1,9

tR: retencios id6

9.2.2 Fahéjkéreg illdolaja

A fahéjkéreg R Adott frakcidban jelen levé komponensek
illdolajanak _(min) szazalékos aranya (%)
komponensei 1. frakci6 2. frakcié 3. frakcio
1,8-cineol 7,4 1,3
a-terpineol 10,9 100
fahéjaldehid 12,5 98,6 93,7
anetol 12,7 3,7
B-kariofilléen 15,2 0,3
fahéj-acetat 15,5 2,1

tR: retencios id6
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9.2.3. Kakukkfii ill6olaja

Kakukkfi tR Adott frakcidban jelen levo
illoolaj (min) komponensek szdzalékos ardnya (%)
komponensei 1. frakcié 2. frakcio
p-cimol 7,2 100 16,9
1,8-cineol 7,4 49
linalool 8,8 57,3
borneol 10,3 9,5
terpinen-4-ol 10,6 11,2

tR: retencios 1d6

9..2.4. Szegfiiszeg illoolaja

Szegfiiszeg IR Adott frakcidban jelen 1év6 komponensek
ill6olaj (min) szazalékos aranya (%)
komponensei 1. frakcid 2. frakcid 3. frakcio
limonén 7,3 100 0
eugenol 14 0 100

tR: retencios 1d6

Megjegyzés: A 2. frakcid nem tartalmazott illékony komponenst.

9.3. Pickering emulziok stabilitas vizsgalatainak eredményei

Pickering emulzidk stabilitas vizsgalatanak

eredményei
illoolaj  stabilizalé agens cseppméret (mm) stabilitas
, 20ET 155-1660 2 hét
szegfliszeg ,
Tween80 155-245 2 hét
. 20ET 185-250 2 honap
fahéjkéreg .
Tween80 240-265 3 hét
20ET 210-11450 4 hénap
borsmenta )
Tween80 255-310 1 hét
Kakukkf 20ET 155-395 4 h(?nap
Tween80 150-240 1 honap

A stabilizald szer koncentracidja 1 mg/ml volt minden esetben.
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Abstract: Essential oils (EOs) are becoming increasingly popular in medical applications because
of their antimicrobial effect. Direct bioautography (DB) combined with thin layer chromatography
(TLC) is a screening method for the detection of antimicrobial compounds in plant extracts, for
example, in EOs. Due to their lipophilic character, the common microbiological assays (etc. disk
diffusion) could not provide reliable results. The aim of this study was the evaluation of antibacterial
and anti-biofilm properties of the EO of cinnamon bark, clove, peppermint, thyme, and their main
components against Haemophilus influenzae and H. parainfluenzae. Oil in water (O/W) type Pickering
nano-emulsions stabilized with silica nanoparticles from each oil were prepared to increase their
water-solubility. Samples with Tween80 surfactant and absolute ethanol were also used. Results
showed that H. influenzae was more sensitive to the EOs than H. parainfluenzae (except for cinnamon
bark oil). In thin layer chromatography-direct bioautography (TLC-DB) the ethanolic solutions of
thyme oil presented the best activity against H. influenzae, while cinnamon oil was the most active
against H. parainfluenzae. Pickering nano-emulsion of cinnamon oil inhibited the biofilm formation of
H. parainfluenzae (76.35%) more efficiently than samples with Tween80 surfactant or absolute ethanol.
In conclusion, Pickering nano-emulsion of EOs could inhibit the biofilm production effectively.

Keywords: essential oil; clove; thyme; cinnamon bark; peppermint; anti-biofilm activity; Pickering
nano-emulsion; Haemophilus influenzae; Haemophilus parainfluenzae
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1. Introduction

Essential oils (EOs) have been widely used for antimicrobial, medicinal and cosmetic purposes.
In the European Union, these plant extracts can be found in foods (as flavorings), perfumes (as
fragrances) and pharmaceuticals (as active ingredients) [1,2]. The significance of the EOs and their
components as antimicrobial substances are increasing, due to antibiotic-resistant pathogens [3,4].
EOs may represent the richest available reservoir of novel therapeutics [5]. However, the reliability
of the common antimicrobial assays used for EOs is questionable because of their non-water soluble
property [6].

Direct bioautography (DB) combined with thin layer chromatography (TLC) is a rapid and
sensitive screening method for the detection of antimicrobial compounds. Test microorganism is
capable of growing directly on the TLC plate, so each step of the assay is performed on the sorbent.
Similar to the widely used antimicrobial screening methods (e.g., broth macro- and microdilution),
thin layer chromatography-direct bioautography (TLC-DB) should be carried out under controlled
conditions, since the experimental parameters (for example, solvents, sample application, resolution
of compounds, type of test microorganism, incubation time) may influence the result [7]. This
assay is capable of testing multicomponent and lipophilic extracts, e.g., EOs. The applicability of
bioautography to detect antimicrobial compounds effective against plant and human pathogenic
bacteria has been reported in the literature [8-10]. However, there is only a few studies in which
respiratory pathogens were included in TLC-DB method [11,12]. According to the data of the World
Health Organization (WHO), lower respiratory tract infections are responsible for 5% (3.1 million
people) of deaths worldwide [13]. EOs offer effective treatment in the respiratory tract infections
because of their volatility and antibacterial effect. We tested other respiratory tract pathogens, such
as Streptococcus species and Pseudomonas aeruginosa, too [14,15]. The mode of action of EOs is not
fully understood, but the prevention of the bacterial biofilm formation may be suggested. Therefore,
we decided to study the biofilm inhibition potential of our EO samples, including respiratory tract
pathogens into our experiments.

A biofilm comprises any group of microorganisms in which cells stick to each other and often
also to a surface. These adherent cells become embedded within a slimy extracellular matrix that
is composed of extracellular polymeric substances (EPS) [16,17]. Biofilms have been found to be
involved in a wide variety of microbial infections (e.g., bacterial vaginosis, urinary tract infections,
catheter infections, middle-ear infections) in the body, by one estimate 80% of all infections. About
80% of cystic fibrosis patients have a chronic lung infection, caused mainly by P. aeruginosa growing
in a non-surface attached biofilms [18]. Infections associated with the biofilm growth usually are
challenging to eradicate. It is mostly due to the fact that mature biofilms display tolerance towards
antibiotics and the immune response [19]. Most of the publications focus on the inhibition of bacterial
biofilm produced by foodborne or dental pathogens [20,21]. Therefore, it was worth involving the
pathogens of respiratory tract infections in the studies, in which the effect of our EO samples on biofilm
formation produced by respiratory tract bacteria was examined.

Therefore, the aim of this study was the evaluation of antibacterial properties of the EO of cinnamon
bark (Cinnamomum verum J. Presl.), clove (Syzygium aromaticum (L.) Merr. And Perry), peppermint
(Mentha x piperita L.), thyme (Thymus vulgaris L.), and their main components (trans-cinnamaldehyde,
eugenol, menthol, and thymol) against the Gram-negative bacteria, Haemophilus influenzae and
H. parainfluenzae using TLC-DB. Furthermore, the biofilm inhibition of different formulation of
our EO samples was also performed. The chemical composition of the EOs was measured by
gas-chromatography-mass spectrometry (GC-MS).
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2. Results

2.1. Chemical Composition of EOs

Chemical analyses of EOs were performed by GC-FID and GC-MS techniques. Identified
compounds and percentage evaluation of the oils are shown in Table 1.

Eugenol (78.8%) was the main component in the EO of clove. Cinnamaldehyde (63.7%) was the
main component in the oil of cinnamon bark. Menthol (50.4%) was the characteristic compound in the
peppermint EO. In the thyme oil thymol (39.8%) was identified as the main constituent.

2.2. TLC-DB

2.2.1. Antibacterial Activity of EOs

In the TLC-DB method, the activity of the EOs without and with separation was tested against
H. influenzae and H. parainfluenzae. In the case of activity of the EOs without separation, the development
with mobile phase was not prepared; therefore, the activity of the “total” extract (EO) was examined [22].
Figure 1 shows the activity of the EOs without TLC separation. The diameter of the inhibition zones
was expressed in cm. From the stock solution of EOs 1 puL. was applied (equivalent to 0.2 mg undiluted
EO) on the TLC plate. The H. influenzae was more sensitive to the EOs than H. parainfluenzae (except for
cinnamon bark oil). Absolute ethanol as negative control did not inhibit the growth of both bacteria.
The 0.2 pL solution of the antibiotic sample (amikacin, equivalent to 0.05 mg antibiotic) was effective
against both Haemophilus strains. Ethanolic solutions of thyme oil presented the best activity in case
of H. influenzae, while cinnamon bark oil was the most potent against H. parainfluenzae. Peppermint
showed moderate activity in case of both pathogens (0.51 cm against H. influenzae and 0.31 cm against
H. parainfluenzae). In our TLC-DB assay, the tested EO samples did not show more effective activity than
the positive control, but their combination (antibiotic and EO) might be the aims of the following assays.

2.2.2. Antibacterial Activity of Main Components of EOs by TLC-DB Method

Generally, the antibacterial activity of the EOs seems to be associated with their most abundant
compounds, but the effect of the minor compounds should also be taken into consideration. In the oil
of cinnamon bark, cinnamic aldehyde and eugenol components, as well as their standards, showed
activity in the case of both bacteria (Figure 2). Moreover, a-terpineol (Rf = 0.35) in the EO of cinnamon
showed activity against both bacteria. A-Terpineol was identified according to the GC-MS result
and Wagner and Bladt [23]. Eugenol, as the main compound of the clove oil (Rf = 0.52), was active
against both Haemophilus strains (Figure 2). In the peppermint oil, several compounds had antibacterial
activity at the tested concentration. Menthol (Rf = 0.31) in the peppermint oil and the standard of
menthol inhibited the growth of bacteria (Figure 2). Other active compounds of peppermint oil include
1,8-cineole, isomenthon, menthon, and isomenthyl acetate (according to GC-MS and Wagner and
Bladt [23]. In the oil of thyme, thymol-carvacrol and the standard, thymol had antibacterial activity
(Figure 2). At Rf = 0.33, linalool was identified as an active compound according to GC-MS result and
Wagner and Bladt [23].

2.3. Preparation and Characterization of Pickering Nano-Emulsions of EOs

The preparation of the stable Pickering nano-emulsions has been described before [24]. We had
considered the emulsion to be stable when the droplet size did not change for at least 24 h; creaming,
sedimentation and disproportionation did not occur. The droplet size and stability of Pickering and
conventional emulsions of EOs can be seen in Table 2. The Pickering emulsions are more stable than
conventional emulsions, the difference in stability is most obvious in a case of peppermint EO; its
Pickering emulsion form remains stable for at least five months, while its conventional emulsion
is stable for only one month. In the case of clove EO, there is no difference in stability between
the Pickering and conventional emulsions; they remained stable for only two weeks. Conventional
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emulsions are stabilized with Tween 80, while Pickering nano-emulsions were stabilized with silica
nanoparticles with a mean size of 20 nm and surface modified with ethyl groups (20ET).

2.4. Anti-Biofilm Activity

We examined the inhibitory effect of the EOs (half of the MIC concentration) according to a
previous study [25]. Three different formulations of the EOs were tested. The anti-biofilm formation
activity of the EOs was calculated and demonstrated in the term of inhibitory rate according to the
following equation: Inhibitory rate = (1-5/C) X 100% (C and S were defined as the average absorbance
of control and sample groups respectively) [26]. Our results showed that not only the EOs samples
with Tween80 surfactant had an antibacterial effect, but also the EO samples with absolute ethanol and
their Pickering nano-emulsion forms inhibited the biofilm formation. Among the controls, Pickering
nano-emulsion without EO showed the lowest activity (1.49% inhibitory rate) (Figures 3 and 4).
It should be highlighted that the Pickering nano-emulsions were the most effective form of EOs against
biofilms. The Pickering nano-emulsion of thyme oil showed the highest inhibitory rate (73.64%)
against H. influenzae. Cinnamon oil in Pickering nano-emulsion form inhibited the biofilm formation
of H. parainfluenzae (76.35%) most effectively. Among the different formulations, the EO samples with
Tween80 showed the lowest activity against biofilm formation. Moreover, in the case of both bacteria,
the peppermint oil was the least effective EO among the investigated oil samples. The results of biofilm
inhibition assay were in harmony with the results of TLC-DB assay, thyme and cinnamon oils were the
most effective among the investigated oils, besides clove also showed potent activity against these
respiratory bacteria.

1 H influenzae
[ 1 H parainfluenzae

1.2

HH

1.0

0.8

0.4 — e
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o
()]
1
Qo
o

0.2

a a
0.0 4 ’——I
Negative Positive  Peppermint  Thyme Cinnamon Clove
control control

T T T T 1

Figure 1. Antibacterial activity of essential oils (EOs) used in this study with direct bioautography
(without TLC separation). The diameter of the inhibition zones was expressed in cm. Negative
control—absolute ethanol; positive control—amikacin (equivalent to 0.05 mg antibiotic); 1 uL of EO
sample (equivalent to 0.2 mg undiluted EO) was applied. Error bars represent S.E.M. Lowercase letters
(a—i) show pairwise comparison based on Tukey post-hoc test, p < 0.05.
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1 (Rf=0.76); eugenol

2 (Rf=0.62); cinnamaldehyde

3 (Rf=0.35); a-terpineol

Cl

1 (R=0.52); eugenol

Pp

4 (Rf=0.75); menthyl-acetate
5 (Rf=0.68); menthone

6 (Rf=0.51); isomenthone
7 (Rf=0.40); 1,8-cineol
8 (Rf=0.31); menthol

Th

9 (Rf=0.56); thymol

10 (Rf=0.33); linalool

Figure 2. Antibacterial components in the EOs used in this study after TLC-DB. Mobile phases:
Dichloromethane (only in case of cinnamon bark oil) and toluene-ethyl acetate 93:7 (v/v); 0.5 and 1 uL
indicated the applied volumes of the EO and the standards. (A) TLC plate under UV 254 nm, (B) TLC
plate after treatment with vanillin-sulfuric acid reagent and documented in visible light, (C) TLC-DB
assay: Bioautograms using H. influenzae, (D) TLC-DB assay: Bioautograms using H. parainfluenzae (bright
zones indicate antibacterial effects); Cn—cinnamon bark oil (200 mg/mL); Cl—clove oil (200 mg/mL);
Pp—peppermint oil (200 mg/mL); Th—thyme oil (200 mg/mL); S2—standard of cinnamaldehyde,
S3—standard of eugenol, S4—standard of menthol, S5—standard of thymol.
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Figure 3. Biofilm inhibition activity of different formulated EOs against Haemophilus influenzae.
C—control; P—Pickering nano-emulsion form; E—samples with absolute ethanol; Tw—samples
with Tween80 surfactant; Pp—peppermint EO; Cl—clove EO; Cin—cinnamon EO; Th—thyme EO.
The activity of anti-biofilm formation was calculated and demonstrated in the term of inhibitory rate
according to the equation: Inhibitory rate = (1 — S/C) x 100% (C and S were defined as the average
absorbance of control and sample groups respectively).
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Figure 4. Biofilm inhibition activity of different formulated EOs against Haemophilus parainfluenzae.
C—control; P—Pickering nano-emulsion form; E—samples with absolute ethanol; Tw—samples
with Tween80 surfactant; Pp—peppermint EO; Cl—clove EO; Cin—cinnamon EO; Th—thyme EO.
The activity of anti-biofilm formation was calculated and demonstrated in the term of inhibitory rate
according to the equation: Inhibitory rate = (1 — S/C) x 100% (C and S were defined as the average
absorbance of control and sample groups respectively).
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Table 1. Average values of volatile compounds from EOs of Peppermint (1), Thyme (2), Clove (3) and

Cinnamon (4) from three parallels experiments.

Percentage of Compounds (%)

Component RI
1 2 3 4
«-Pinene 939 1.1 1.0 - 5.1
Camphene 951 - 2.0 - -
[B-Myrcene 992 - 1.0 - -
a-Terpinene 1017 - 3.2 - -
p-Cymene 1026 - 19.2 - 1.9
Limonene 1044 14 - - 1.8
1,8-Cineole 1046 5.5 4.6 - 2.8
v-Terpinene 1060 - 6.7 - -
Linalool 1104 - 5.6 - 4.0
Isopulegol 1150 1.0 - - -
Menthone 1156 19.8 - - -
Isomenthone 1159 7.0 - - -
Menthol 1172 50.4 - - -
Isomenthol 1183 43 - - -
a-Terpineol 1190 - - - 2.2
Pulegone 1215 1.9 - - -
trans-Cinnamaldehyde 1266 - - - 63.7
Bornyl acetate 1289 - 1.0 - -
Thymol 1297 - 39.8 - -
Isomenthyl acetate 1305 5.5 - - -
Eugenol 1373 - - 78.8 4.6
3-Elemene 1394 - - - -
-Caryophyllene 1417 1.3 42 13.5 42
Cinnamyl acetate 1446 - - - 94
a-Humulene 1452 - - 4.6 -
-Cadinene 1473 - - 1.1 -
Total: - 99.2 88.3 98.0 99.7

Table 2. Properties of Pickering and conventional emulsions of essential oils. Droplet sizes were

determined with DLS measurements. Three parallel samples and measurements were made.

Properties of Pickering and Conventional Emulsions of Essential Oils

Essential Oil Coil (mg/mL) Stabilizing Agent Droplet Size (nm) Stability
. 0.03 20ET nanoparticles 256.2 +12.3 2 months
Cinnamon bark EO 0.03 Tweens0 2745+ 285 1 month
al EO 0.125 20ET nanoparticles 184.6 + 8.8 2 weeks
ove 0.125 Tween80 185.2 +10.7 2 weeks
Peppermint EO 0.105 20ET nanoparticles 308.7 £ 15.5 5 months
PP 0.105 Tween80 2489 + 4. 1 months
0.055 20ET nanoparticles 180.5 + 6.4 4 months

Th E
yme EO 0.055 Tween80 1632 +13 1 month

3. Discussion

Plants produced a wide variety of secondary metabolites that exhibited antimicrobial activity
against a variety of pathogens (bacteria, fungi, and viruses) [27-29]. Several suggestions, (or hypothesis)
can be found in the literature about their antifungal, and antibacterial mode of action, but some of them
need clarification. In this study, the antibacterial and anti-biofilm effects of clove, cinnamon, thyme,
and peppermint oils were investigated against H. influenzae and H. parainfluenzae. The most accepted
mechanism of EOs revealed that they could disrupt cell wall and cytoplasmic membrane, leading to
lysis and leakage of intracellular compounds [12,30-32]. Many bacteria disclosed a high sensitivity to
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EOs, especially H. influenzae, Stenotrophomonas maltophilia, Streptococcus pneumoniae, S. pyogenes, and S.
agalactige. Cinnamon, thyme and clove oils showed the strongest inhibitory activity against several
bacteria, including H. influenzae, S. pyogenes and S. agalactiae, even against multi-resistant strains [11].
However, the common antibacterial assays (e.g., disk diffusion) are not an appropriate method for
non-water soluble extracts and compounds. Therefore, in this study, we focused on the antibacterial
potential and anti-biofilm activity of clove, cinnamon, thyme and peppermint oils against H. influenzae
(DSM 4690) and H. parainfluenzae (DSM 8978) using TLC-DB and biofilm inhibitory assays.

TLC-DB is a directly combined application of an analytical method with an in situ bioassay that
allows rapid identification of the active compound or compounds in a complex mixture. To the best
of our knowledge, we optimized this technique first using Haemophilus species. The TLC-DB was
optimized for two Haemophilus species, but it is necessary to note that attention should be paid to the
parameters (e.g., incubation time, the composition of agar for growing the bacterium, etc.) of TLC-DB,
which was also confirmed in a previous study [7].

Fabio et al. described that Haemophilus species were sensitive to EOs in the following order:
Thyme, cinnamon, clove, eucalyptus, sage, and lavender. We determined the highest activity of the
thyme, cinnamon, and clove against H. influenzae and H. parainfluenzae, which was in parallel with the
previous observations [12,14].

Our findings showed similar results with Houdkova and co-workers’s [33] and Inouye and
co-workers’ [12] results regarding the activity of menthol, menthone and their derivatives, because
these EO components are highly responsible for the anti-Haemophilus activity. In our research, TLC-DB
was optimized with Haemophilus species, which is an appropriate assay to detect the antimicrobial
activity of EO main compounds. We demonstrated the anti-Haemophilus effect of cinnamaldehyde,
thymol, menthol, and eugenol. Moreover, some minor components (menthone, isomenthyl acetate,
1,8-cineole, a-terpineole, and linalool) contributed to the antibacterial activity.

In the last decade, the role of natural products derived from medicinal plants for interfering
pathogenic biofilms has gained increased attention by the researches [34-40]. The individual
components of the EOs clearly had antibacterial properties, although the mechanism is poorly
understood. Therefore, the effect of EOs used in our study on biofilm formation of the two Haemophilus
species was also investigated. Some previous studies from the literature have already described that
cinnamon oil inhibited the biofilm of following pathogens as well, Campylobacter jejuni, Enterobacter
aerogenes, E. coli, L. monocytogenes, P. aeruginosa, Salmonella enteritidis, and S. aureus [41-44] reported
the inhibitory effect of menthol, menthone, pulegone, 1,8-cineole, terpinen-4-ol against the biofilm
formation of Salmonella typhimurium, E. coli, Micrococcus luteus, S. aureus. Clove and thyme oil
also showed strong anti-biofilm activity against several Gram-positive (e.g., S. aureus, Brochothrix
thermosphacta, Lactobacillus rhamnosus, L. monocytogenes, B. subtilis, L. innocua) and Gram-negative
(e.g., C. jejuni, E. aerogenes, E. coli, P. fluorescens, S. enteritidis) pathogens as well [45-50]. The biofilm
inhibition of Haemophilus species has been only screened with synthetic products: Cefotaxime [51],
1,2,4-triazole-ciprofloxacin [52], garenoxacin [53]. The effect of cinnamon, thyme, clove and peppermint
oil against Haemophilus species has not been tested earlier.

In the pharmaceutical technology, the formulation of the products and the water solubility of the
active ingredients are highly important. In our previous experiment, three different formulations of
EOs were prepared used absolute ethanol, Tween80, and Pickering nano-emulsion. Among the EOs,
thyme and cinnamon produced the highest inhibitory rates and their Pickering nano-emulsions were
the most effective formula [24]. This study showed that the nanotechnological formulated samples
had pronounced anti-biofilm effect compared to the non-formulated EOs samples. The samples with
absolute ethanol and Tween80 surfactant resulted that the biomass of Haemophilus biofilm decreased by
half, but using the Pickering-emulsions the biomass of biofilm decreased to one third. Using Tween80
surfactant, it is discernible the decrease of biomass compared to the BHI control. In this case, we cannot
exclude the antibacterial effect of the surfactant. The absolute ethanol itself has not strong antibacterial
effect, but the EO samples with absolute ethanol resulted in the least biomass reduction.
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4. Materials and Methods

4.1. Essential Oils and Their Components

The EO of clove (Batch number: H7352/1602), cinnamon bark (Batch number: 13201/1609),
peppermint (Batch number: H7101/1601), and thyme (Batch number: H3981/1509) were obtained
from a Hungarian company (AROMAX Zrt., Budapest, Hungary). Their chemical composition was
determined by GC-MS. The main components of the EOs (eugenol, frans-cinnamaldehyde, menthol
and thymol) were bought from Sigma-Aldrich (Budapest, Hungary).

4.2. GC-FID and GC-MS

One microliter of EO samples, diluted in ethanol (10 pL/mL), was injected in split mode, the
injector temperature was 250 °C, and the split ratio was 1:50. The analyses were carried out with an
Agilent 6890N/5973N GC-MSD (Santa Clara, CA, USA) system equipped with an Agilent SLB-5MS
capillary column (30 m X 250 um X 0.25 um). The GC oven temperature was increased at a rate of
8 °C/min from 60 °C (3 min isothermal) to 250 °C, with a final isotherm at 250 °C for 1 min. High
purity helium was used as carrier gas at 1.0 mL/min (37 cm/s) in constant flow mode. The mass
selective detector (MSD) was equipped with a quadrupole mass analyser and was operated in electron
ionization mode at 70 eV in full scan mode (41-500 amu at 3.2 scan/s). The data were evaluated using
MSD ChemStation D.02.00.275 software (Agilent). The identification of the compounds was carried out
by comparing retention times, linear retention indexes, and recorded spectra with the data of authentic
standards, and the NIST 2.0 library was also used. The GC-FID were made using a Fisons GC 8000
gas chromatograph (Carlo Erba, Italy). An Rt-3-DEXm (Restek) capillary column, 30 m x 0.25 mm
i.d., 0.25 um film thickness, was used. The carrier gas was nitrogen at 6.8 mL/min flow rate. A 0.2 mL
volume of a 0.1% solution of the oil was injected (1 mL EO in 1 mL chloroform). The splitless injection
was carried out. The temperatures of the injector and detector were 210 °C and 240 °C, respectively.
The oven temperature was increased at a rate of 8 °C/min from 60 °C to 230 °C, with a final isotherm at
230 °C for 5 min. Identification of peaks was made by retention data compared with data obtained
by GC-MS and data of standards (Fluka Analytical and Sigma-Aldrich); percentage evaluation was
carried out by area normalization. Three parallel measurements were made; RSD percentages were
below 4.5%.

To identify the microbiologically active compounds in the separated EOs during TLC-DB, 150 uL
of EO was applied onto the TLC layer as 150 mm band, and after the development, the zones of active
compounds were scraped off and eluted with 0.5 mL of ethanol for GC-MS.

4.3. TLC-DB

4.3.1. Cultivation of Test Bacteria for Dipping

The antibacterial effect of EOs and their main components was screened on Haemophilus influenzae
(DSM 4690) and H. parainfluenzae (DSM 8978) in the laboratory of the Department of Medical
Microbiology and Immunology (Medical School, University of Pécs, Pécs, Hungary). For bioautographic
assay, bacteria were grown in 100 mL Brain Heart Infusion Broth (BHI) (Sigma Aldrich Ltd., Darmstadt,
Germany) with 1 mL supplement B (Diagon Kft., Budapest, Hungary) and 15 pg/mL NAD solution
(1 mg/mL) at 37 °C in a shaker incubator at a speed of 60 rpm for 24 h [54]. The bacterial suspension
was diluted with fresh nutrient broth to an ODggg of 0.4, which corresponds to approximately 4 x 107
colony-forming units (cfu) mL.

4.3.2. Layer Chromatography

We investigated the antibacterial effect of EOs without TLC separation and the antibacterial effect
of their components after TLC separation [22]. Chromatography was performed on 5 X 10 cm silica gel
60 Fy54 aluminum sheet TLC plates (Merck, Darmstadt, Germany). EOs were dissolved in absolute
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ethanol to give solutions containing 100 pL oil in 500 pL absolute ethanol, and 1.0 uL was applied to the
TLC plate with Finnpipette pipettes (Merck, Darmstadt, Germany). Absolute ethanol was the solvent
control and amikacin (Likacin 250 mg/mL, Lisapharma S.p.A.) as a positive control. 0.2 uL from the
positive control (amikacin) and 1.0 pL from the negative control (absolute ethanol) have been applied
to the TLC plate. After separation with the mobile phase, the antibacterial activity of the main EO
components (thymol, menthol, trans-cinnamaldehyde, and eugenol) was also investigated by TLC-DB.
The main components were dissolved in absolute ethanol to give solutions containing 20 mg/mL. From
the stock solutions, 0.2 uL (0.004 mg) were applied to the plates. From the previously mentioned EO
solutions, 1.0 pL was used. The position of the starting line was 1.5 cm from the bottom and 1.5 cm
from the left side. The standards were applied to the TLC plates next to the spots of the oils. After
sample application, the plates were developed with the previously optimized mobile phase. For the
separation of EOs, toluene:ethyl acetate (95:5) and dichloromethane (in the case of cinnamon bark oil)
was recommended as the mobile phase [24]. Ascendant development chromatography was used, in a
saturated twin trough chamber (Camag, Muttenz, Switzerland). All TLC separations were performed
at room temperature (20 °C). After chromatographic separation, the absorbent layers were dried at
90 °C, for 5 min to remove the solvent completely. Ethanolic vanillin—sulfuric acid reagent [24] was
used to visualize the separated compounds. Detection of the separated compounds was performed
on Rf value and color of the standards. Evaluation of the separated compounds was also performed
under UV light at 254 nm. It should be noted that the TLC plates for bioautography were not treated
with ethanolic vanillin—sulfuric acid reagent, because this step interferes with the microbiological steps
of TLC-DB.

4.3.3. Post-Chromatographic Detection

After layer chromatography, the TLC plates were treated with the suspension of H. influenzae and
H. parainfluenzae, respectively. Layers were dipped into a 100 mL of bacterial suspension to assure a
homogenous distribution and adhesion of bacteria onto the surface of the layers. After immersion, the
layers were transferred into a low-wall horizontal chamber (chamber dimension: 20 X 14.5 X 5 cm)
and incubated for 2 h at 37 °C. Thereafter for visualization of antibacterial spots, TLC plates were
immersed into the aqueous solution of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT, 0.05 g/85 mL) (Sigma Aldrich Ltd., Darmstadt, Germany), for 5 s, and then incubated at 37 °C for
24 h. On the TLC plate, metabolically active bacteria convert the tetrazolium salt, MTT, into formazan
dye. White spots (as inhibition zones) against the bluish-violet background indicated the lack of
dehydrogenase activity, due to the antibacterial activity of the tested EO or their main compounds.
The inhibitory zones (expressed in cm) of EOs without separation were measured with Motic Images
Plus 2.0 program (ver. 2.0., Motic, Hong Kong, China).

4.4. Statistical Analyses

Statistical analyses were made in R, version 3.1.2 [55]. The measured diameters were analyzed
with linear model [56] using the function Im. In our model, the explanatory variables (bacterial species,
EO and quantity of EOs), treated as fixed factors. No data transformation was made. Checking the
need for transformation was based on graphical evaluation, according to Crawley [57]. For pair-wise
comparisons, Tukey post-hoc tests were conducted in with multicomp-package [58] to compare the
difference among all experimental set-ups.

4.5. Biofilm Inhibition Experiments

4.5.1. Broth Macrodilution Test (BDT)

During biofilm inhibition experiments minimum inhibitory concentration/2 (MIC/2) values of
the EOs were used. The MICs were determined with broth macrodilution test (BDT) based on
Acs et al. [14].
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4.5.2. Preparation of Pickering Emulsion of the EOs

Because of the volatility and non-water soluble characters of EOs, we wanted to make the
water-soluble formulation of our EO samples, and eliminate such kind of solvents, e.g., dimethyl
sulfoxide (DMSO), from the assay which can generally be used in the microbiological assays, but may
influence the results.

For the synthesis and surface modification of silica nanoparticles tetraethoxysilane [TEOS], (Alfa
Aesar, [Haverhill, MA, USA], purity 98%), ethyltriethoxysilane [ETES] (Alfa Aesar [USA], purity 96%),
absolute ethanol (VWR Chemicals [Budapest, Hungary], AnalaR Normapur, purity > 99.8%), 28 w/w%
ammonium solution (VWR Chemicals [Hungary], AnalaR Normapur, analytical reagent) were used.
The stabilizing agent of Pickering emulsions was nanoparticle suspensions, of conventional emulsions
was Tween®80 (Polysorbate80, Acros Organics, Princeton, NJ, USA).

Synthesis, Surface Modification and Characterization of Silica Nanoparticles

Synthesis of hydrophilic silica was based on the work of Stober, Fink and Bohn [59]. Previously,
we performed the optimization of size-controlled silica nanoparticle synthesis process and their
surface modification with ETES. Furthermore, the nanoparticle characterization was also completed.
The details can be read in our paper [25].

Preparation and Characterization of O/W (Oil/Water) Type EOs Emulsions

For the preparation of conventional, surfactant stabilized the emulsion, Tween80 non-ionic
surfactant was used, because this chemical is widely used in microbiological experiments and
protocols, for solubilizing the non-water soluble, lipophilic molecules, e.g., EOs. We have used 20ET
nanoparticles [51] as stabilizing agents for preparation of Pickering emulsions. The concentration of
emulsion stabilizing agents was 1 mg/mL in all cases. The mixture of EO, Tween8(/silica nanoparticle
suspension and water is sonicated for 2 min (Bandelin Sonorex RK 52H, Berlin, Germany) in the
pre-emulsification process. The final emulsification was performed with UltraTurrax (IKA Werke T-25
Basic, Staufen, Germany) for 2 min at 13,500 rpm. Each sample was made in triplicates. The emulsion
droplet size was determined with dynamic light scattering (DLS) using a Malvern Zetasizer Nano
S instrument (Malvern Panalytical Ltd., Malvern, United Kingdom). The stability of emulsions was
examined with periodical droplet size measurement. The emulsions were stored at room temperature
(t = 25 °C) in dark bottles. The EO concentrations were the MIC/2 values against H. influenzae and
H. parainfluenzae.

4.5.3. Anti-Biofilm Activity Test

The biofilms were prepared in 96-well microtiter plate. 200 uL of bacterial culture (4 X 107 cells/mL)
was added into each well; then, the microtiter plate was incubated at 37 °C for 4 h in order to help the
adhesion of the cells. After the incubation time the non-adherent cells were washed with physiological
saline solution. The absolute ethanol, Tween 80 surfactant (1%) and Pickering nano-emulsions of the
EOs were used for the experiments. In the experiment, untreated samples were applied, when only
BHI medium was added to the bacterial culture. As detergent control, we used Tween80 (1%), 20ET
Pickering nanoparticles (1 mg/mL), and as solvent control, absolute ethanol was also prepared. After
the treatments, the microtiter plate was incubated again at 37 °C for 24 h. Then the adherent cells
were fixed with methanol for 15 min. The biofilms were dyed with 0.1% crystal violet solution for
20 min. The redundant dye was removed. 33 w/w% of acetic acid was added to each well. Then the
absorbance was measured at A = 595 nm with a microtiter plate reader (BMG Labtech SPECTROstar
Nano, Budapest, Hungary). All tests were carried out in six times [60].
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5. Conclusions

Overall, we can say that the nanotechnological formulation of EOs seem to be a promising
solution in anti-biofilm tests, because the Pickering-emulsion without EO has not antibacterial effect,
but the Pickering-emulsion with EO resulted decreasing of the biofilm biomass. Cinnamon, thyme,
and clove oils in Pickering emulsion showed not only anti-Haemophilus activity, but inhibited the
biofilm formation in contrast with conventional, surfactant stabilized emulsion or absolute ethanol.
We suppose that the enhanced biofilm inhibition properties of the Pickering nano-emulsion of EOs
may be attributed to the adsorption of silica nanoparticles on the surface and pores of agar membrane
or biofilm. It can be concluded that O/W type Pickering nano-emulsions form of thyme, cinnamon,
and clove oils provide a new possibility for the application of EOs in pharmaceutical treatment against
Haemophilus influenzae and H. parainfluenzae caused respiratory tract diseases.

Furthermore, we conclude that TLC-DB is an appropriate assay for detecting the anti-Haemophilus
activity of non-water soluble extracts with complex composition, e.g., EOs. According to our results,
the EO of cinnamon bark, thyme, and clove are promising antibacterial agents against H. influenzae,
and H. parainfluenzae and their biofilm inhibitory capacity may be included in the mode of antibacterial
action. Their water soluble Pickering nano-emulsions showed the highest inhibitory rate in the
anti-biofilm test; therefore, this formulation may be regarded as relevant preparation for further
biological experiments, including scanning electron microscopic and cell line studies.
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Preparation, characterisation

and microbiological examination
of Pickering nano-emulsions
containing essential oils, and their
effect on Streptococcus mutans
biofilm treatment
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Béla Kocsis3, Gyorgyi Horvath? & Aleksandar Széchenyi'”

Essential oils (EOs) are commonly applied in mouth care products like mouthwashes, mostly as

an ethanolic solution or by usage of surfactants as solubilising agents. In this study, we present a
formulation for preparation of Pickering nano-emulsions (PnE) of EOs as a novel form for application
of EOs in mouth care. For the preparation of PnE, we have synthesised surface-modified silica
nanoparticles with a mean diameter of 20 nm, as well as we have examined the effect of EOs
concentration on PnE droplet size and stability. In vitro study of their effect on the Streptococcus mutans
biofilm as the main pathogen of dental health problems has been performed. We have found that EOs
in the PnE form has the highest effectiveness against biofilm formation. Diffusion through the biofilm
model membrane was studied to explain this observation. We have found that PnEs have a better
performance in the transportation of EOs trough model membrane than the ethanolic solutions and
conventional emulsions (CEs).

Dental plaque is a thin biofilm layer built by microorganisms, mainly Streptococcus species'. Microbial activity
in the dental plaque causes a local decrease of pH value and weakens the mineralised tooth structures that can
lead to several tooth diseases like caries, gingivitis, and periodontitis. For this reason, the removal of dental
plaque is the most important part of mouth hygiene. The daily removal is commonly achieved by mechanical
methods, such as tooth brushing, usage of tooth floss or interdental brushing?. Tooth brushing is used by most of
the population, while only a small percentage uses tooth floss or interdental brushing regularly®. The efficacy of
mechanical methods differs in a great extent. The plaque removal by tooth brushing mainly depends on the time
and technique of brushing, and on the quality of toothbrushes?, but usually, the desired plaque removal is not
reached by this method. That is why an additional technique, such as chemical plaque removal or prevention, is
often used. Chemical plaque removal or prevention can be achieved by application of mouthwashes, whom usage
is widespread among the grown population. The commercially available mouthwashes usually contain amine-
fluoridine, chlorhexidine, hexetidine, octenidine, triclosan or plant extracts as antibacterial agents®. Most of them
cause some side effect after prolonged usage, except plant extracts like EOs. G. Pizzo et al. demonstrated that EOs
have the same efficacy as aminefluoridin or CHX so that they can replace these ingredients in mouthwashes®.
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The EOs based commercial products that are used for treatment or prevention of dental diseases are contain-
ing surfactants, solvents or co-solvents to enhance the water solubility of EOs’. Among the solvents, different
alcohols (e.g. ethanol, propylene glycol, glycerine) are applied in mouthwash or gargles. Commonly used sur-
factants are polysorbates (20, 60 or 80) and SLS (Na-lauryl-sulphate)®, which are used as emulsion stabilisers or
EO solubilising agents. Unfortunately, the surfactants can cause mucous membrane irritation by damaging their
cell membranes; additionally, at long-term usage, they can get into the blood circulation and cause other side
effects'”. The alcohols can cause dehydration of the mouth, which makes the mucous membrane more sensitive
to infections or other diseases!!.

Additionally, the application of solvents and surfactants in microbiological tests can lead to misinterpretation
of the experimental data, because alcohols and surfactants also have antimicrobial activity'? that is why the effect
of essential oils cannot be unambiguously determined. To avoid the use of solvents and surfactants, yet to provide
the availability of EOs on the test or treatment site, Pickering emulsions can be prepared, which are emulsions
stabilised with solid particles'. For this purpose, we can use biologically inert, non-toxic particles, e.g. cellulose'%,
silica!® or PLGA!® particles, which are widely used in pharmaceutical technology.

Pickering emulsions can have the same or better stability than the conventional, surfactant stabilised emul-
sions interface!”. The adsorption of the solid particles and surfactants on the liquid-liquid interface is a spontane-
ous, reversible process. The adsorption energy of solid particles on the liquid-liquid interface is higher than the
adsorption energy of surfactants. In some cases, where the adsorption energy of solid particles is extremely high,
adsorption process can be considered as irreversible!”. Because of their stability, Pickering emulsions can be used
in pharmaceutical and medical applications.

Beside emulsion stabilisation, the solid particles may interact with biofilm, and targeted EO transportation
can also be achieved!s. The effectiveness of targeted EO delivery depends on the emulsion type, the emulsion
stabilisation agent and emulsion droplet size!*?. Usually, the biofilm consists of polysaccharide matrix, and it is
impermeable for many pharmaceutically active ingredients, that is why the treatment of stiff bacterial colonies
is challenging?!. Because of the hydrophilic properties of Streptococcus mutans biofilm??, an O/W type emulsion
should be applied. When the emulsion is stabilised by the particles with appropriate hydrophilic/lipophilic sur-
face character, which can adsorbed preferably on the biofilm, targeted delivery can be reached. The emulsion
droplet size also plays an important role in the delivery of EOs: the mean pore size of biofilms in the top layer
ranges from approximately 1.7-2.7 um and 0.3-0.4 um in the bottom layers?. Because of the pore size of biofilms
we can assume, that if the emulsion droplet size is less than 300 nm, the droplets can penetrate deep into the
biofilm matrix.

We aimed to prepare O/W type Pickering emulsions with four EOs, such as cinnamon bark (Cinnamomum
verum J. Presl.), clove (Syzygium aromaticum (L.) Merr. and Perry), peppermint (Mentha x piperita L.) and
thyme EO (Thymus vulgaris L.) and to examine the influence of the EOs concentration on droplet size and
stability of Pickering emulsions. Their antimicrobial activities against Streptococcus mutans have been studied
before?*, moreover several researchers have found that these EOs can act as biofilm inhibitors with other bacterial
strains®>~2%, Their ethanolic solutions and conventional emulsions (CEs) have also been tested to compare the
effectiveness of different EO delivery forms.

We have also examined the diffusion properties of different EO forms through model membrane, to explain
the difference in their antibacterial or inhibitory effects. In the case of cinnamon EO we have prepared and
examined PnE with SNPs that have different hydrophilic/lipophilic surface character to determine its influence
on the antibacterial activity and diffusion properties as model membrane agar gel was used, which is a suit-
able Streptococcus mutans biofilm model because they have similar hydrophilic properties and tortuous pore
structure®.

Results and Discussion

Synthesis and characterisation of silica nanoparticles. Hydrophilic silica nanoparticles (HS) were
synthesised by a method established by St6ber, Fink and Bohn, the mean diameter was 20 nm, and the PDI
was 0.008, determined by DLS. The stability of the PnEs can be influenced by the hydrophilic/lipophilic surface
properties of silica nanoparticles®. In our previous work®', we have ascertained that the PnEs with appropriate
stability and tailored size can be prepared with silica nanoparticles, which were partially surface modified with
ethyl groups. For this reason, we have modified the surface of HS by ethyl functional groups with a theoretical
surface coverage of 20% (20ET) and 40% (40ET).

The TEM examinations showed that the mean diameter of silica samples was mean 20 nm; they are highly
monodispersed, nearly spherical and have a smooth surface (see Fig. 1). In the case of HS high negative zeta
potential is expected, and the measurements confirm it. High number of free silanol groups at the surface causes
the negative zeta potential, as their pK value is approximatively 4.5, which means that some of them are disso-
ciated in the water suspension. The surface modification will decrease the number of free silanol groups on the
surface, which should cause the decrease of the zeta potential under the same conditions. The zeta potential of
HS suspended in water was ( = —116 mV. After surface modification the zeta potential values decreased with
increasing surface coverage. The values were (= —79 mV for 20ET and ( = —63 mV for 40ET.

The surface modification of SNPs was examined with FT IR spectroscopy. No significant difference in the
position of the vibrational frequency for the SiO, functional groups was observed (see Fig. 2). The surface mod-
ification of HS with ethyl functional groups caused the decrease of the number of Si-OH groups on the surface
of SNPs, hence intensity of peaks belonging to v,Si-O-Si (1105 cm™!), VgegomSi-OH (1395 and 1645 cm™!) and
VgtrechS1-OH (3095-3685 cm™!) decreased, while the intensity of peaks of vSi-O-C increased (815cm™). New
peak attributed to the v-CH,- have appeared for the surface modified samples. Their vibrational frequencies are
the same in both cases, 2855 and 2930 cm ™}, but intensities are higher for the sample 40ET. The results clearly
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Figure 1. TEM images of silica nanoparticles. (A) HS. (B) 20ET. (C) 40ET.
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Figure 2. FT-IR spectra of silica nanoparticles.

show that the surface modification was successful, and the intensity of peaks v,Si-O-C and v-CH, correlate to the
surface coverage with ethyl functional groups.

GC-MS and GC-FID analysis of essential oils. The exact composition of EOs was determined with gas
chromatography. The components were identified by comparing their retention times and relative retention fac-
tors with standards and oils of known composition. Two parallel measurements have been performed. The main
components are the follows eugenol 78.64% in clove EO, cinnamaldehyde 63.77% in cinnamon bark EO, menthol
50.4% and menthon 19.8% in peppermint EO, thymol 39.88% and p-cymene 19.2% in thyme EO. In Table 1.
other major components can be seen. We did not indicate or identify the compounds which were present signifi-
cantly under 1%; this is the reason why the totals are not 100%.

Preparation and characterisation of pickering nano-emulsions. The maximum concentration of
EOs was set to MIC value for all examined emulsions. The MIC values of pure EOs in ethanolic solutions were
previously determined against Streptococcus mutans with broth macrodilution test (see Part 3.4), for different EOs
these were: clove EO 1.02 g/L, cinnamon EO 0.80 g/L, peppermint EO 1.96 g/L, thyme EO 0.40 g/L. We have pre-
pared PnEs with HS, 20ET or 40ET stabilising agents, for CEs Tween80 surfactant was used, the concentrations
of stabilising agents were 1g/L for all experiments. The emulsions were stored at room temperature; t =25 °C.
Each experiment was made in triplicates. Stability of emulsions was determined from periodical droplet size
determination with DLS (see Table 2.). The emulsions were considered to stable when the droplet size did not
change within 24 hours, and creaming, sedimentation or disproportionation did not occur. Because of the large
number of experimental data, we did not indicate data for the standard deviations of droplet size in Table 2. All
values were in 1.2-8.3% range.

Because the volume fraction of EO (©,) was under 0.01 in every case, we could assume, that all PnEs and CEs
were O/W type emulsions. We have performed filter paper tests with CoCl, and dye test with Sudan red G to
confirm this assumption®.

The results confirmed that the PnEs could have same or better stability than CEs (see Table 2), because of the
high adsorption energy of solid nanoparticles on the liquid-liquid interface. The most stable emulsions are the
thyme EO containing ones, in this case the stability of PnEs was 4 months, while its CEs were stable for only 1
month.
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Results of GC measurements of essential oils

Percentage of compounds (%)

Cinnamon bark

Component RI Peppermint EO | Thyme EO | Clove EO | EO
a-Pinene 939 1.1 1.0 — 5.1
Camphene 951 — 2.0 — -
B-Myrcene 992 — 1.0 — —
Carvacrol — 5.9 — —
a-Terpinene 1017 — 3.2 — —
p-Cymene 1026 | — 19.2 — 1.9
Limonene 1044 14 — — 1.8
1,8-Cineole 1046 5.5 4.6 — 2.8
~-Terpinene 1060 — 6.7 — —
Linalool 1104 | — 5.6 — 4.0
Isopulegol 1150 | 1.0 — — —
Menthone 1156 19.8 — — —
Isomenthone 1159 | 7.0 — — —
Menthol 1172 50.4 — — —
Isomenthol 1183 |43 — — —
a-Terpineol 1190 — 1.0 — 2.2
Pulegone 1215 | 1.9 — — —
trans-Cinnamaldehyde 1266 — — — 63.7
Bornyl acetate 1289 | — 1.0 — —
Thymol 1297 — 39.8 — —
Isomenthyl acetate 1305 | 5.5 — — —
Eugenol 1373 — — 78.8 4.6
(3-Elemene 1394 — — — —
(-Caryophyllene 1417 |13 4.2 13.5 42
Cinnamyl acetate 1446 | — — — 9.4
a-Humulene 1452 | — — 4.6 —
B-Cadinene 1473 | — — 1.1 —
Total: 99.2 98.2 98.0 99.7

Table 1. Composition of essential oils. The results of GC analysis show the average per cent of the two parallel
measurements of volatile compounds in every case. The values of standard deviation were below 4.5%. RI:
retention indices relative to C8-C30 n-alkanes. We did not indicate the unknown compounds and compounds
under 1%.

Parameters of Pickering- and conventional emulsions of essential

oils
Stabilizing | Dy,pper
Essential oil Cou (§/L) | agent (nm) Stability
0.05-1.02 | 20ET 155-1660 2 weeks
Clove EO 0.05-0.7 | Tween80 155-245 2 weeks
0.8-1.02 | Tween80 335-455 1 weeks
0.03-0.8 HS 400-4880 4 days
0.03-0.8 20ET 185-280 2 months
Cinnamon EO | 0.03-0.8 40ET 315-550 2 months

0.03-0.5 | Tween80 240-265 3 weeks
0.6-0.8 Tween80 275-3010 2 weeks
0.11-1.96 | 20ET 210-11450 | 4 month
Peppermint EO | 0.105-0.7 | Tween80 255-310 1 weeks
0.8-1.96 | Tween80 350-1090 2 weeks
0.05-0.4 | 20ET 155-395 4 months
0.05-0.4 | Tween80 150-240 1 month

Thyme EO

Table 2. Composition and characterisation of emulsions. Droplet size and stability were calculated from
data of 3 parallel samples. The concentration of stabilizing agent was constant 1 g/L. Droplet size standard
deviation =+1.2-8.3%. All emulsions are O/W type, which was determined with conductivity tests.
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Figure 3. Results of biofilm inhibition tests. Biofilm inhibition activity of different formulated EOs against
Streptococcus mutans, the concentration of EOs were the MIC/2 values. C: control. P: PnE form. E: ethanol/
ethanolic solution. Tw: Tween80 solution/CEs with Tween80 surfactant. Pp: peppermint EO, MIC/2: 0.98 g/L.
Cl: clove EO, MIC/2: 0.51 g/L. Cin: cinnamon EO, MIC/2: 0.40 g/L. Th: thyme EO, MIC/2: 0.20 g/L.

Inhibitory rate against Streptococcus mutans biofilm (%)
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Figure 4. Results of biofilm inhibition tests in case of cinnamon EO. Biofilm inhibition activity of different
formulated cinnamon EO against Streptococcus mutans. The concentration of cinnamon EO was its MIC/2
values, 0.40 g/L. C: control. HS: PnE with HS stabilising agent. 20ET: PnE with 20ET stabilising agent. 40ET:
PnE with 40ET stabilising agent. E: ethanol/ethanolic solution. Tw: CE with Tween80 surfactant.

Biofilm formation and treatment. The EOs concentration was MIC/2 value in all examined emulsions
or solutions, which is a standard concentration for biofilm inhibition tests®%. Our results of the crystal violet assay
showed that the absolute ethanol and Tween80 solution have antibacterial effect, and they reduced the biofilm
mass, while the HS, 20ET and 40ET nanoparticle suspensions had no antibacterial effect, and they did not reduce
the biomass significantly.

Even so, the PnEs prepared with 20ET were the most effective forms in biofilm inhibition. For each EOs, the
ethanolic solutions and CEs showed less biofilm inhibition (see Fig. 3.); e.g. in the case of thyme EO, the inhibi-
tory rates (IR) were 26.9, 47.4 and 72.1% for ethanolic solution, CE and PnE respectively.

We have found cinnamon EO have the highest inhibition effect among tested EOs. The inhibitory rates for
its different forms are 59.7 for ethanolic solution, 69.0% for CE and 85.9% for PnE respectively. In this case we
have performed tests on the influence of the hydrophilic/lipophilic surface properties of stabilising SNPs on the
inhibitory effect on PnE. HS and 40ET nanoparticles stabilised PnEs were also tested in biofilm inhibition. The
results showed (Fig. 4), that in the case of 20ET nanoparticles stabilised PnE had better biofilm inhibition effect
(IR 85.9%) than 40ET (IR 81.5%), and HS stabilised ones (IR 69.4%).

In Fig. 5 we can see the SEM images of untreated and treated biofilms. Figure 5A,B are the images of untreated
control biofilms. The in vitro adherence of Streptococcus mutans colonies can be clearly seen, and thick coherent
biofilm has formed on the surface. The SEM images bear out the results of biofilm inhibition experiments. The
PnE of peppermint EO reduced the biofilm mass (Fig. 5C) minimally, while in the images of biofilms treated with
PnE of clove (Fig. 5D) and thyme EO (Fig. 5E) we can see bacterial colonies on the surface, but the adherence of
coherent biofilm was reduced.

The SEM images clearly show, high inhibitory effect of the PnEs of cinnamon EO. On the images of biofilms
treated with HS (Fig. F) and 40ET (Fig. H) stabilized PnEs of cinnamon EO we can see some coherent biofilm
spots, while on the image of biofilm treated with 20ET stabilized PnE of cinnamon EO (Fig. G), no coherent bio-
film formation can be observed.

In all the cases, a very good correlation of the inhibitory rate obtained by the crystal violet assay and the data
obtained from SEM images can be found.

In vitro diffusion studies. After the discussion on the results obtained from biofilm inhibition tests, an
assumption has been made that there should be a correlation between inhibitory rate and diffusion properties
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Figure 5. SEM images of biofilm and biofilms after treatment with a different formulation of cinnamon EO. The
EO concentrations equal with the MIC/2. (A,B) Control Streptococcus mutans biofilm, untreated. (C) Biofilm
treated with PnE of peppermint EO. (D) Biofilm treated with PnE of clove EO. (E) Biofilm treated with PnE of
thyme EO. (F) Biofilm treated with HS stabilised PnE of cinnamon EO. (G) Biofilm treated with 20ET stabilised
PnE of cinnamon EO. (H) Biofilm treated with 40ET stabilised PnE of cinnamon EO. The magnification is
1500x and 3000x for biofilm control, and 3000x for other samples, scale bar is 8 um.

trough biofilm of the EOs in different forms. To confirm this assumption, in vitro diffusion tests were performed.
Static Franz diffusion cell method was used with agar gel as model membrane. The EOs concentration was
the same that was used for the biofilm inhibition tests, MIC/2 values. The droplet size of the different types of

SCIENTIFICREPORTS| (2079)9:16611 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-52998-6


https://doi.org/10.1038/s41598-019-52998-6

www.nature.com/scientificreports/

Results of in vitro diffusion studies
Droplet size D | Cumulative EO
Essential oil Coin &/l Formula (nm) release(%)
Ethanolic solution — 129428
Clove 0.51 Conventional emulsion 320+37 21.540.1
Pickering nano-emulsion 37022 27.5+£4.0
Ethanolic solution — 10.5+1.6
Conventional emulsion 240420 30.7+1.2
Cinnamon 0.40 Pickering nano-emulsion HS 220+4 323+1.2
Pickering nano-emulsion 20ET 245+12 51.4+1.0
Pickering nano-emulsion 40ET 255+6 33.8+25
Ethanolic solution — 69.7 +14.1
Peppermint 0.98 Conventional emulsion 310+9 69.0£9.2
Pickering nano-emulsion 210+10 81.1+22
Ethanolic solution — under LOD
Thyme 0.20 Conventional emulsion 245420 94404
Pickering nano-emulsion 255+5 18.9+0.5

Table 3. Results of in vitro diffusion studies. The oil concentrations equal to MIC/2 values against Streptococcus
mutans. Droplet sizes and cumulative EO releases were calculated from three parallel samples.

60 In vitro diffusion of Cinnamon EO through agar gel membrane

-o-Pickering emulsion - HS nanoparticles

~e-Pickering emulsion - 20ET nanoparticles si4
50 Pickering emulsion - 40ET nanoparticles

‘Conventional emulsion - Tw80 surfactant
<#-Ethanolic solution

Cumulative EO amount (%)
w
2

0 1 2 t(h) 3 4 5 6

Figure 6. In vitro diffusion of cinnamon EO through agar gel membrane. The cinnamon EO concentration

is 0.40 g/l (MIC/2 against Streptococcus mutans). The stabilising agent of PnEs are HS, 20ET, and 40ET
nanoparticles, the stabilising agent of CE is Tween80. The concentration of emulsion stabilising agents is 1 g/I.
The droplet size of CE is D =320 nm, the PnE with HS D =220, PnE with 20ET D =245 nm, and PnE with 40ET
D=255.

emulsions was similar (see Table 3), and we could assume that the diffusion properties depend only on the type
of the emulsion or surface properties of emulsion stabilising agent. The diffusion profiles of different EOs are very
similar; this is why we have graphically presented only the in vitro diffusion study curve of cinnamon EO as it has
shown the highest inhibitory rate (see Fig. 6). The results of cumulative amount after 6 hours for all samples can be
seen in Table 3. The cumulative amount of EO means the diffused EO amount after 6 hours. The diffusion curves
of all the other samples can be seen in Supplementary Information.

Generally, we can conclude that the cumulative EO amounts were highest for PnEs. In the case of cinnamon
EO these values are: 51.4% for 20ET stabilised PnE, 30.7% for CE and 10.5% for ethanolic solution respectively. At
thyme EO, cumulative EO amount for ethanolic solution was under the limit of detection value.

Conclusions. We have successfully prepared O/W type PnEs of EOs with droplet size tailored for dif-
fusion trough biofilm porous structure (210-370nm). For the stabilisation of PnEs, we have synthesised and
surface-modified spherical silica nanoparticles. These emulsions remained stable for at least 1 week, in some cases
more, then 4 months.

We have determined MIC values against Streptococcus mutans for all examined EOs, and we have performed a
biofilm inhibition tests applying EOs in MIC/2 amount. We have tested tree forms for all examined EOs, ethanolic
solution, CE and PnE. The test results shown that the PnE form has highest antimicrobial effectiveness compared
to CE or ethanolic solutions for all examined EOs. We assume that the difference in effect should correlate with
the penetration of EOs in different form trough polysaccharide biofilm structure. To confirm this idea we have
studied the diffusion trough model membrane (agar gel). The results have shown that for all samples, there is a
direct relation of antimicrobial or inhibitory effect with diffusion properties of EOs in different form. The PnE
form had the highest cumulative amount for all EOs, and ethanolic solution had the lowest cumulative amount.
This result is an explanation why the PnE have antibacterial effect while ethanolic solution with the same EO con-
centration have inhibitory effect, which is clearly seen on the SEM images. The highest difference in the inhibitory
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rate of different forms has been observed in the case of thyme oil. The thyme oil has the highest antimicrobial
effectiveness in comparison with other examined EOs as its MIC value is lowest. The ethanolic solution did not
provide a measurable amount of thyme EO trough model membrane, and it had a very low inhibitory rate (27%).
The CE form had a cumulative amount of 9%, and the inhibition rate has increased to 47%, while the PnE form
had 19% of cumulative amount, and the inhibition rate increased to 72%. These results indicate that the delivered
amount of an EO with high antimicrobial effectiveness to the biofilm has the greatest effect on the inhibition
activity. Beside the droplet size, the appropriate hydrophilic/lipophilic surface character is very important for
effective delivery of EO to biofilm. We have found that PnEs stabilised with silica that has a moderate hydropho-
bic character (20ET), shows the highest delivery of EOs to biofilm that is accompanied with highest inhibitory
effect.

We can conclude that O/W type PnEs stabilised by nanoparticles with appropriate hydrophilic/hydropho-
bic surface properties, provide a new possibility for the application of EOs in pharmaceutical treatment against
Streptococcus mutans biofilm formation.

Materials and Methods
Materials. Chemicals for experiments were all analytical grade and used as received. The sources and grade of
all chemicals and materials used for experiments are discussed in the Supplementary Information.

Synthesis- surface modification and characterisation of silica nanoparticles. Synthesis of hydro-
philic silica was performed based on the work of Stéber, Fink, and Bohn*. The optimisation of the synthesis
process and surface modification with ETES was performed in our previous work®'. We characterised the silica
nanoparticles with DLS, TEM and FT-IR measurements. The brief synthesis route and further information about
the measurements are given in the Supplementary Information.

GC-MS and GC-FID conditions. Detailed information on the applied analytical method can be read in the
Supplementary Information.

Broth macrodilution test (BDT). With this test, we determined the MIC and MIC/2 values of each
EO against Streptococcus mutans. The test was based on the recommendations of the Manual of Clinical
Microbiology** associated with modifications published before®. Further details are given in the Supplementary
Information.

Preparation and characterisation of O/W type PnEs. The concentration of emulsifiers was set to
1 mg/ml and was kept constant for all experiments. The influence of EOs concentration on the emulsion drop-
let size was examined; it was varied until the minimum inhibitory concentration against Streptococcus mutans
(see Table 2.) The exact emulsification process, the droplet size, and stability measurements can be seen in the
Supplementary Information.

In vitro diffusion studies - Static Franz Diffusion cell method. The examination of diffusion prop-
erties was performed in static vertical Franz diffusion cells (Hanson Microette Plus. Hanson Research 60-301-
106). The essential oil content of samples was determined with UV-Vis spectroscopy (Jasco V-550 UV/VIS
Spectrophotometer). To compare the effectiveness of PnEs, we examined the diffusion of EOs in an ethanolic
solution and emulsion stabilised with Tween80 surfactant. Further information and details about the in vitro
diffusion study are given in the Supplementary Information.

Biofilm inhibition experiments. The biofilm inhibition experiments were performed on the base of
Peeters and co-worker’s study, with the crystal violet assay*. The detailed method is written in the Supplementary
Information.

Preparation of the biofilm samples for Scanning Electron Microscopy. The biofilm was imaged
by SEM (JEOL JSM-6300) as previously described®” with some modification (briefly see Supplementary
Information). To determine the effect of EOs and different formulations, we have used control samples that were
treated with ethanol and Tween80 solutions as well with the suspension of HS, 20ET or 40ET nanoparticles. Their
concentration was the same as it was in the ethanolic solution, CEs, and PnEs?®.
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