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1. FEJEZET: Altalanos bevezetés és célkitiizések

Dolgozatom témdja az indiai citromfii illoolaj antimikrobas
hatasanak vizsgalata, amelyen beliil is a pitted keratolizis (angolul
Pitted keratolysis), mint borfelszini fertézés korokozo agensei elleni
hatasra fokuszalunk. Napjaink egyik legégetobb kozegészségiigyi
problémdja a tradiciondlis ¢és a terdpidban alkalmazott
antibiotikumokkal szembeni rezisztencia széleskorii megléte, illetve
annak vilagméretii terjedése. Ez a tény 0sztonzi a kutatokat olyan
alternativ antimikrobdas hatdsu anyagok keresésére és alkalmazasara,
melyek alkalmasak lehetnek a kiilonféle human korokozok altal
okozott fertézések kezelésére (Swamy ¢és mtsai, 2016). E
tekintetben a ndvényekbdl nyert illéolajok és azok f0 kémiai
komponensei potencidlis antibakterialis agens jeldltek. Az illoolajok
antibakteridlis  aktivitasuknak  koOszOnhetden — gatolhatjadk a
baktériumok ndévekedését (bakteriosztatikus hatas) vagy okozhatjak
a baktérium sejt pusztulasat (baktericid hatds) (Swamy ¢s mitsai,
2016). Korabbi tanulmanyok megerdsitik, hogy az indiai citromfii
(Cymbopogon citratus) illdolaja és annak f6 komponense, a citral,
erds aktivitdssal rendelkeznek gomba- és baktériumfajok széles
spektrumaval szemben (Naik és mtsai, 2010; Shi és mtsai, 2017).
Ezen korabbi irodalmi adatok és egy eldzetes szelekcio alapjan
koncentraltunk kisérleteinkben az indiai citromfii ill6olajanak
antibakterialis hatdsara, megvizsgalva annak lehet6ségét, hogy
hatékony lehet-e az eddig pitted keratolizissel 0sszefiiggésbe hozott
fertdz6 agensekkel szemben. A pitted keratolizis egy gyakori,
borfelszini bakterialis fertdzés, amely a bor legfelsé rétegét, a
stratum corneumot érinti, de mint azt korai esetekbdl ismerjiik,
elérehaladott allapotban a mélyebb rétegekbe is hatolhat jelentdsen
befolyasolva ezzel az érintettek életmindségét (Singh és Naik, 2005;

Leeyaphan ¢és mtsai, 2019; Bunyaratavej és mtsai, 2018). Ezen
lokalis fert6zés jellemzd tiineteihez tartozik a kellemetlen labszag,
majd egyre érzékenyebbé valo érintett teriilet, amelyen késobb ég6
és viszketd érzés tapasztalhatdo, majd akar folytonos fajdalom is
megjelenhet (Law ¢és mtsai, 2019). Kezelésére jelenleg
antibiotikumokat hasznélnak, amelyek koziil a két leggyakoribb szer
az erythromycin és a clindamycin. A sikeres terapiat kovetden
gyakran el6fordul, hogy a fertézés nem sokkal a kezelést kdvetden
kiajul (Kaptanoglu et al., 2012). Egyes esetekben a sikertelen terapia
oka a fenti szerek ellen megjelend rezisztencia (Leung és Barankin,
2015) vagy éppen a gyors visszafertdzodés.

Munkdmhoz a vizsgdlandd mintat egy 43 ¢&ves férfi esete
szolgaltatta, akinek mindkét talpan jelen voltak a fertdzésre
tipikusan jellemzd godrocskék (pits) és azok Osszeolvadasabol
keletkezett krateres formaciok. A fert6zés tovabbi tipikus jeleként
jelenlevd kellemetlen szag mellett, a paciens irritald, égoé érzésrdl és
viszketésrdl is beszdmolt. A tlinetek a nyari meleg idészakban
jelentek meg. Azt is lehet tudni, hogy a péciens zart cipdt viselt
hosszabb idon 4t. A rendelkezésre all6 irodalmi adatokbol a fert6zés
etiologiai agenseirdl ismereteink ugyan limitaltak, de épp ezen
munka sordn lehetdségiink volt izolalni egy hazai esetbdl egy, ez
eddig a PK-val 0sszefiiggésbe nem hozott baktériumfajt, amelynek
vizsgalatara munkank is jelentés mértékben koncentralt. Mivel a
fertdzés lokalizacioja idedlis lehet alternativ antimikrobds, pl.
illoolaj alapt kezelések megvalositdsara, a jelen munka keretében
célul tiztik ki ezen lehetdség korbejarasat, melynek didaktikus
céljai voltak, hogy:



e azonositsuk az ¢érintett talpi  terliletekr6l  szdrmazd
baktériumfajokat és meghatdrozzuk az etiologiai agens(eke)t,

e megvizsgaljuk az antibakteridlis tulajdonsagi ill6olajok
hatékonysagat, oly modon, hogy teszteljiik az érintett gddrokbol
kitenyésztett, korokozd dagensnek valdsziniisitheté baktérium
izolatumon (Bacillus thuringiensis), illetve a pitted keratolizis
kivaltasaért felelds torzsgylijteményi baktériumfajokon,

e alaposabban megvizsgaljuk az egyik leghatékonyabb
antibakteridlis tulajdonsaggal rendelkezd, ¢és emellett a B.
thuringiensis sporaképzését is gatld illdolaj, az indiai citromfii olaj
antimikrobas hatasat,

e azonositsuk az indiai citromfii B. thuringiensis elleni aktiv
komponenseit,

e meghatarozzuk az indiai citromfii eltérd kendcs alapokban és
eltérd koncentracioban kevert in vitro hatékonysagat a pitted
keratolizis aetiologiai dgensein,

e borpenetracios modellben meghatarozzuk az egyes komponensek
eltérd kendcsalapokbol torténd kioldodasi hatékonysagat.

e teljes transzkriptomi analizissel (WTA) megvizsgaljuk az indiai
citromfii ~ illoolaj hatasara ~ bekovetkezd  génexpresszios
mintazatvaltozasat B. thuringiensis esetében és Osszehasonlitsuk
azokat az eritromycin jelenlétében bekdvetkezd valtozasokkal.

2. FEJEZET: Pitted keratolizis esetb6l izolalt baktériumok
jellemzése klasszikus mikrobiologiai modszerekkel

1. Anyagok és mddszerek
1.1. Felhasznalt baktériumok, azonositasuk

A munkam sordn egy 43 éves egészséges férfi talpanak pitted
keratolizis 1¢zi16ibol izolaltunk baktériumokat. A fert6zott talp UV
lampa vizsgalataval kizartuk az erythrasma lehetdségét. Lenyomatot
¢és kaparékot vettlink és ezen mintdkat Luria Bertani (LB), brain
heart infusion  (BHI), véres, anaerob véres (hemin és KI
vitamintartalom), és Sabouraud agarra oltottuk, majd egy részét 24
oran keresztiil aerob ¢és emelt (5%) CO2 jelenlétében inkubélva
novesztettilk, mig az anaerob véres agarokat anaerob koriilmények
kozott inkubaltuk 48 oOran keresztil. A taptalajokat magunk
készitettiik és a rajtuk végzett baktérium novesztéseket 37 °C-on
termosztatban hajtottuk végre. Az anaerob lemezeket 14 nap
elteltével, mig a Sabouraud lemezeket 7 nap inkubaciot kovetden
értekeltiik.

Ezutan kovetkezett a baktériumok identifikdcidja melynek sordn az
felvettiink, majd MALDI-TOF MS segitségével identifikaltunk (De
Carolis ¢€s mtsai, 2014). Lévén, egy esetben nem hozott eredményt a
MALDI TOF alapu identifikéalés, ezért 16S rRNS szekvencia alapu
meghatarozashoz folyamodtunk. E célbdl univerzalis prokariota 16S
rRNS primereket (Unil6S27 F: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG,
Unil6S1492 R:  GGTTACCTTGTTACGACTT) hasznaltunk
(Tabei és Ueno, 2010). Az 1465 bp hossza terméket felamplifikaltuk
proofreading Pfu PCR enzim kittel (Thermo Scientific, F-531),
majd ligaltuk a pJET1.2/blunt vector (Thermo Scientific, K1231)



segitségével. A beillesztett fragment szekvenald primerekkel torténd
megszekvenaldsa utdn a hidnyzo6 rész a Macr 16S 2 (5’
GGCTAACTACGTGCCAGCAG) primer  segitségével  lett
athidalva. Minden szekvenalas az ABI310 rendszerrel tortént az ABI
Big Dye Sequencing Protocol alapjan, BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing kit-et hasznalva (Thermo Fisher Scientific). A
nyert szekvencidk Osszeillesztéséhez a CLC Sequence Viewer 7.6
verzigjat hasznaltuk, majd blasztoltuk az NCBI oldalan
(www.ncbi.nlm.nih.gov).

Az izolalt torzseket torzsgylijteményiinkbe lefagyasztottuk.
1.2. Tenyésztési kondiciok

A napi kisérletekhez vizsgalt baktériumok koziil Miiller-Hinton
(MH) taptalajra oltottuk ki a B. thuringiensis, S. simulans, S.
haemolyticus, Macrococcus sp. fajokat, mig a S. parasanguinis és S.
mitis fajokat véres agaron inkubaltuk CO2 termosztitban. Az
inkubaciok 37 °C-on torténtek 24 6ran keresztiil, majd ezt kdvetéen
a Streptococcusok kivételével MH tapfolyadékban novesztettiik fel
a baktériumokat 37 °C-on 24 oran at. A két Streptococcus faj
esetében a kisérletes munka napjan a friss véres agarrol felvett
baktériumbdl PBS-ben készitettiink szuszpenziot, 1évén ezen fajokat
nem sikeriilt folyékony tdpkozegben ndveszteniink.

1.3. Enzimatikus tesztek

Az izolalt baktériumok koroktani jelentdségének megallapitdsahoz
enzimatikus aktivitdsukat vizsgaltuk. Ehhez kazein-, zselatin-, lipid-
és lecitinbont6 képességiiket figyeltiik meg.

Az extracellularis proteaz termelést modositott tej agaron teszteltiik
(2 % w/v pepton, 0,6 % w/v NaCl és 2 % w/v agar) (Chu, 2007).

Készitéskor az  agar  koncentraciora  kiszamitott  teljes
folyadékmennyiség felét adtuk a taptalaj komponensekhez desztillalt
viz forméjaban, majd autoklavozast kovetden keriilt bele az elozbleg
felmelegitett (42 °C) 1,5 %-os tej a vizzel megegyezd
mennyiségben. Az izolatumokat leoltottuk a megszilardult taptalajra
¢s proteaz-aktivitasukat a beoltast kovetd 1-2 napos inkubaciot
kovetden lehetett leolvasni a pozitiv izoldtumok koriil megjelent
feltisztulasi zondk megfigyelésével.

Az izolatumok lipaz-aktivitdsat Tween 80 agaron vizsgaltuk. Az
autoklavozott alapoldatot (10 g pepton, 5 g NaCl, 0,1 g CaCl2 és 15
g agar 1 liter desztillalt viz) ~65 °C-ra lehiitottiik, majd hozzdadtunk
5 ml Tween 80 oldatot (Slifkin, 2000). A megszilardult taptalajra
leoltottuk a

vizsgalt baktériumokat, majd 1-2 nap inkubaciot kdvetden értékeltiik
azokat a pozitiv telepek koriil az agarban kialakult pontszerii
precipitatumok mértéke alapjan.

Lecitinaz-aktivitast tojassargdja felhasznaldsaval késziilt agaron
teszteltilk. A megmosott, 70 %-os alkohollal fertdtlenitett tojasokat
feltortiik, majd a tojassargakat egy steril edényben elvalasztottuk és
40 % v/v-ra higitottuk steril desztillalt vizzel. Ebbdl 10 ml
mennyiséget kevertlink az elézdleg elkészitett, autoklavozott, ~55
°C-ra hiilt BHI agar 90 ml-¢hez. A megszilardult taptalajokat
beoltast kovetden 3 napig inkubdltuk 28 ©°C-on. A zsirsavak
keletkezését jelzd turbid zondk megjelenése jelzi az enzimteszt
pozitivitasat (Jonit és mtsai, 2016).

Zselatin hidrolizishez széntartalmt zselatin hasabokat hasznaltunk
(Lanyi, 1980). A steril hasabokat a baktériumok tapoldatos
szuszpenzidjdhoz adtuk, majd nyugalmi helyzetben 3  napig



inkubaltuk 30 ©°C-on. A zselatinkockdk integritdsdt naponta
ellendriztiik. A zselatindz termelését a szénpartikulumok csé aljara
torténd leiilepedése jelezte (Kohn, 1953).

2. Eredmények

2.1. Enzimatikus tesztek

B. thuringiensis er0s proteaz aktivitasanak detektalasa tejagaron. Jol
megfigyelhetd a baktérium szerpentin jellegli szélesztés menti halo jelenség
megléte, mely a kiemésztett tejfehérjére és ezzel a tesztelt faj fehérjebontd enzim
szekrécios képességére utal.

3. FEJEZET: Ill6olaj alapu antibakterialis tesztek
1. Anyagok és modszerek
1.1. Baktérium izolatumok ¢és tenyésztési koriilmények

A B. thuringiensis baktériumot a 43 éves férfi talpan talalhato
1ézi0kbol izolaltuk (Schneider és Schweitzer, 2021) mig a
Kytococcus sedentarius-t (DSM 20547) ¢és a Dermatophilus
congolensis-t (DSM 44180) a Német Nemzeti Torzs gylijteménybdl
(DSMZ) szereztik  be (Leibniz Kutatointézet, Braunschweig,
Németorszag). A munkdm sordn az 0Osszes baktériumot aerob
koriilmények kozott tenyésztettiik. A B. thuringiensis baktérium (37
°C) nodvesztésére tripton szoja taptalajt (TSA) (Oxoid, New York,
NY, USA), mig a D. congolensis (37 °C) és K. sedentarius (30 °C)
tenyésztésére véres agart hasznaltunk. A minimalis gatlo-és
baktericid koncentraciok meghatarozdsakor mindharom fajnal
tripton szoja tapfolyadékkal (TSB) (Oxoid, New York, NY, USA)
dolgoztunk.

1.2. Felhasznalt ill6olajok

Tizenkét 1illoolaj (rozmaring (Rosmarinus officinalis), indiai
citromfli  (Cymbopogon citratus), szegfliszeg  (Eugenia

caryophyllata), = muskotdlyzsdlya  (Salvia  sclarea),  fah¢j
(Cinnamomum  zeylanicum), citronella (Cymbopogon nardus),

eukaliptusz (Eucalyptus globulus), édeskomény  (Foeniculum
vulgare), fodormenta (Mentha spicata), borsmenta (Mentha piperita),
citromfii (Citrus limon), és kakukkfii (Thymus wvulgaris))
antibakterialis hatasat teszteltik a 3  baktériumfajjal szemben.
Kisérleteinkhez az AROMAX (Aromax Kft, Magyarorszag)



illoolajait hasznaltuk, melyek tisztasdgat a vizsgalatokat megel6zden
gazkromatografiaval ellendriztiik.

1.3. Antibakterialis teszt-kicseppentéses modszer

A fenti illéolajok antimikrobidlis hatdsat agar lemezeken végeztiik
kicseppentéses (drop plate) modszert alkalmazva. A kisérlet
megkezdése elétt a baktériumok csiraszdmait optikai denzitasuk
alapjan szinkronizaltuk. Ennek soran 600 nm-en 0,2-re (~108
CFU/ml) allitottuk be Oket elézetesen PBS-ben szuszpendalva. B.
thuringiensis szuszpenziobol 100 ul-t TSA-ra, mig K. sedentarius
€s D. congolensis esetében 100-100 pl-t véres agarra szélesztettiink.
Szaradas  utan, mindegyik illoolajbdl 5 pl-t cseppentettiink a
taptalajok felszinén 1évd baktérium gyepekre. A B. thuringiensis-t
tartalmazd TSA-, illetve a D. congolensis-t tartalmazo véres
agarokat 37 °C-on, mig a K. sedentarius-t tartalmazo taptalajokat 30
°C-on inkubaltuk 24 o6ran keresztil. Masnap a gatlasi zonak
atméroit lemértiik €s mm-ben kifejeztiik.

Ugyanigy jartunk el a citrdl ¢és a-terpineol gatlasi zondinak
meghatarozasanal is. Kontrollként minden esetben erythromycin €s
clindamycin antibiotikumokat hasznaltunk.

1.4. Minimalis gatldo koncentraci6 (MIC) és minimalis baktericid
koncentraci6 (MBC) meghatarozasa

A minimalis gatlo koncentracié az a legkisebb koncentracio, amely
még hatdsosan gatolja a baktériumok novekedését. A minimalis
baktericid koncentracié pedig azon legkisebb koncentracio, amely a
kérokozok 99,9 %-at elpusztitja (Moreira és mtsai, 2005). A MIC és
MBC értékek meghatarozasat az tigynevezett makrodilucios teszt
segitségével végeztik. A

kiilonbozé  izolatumokat felndvesztettiik, optikai denzitasukat
szinkronizaltuk (OD600=0,2) (CLSI, 1999). 5-5 ml TSB médium
felhasznalasaval  higitasi sort készitettiink: ezen médium
térfogatokhoz 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64 ul illdolajat adtunk, igy a
0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6; 3,2; 6,4 és 12,8 mg/ml-es koncentracidkat
kaptunk. A baktérium szuszpenziokbol 5-5 ul-t mértiink az egyes
csovekbe. A kontroll csovek vagy nem tartalmaztak baktériumot
(ill6olaj-tisztasdg  vizsgalat) vagy baktériumot és illdolajat sem
(médium kontroll).

Az inkubacid 37 °C-on tortént, a K. sedentarius kivételével (30 °C),
majd a gatld koncentracidkat vizualisan masnap (B. thuringiensis),
illetve 3 nap mulva (D. congolensis ¢s K. sedentarius) hataroztuk
meg. Az MBC-k meghatarozasahoz alapos vortexelést kovetden 10
ul mennyiségeket cseppentettink TSA ¢és véres taptalajra azon
csovekbol, melyekben nem volt szabad szemmel lathat6 bakterialis
novekedés. A cseppeket parhuzamosan elfolyattuk a téptalajok
felszinén, majd éjszakén 4t inkubaltuk dket és masnap értékeltiik.

Ugyanezzel a mddszerrel hatdroztuk meg a citral és a-terpineol MIC
¢s MBC értékeit is 12,8 mg/ml-0,1 mg/ml-es higitasi sort
alkalmazva.  Kontrollként  erythromycin és  clindamycin
antibiotikumokat hasznaltunk.

1.5. Spora képzés-gatlas teszt

Az illdolajok sporulacié gatlasdnak vizsgalatahoz B. thuringiensis
overnight kultargjat hasznaltuk. Ebbdl 1000x-es higitast
készitettiink, majd hagytuk néni 37 °C-on 3 6ran keresztiil, hogy
eldsegitsiik az esetlegesen jelenlevd spordkbol torténd vegetativ



formava alakulést. Az igy nyert kultirabol meghataroztuk a CFU-t,
majd 5 pl szuszpenziot adtunk a teszt csovekhez, melyekbe el6zdleg
5 ml TSB tapoldatot mértiink ki, illetve az indiai citromfii illdolaj
adott koncentracioit: 0,5; 1; 2; 3; 4; 8; 16; 32; 64; 128 és 256 nl
(végkoncentraciok: 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,6; 3,2; 6,4; 12,5; 25 és
50 mg/ml). 37 °C-on torténd 24 6ras inkubaciot kovetden, 1-1 ml
eket atpipettaztunk 25 ml TSB-t tartalmaz6é lombikokba azon
csovekbdl, melyekben szabad szemmel nézve nem volt ndvekedés.
37 °C-on torténd 48 Oras inkubécié utdn 10 pl-es mennyiségeket
cseppentettiink ki TSA taptalajokra az €16 baktériumok detektalasa
végett. A kolonidk hianya azt jelezte, hogy az eredeti Sml-es
térfogatokban sporulacid nem tortént és igy a baktérium talélését
sikerlilt meggatolni. Kisérletiinket 3-szor ismételtiik meg.

2. Eedmények

2.1. Antibakterialis teszt-kicseppentéses modszer

A pitted keratolizis fert6zés lehetséges etiologiai agenseinek érzékenysége a 12 db
vizsgélt illoolajjal szemben. Az értékek az illdolaj gatlasi zonainak atmérdit
jelzik mm-ben megadva. Clindamycin és erythromycin voltak a pozitiv
kontrollok (alkalmazott koncentraciok: 2 mg/ml).

2.2. Minimalis gatlo koncentracio (MIC) és minimadlis baktericid
koncentraci6 (MBC) meghatarozasa

Az 1illoolajok antibakteridlis hatasat folyékony tapkdzegben is
teszteltik a minimdlis gatld6 ¢és  baktericid koncentraciok
meghatarozasa végett. A makrodilicios tesztekben az 6sszes illoolaj
mutatott baktericid hatést kiilonb6z6 koncentraciokban mindhdrom
baktériumfajjal szemben.

2.3. Sporaképzés-gatlas teszt

Nem volt detektalhatoé bakterialis novekedés 24 oras inkubacio utan,
amikor az indiai citromfli ill6olaj koncentracidja 0,2 mg/ml (MIC
értek) felett volt B. thuringiensis esetében. Miutan 1 ml
mennyiségeket vittiink 4t az optikailag tiszta csdovekbdl a 25 ml
tapfolyadékot tartalmazod lombikokba, tovabbi inkubdciot (24 ora,
37 °C), majd konfirmal6 kicseppentést kdvetden azt kaptuk, hogy
nem volt ¢l6 baktérium sejt az indiai citromfl illéolaj 12,8 mg/ml
feletti koncentracioinak alkalmazisa esetén. Minden mas esetben,
nem volt tapasztalhat6 gatlo hatds, azaz a tapoldatok turbidda valtak
a 24 oras inkubaciot kovetden.



4. FEJEZET: Az indiai citromfii illéolaj o0sszetétele,
antibakterialis hatasanak vizsgalata elvalasztason alapulé
modszerekkel

1. Anyagok és modszerek

1.2. Vékonyréteg kromatografia-direkt bioautografia ((Thin Layer
Chromatography Direct Bioautography (TLC-DB))

Az indiai citromfli illoolajanak teljes Osszetételét és specifikus
antibakterialis komponenseit 2 eldre elokészitett (100 °C, 30 perc) 5
x 10 cm 60 F254 TLC lemezen (Merck, Darmstadt, Németorszag)
vizualizaltuk a korabban leirtak szerint (Kovacs és mitsai, 2018),
kevés modositassal. 0,2 pl-es mennyiségeket cseppentettiink a
lemezek aljan 1év6 vizszintes vékony vonalra; oldészer kontrollként
etanolt hasznaltunk. Citralt (20 mg/ml; Sigma Technology Hungary,
Budapest, Magyarorszdg) ¢€s oa-terpineolt (100 mg/ml; Sigma
Technology Hungary) hasznaltunk ismert futdsi paramétereik miatt.
A TLC lemezek kifejlesztése toluén-etil acetat 97:3 aranyu elegyét
tartalmazo kettds fali kamraban (CAMAG, Muttenz, Svijc).

D. congolensis esetében 1 Oran keresztil, mig a masik két
baktériumnal 10 madasodpercig inkubaltuk a lemezeket 50 ml
baktérium szuszpenzioban (TSB) (3 x 108 CFU/ml). Ezutin a
lemezeket parakamraban inkubaltuk (B. thuringiensis-nél 37 °C-on 2
oraig, D. congolensis-nél 37 °C-on 6 oraig, K. sedentarius-nal 30
°C-on 6 oOraig). Masnap a lemezeket bemeritettik MTT vizes

oldataba (0,05 g/90 ml) 10 méasodpercen keresztiil, majd a megfeleld
koriilmények kozott parakamrakban inkubaltuk dket a fehér foltok
megjelenéséig. Az elvalasztott komponensek antibakteridlis
aktivitasat a fehér foltok kékes hattérrel szembeni megjelenése jelzi
(Kovacs és mtsai, 2018).

Az indiai citromfii illdolaj elvalasztott komponenseinek lathatova
tételéhez a masik (MTT-vel nem kezelt) lemezeket bemeritettiik
etanolos vanillin-szulfursav reagensbe, majd 90 °C-on 5 percig
futottik. Az elvalasztott komponenseket az Rf értékek szerint
jellemeztiik, két ismert standard (citral, a-terpineol) és a Kovats
index alapjan. Rf érték definicidja: az adott komponens altal megtett
tavolsadg osztva az oldoszer front altal megtett tavolsaggal. Adott
rendszerre ismert hdmérsékleten ez a komponens jellemzdje és segit
a komponensek azonositdsaban (Daintith, 2008). A Kovats retencios
index olyan fogalom, mely a retencios 1ddt (adott komponens GC
oszlopon eltoltott ideje) (Anjum és mtsai, 2023) atalakitja egy sokkal
megbizhatobb és megismételhetd rendszerré (Idroes és mtsai, 2019).

1.2. Citrdl ¢és a-terpineol antibakteridlis hatasanak kimutatdsa -
kicseppentéses modszer

1.3. Antibakterialis komponensek kimutatisa bioautografiaval

Az 1.2. fejezetben leirt modszert alkalmaztuk az antibakteridlis
komponensek kimutatdsara is a harom vizsgalt baktériumfaj esetén.



2. Eredmények

2.1. Vékonyréteg kromatografia-direkt bioautografia ((Thin Layer
Chromatography Direct Bioautography (TLC-DB))

citrdl (R =0.47)

- kivagott spot

Indiai citromfii illdolaj antibakterialis aktivitasi komponensei B. thuringiensis
esetén. A lemezre felvitt illokony teszt-anyagok felvitelének sorrendje és
mennyisége a kovetkezd volt: 1-indiai citromfl illdolaj (0,2 mg); 2-citral (0,02
mg); 3-citral (0,04 mg); 4-citral (0,08 mg).

2.2. Citral és a-terpineol antibakteridlis hatasanak kimutatdsa -
kicseppentéses modszer

Szignifikans kiilonbséget figyeltink meg a citrdl és a-terpineol
antibakterialis aktivitasdban, mikor a kicseppentéses moddszert
alkalmaztuk. A citrdl esetében nagyobb gatldsi zénat mértiink
mindharom baktériumfajnal, Osszehasonlitva az a-terpineollal. A
kiilonbség legkifejezettebben a D. congolensis és B. thuringiensis
esetében mutatkozott €s minimalis volt K. sedentarius baktériumnal.



2.3. Antibakterialis komponensek kimutatasa bioautografiaval

— citral (Rf=0.47)

u-terpineol (Rf=0.36)

Indiai citromfii illdolaj antibakteridlis komponensei TLC-DB utan. (A) Lemez UV 254 nm
megyvilagitas alatt, (B) TLC lemez vanilin-szulfursav kezelést kovetden lathato fényben nézve, (C)
TLC-DB kisérlet: B. thuringiensis bioautogramja, (D) TLC-DB kisérlet: K. sedentarius bioautogramja
(a vilagos zondk jelentik az antibakteridlis hatast). Mobil fazis: diklormetan és toluén-etil acetat 93:7
v/v. A komponensek alkalmazott térfogatai a kovetkezék voltak: indiai citromfi illéolaj-6 pl, citral 4.5
és 6 pul, a-terpineol-1.5 pl. A torzsoldatok koncentracioi a kovetkezok voltak: indiai citromfii illoolaj-
200 mg/ml, citral-20 mg/ml, a-terpineol-100 mg/ml. Az illékony teszt-anyagok felviteli sorrendje és
mennyisége a kovetkezd volt: 1-indiai citromfii illoolaj (1.2 mg); 2-citral (0.09 mg); 3- citral (0.12 mg);
4-a-terpineol (0.15 mg).
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—— citral (Rf=0.47)

- a-terpineol (Rf=0.36)

Indiai citromfii illoolaj antibakterialis komponensei TLC-DB utan. (A) lemez UV 254 nm alatt, (B)
lemez vanilin-szulfursav kezelést kovetéen lathaté fényben nézve, (C) TLC-DB kisérlet: D.
congolensis bioautogramja (vilagos zénak jelentik az antibakterialis hatast). Mobil fazis: diklérmetan
és toluén-etil acetat 93:7 v/v. Az alkalmazott térfogatok a kovetkezok voltak: indiai citromfii ill6olaj:1
ul, citral: 4.5 és 6 pl, o-terpineol: 4.5 pl. Az indiai citromfi illdolajat higitas nélkiil vittiik fel, illetve a
citral és o-terpineol esetében a tdrzsoldatok koncentracidja 100 mg/ml volt. Az illékony teszt-anyagok

felviteli sorrendje és mennyisége a kovetkez6 volt: 1-indiai citromfii illoolaj (higitatlan); 2-citral (0.45
mg); 3-citral (0.6 mg); 4-a-terpineol (0.45 mg).

5. FEJEZET: Indiai citromfi illoolajat tartalmazé Kkiilonbozo
kendcsalapok in vitro tesztelése, kioldodasi vizsgalatok

1. Anyagok és modszerek

1.1. Felhasznalt kendcsalapok
e Cremor aquosus

e Hydrogel ,,95%”

e Lipogel

e Vaselinum

Ezen gydgyszertari alapkrémekbe 1, 3 és 5%-ban belekevertiik az
indiai citromfii ill6olajat, majd in vitro teszteléshez hasznaltuk 6ket.

1.2. Antibakterialis tesztek menete

B. thuringiensis kezdeti logaritmikus tenyészetét hasznaltuk
kisérletiinkh6z: a baktériumszuszpenziobol ~ 50-50  pl-t
cseppentettink LB agar felszinére, majd megvartuk, mig
megszaradnak a cseppek. Ezutan steril oltokacs segitségével
felvittiik a baktérium felcseppentések felszinére az illdolaj tartalmu
kendcsoket, illetve kendcs kontrollokat (illdolaj mentesek). Egy
oras inkubacio utdn 3 x 3 mm-es kockakat vagtunk ki a kendcsot
tartalmazo agarbol steril szike segitségével, majd a mintadkat 300 pl
PBS-be tettiik. Alapos vortexelést kovetéen a teljes 300 pl
mennyiségeket kiontottiik taptalaj felszinére, majd steril tivegbottal
elszélesztettilk Oket. Végiil a Petri-csészéket betettiik inkubalni 37
°C-ra és masnap leolvastuk



az eredményeket. Novekedés esetén megszamoltuk a telepeket €s
kiértékeltiik a kapott eredményeket. Ezen in vitro kisérletet tovabbi
10 Bacillus izolatummal is elvégeztiik.

1.3 Kioldodasi kisérletek menete

Az eltérd kendcsanyagokba emulgealt indiai citromfli bérben torténd

10j4 vizsgalatdhoz egy atfoly6s rendszeri modell
rendszert hasznaltunk. Ennek soran a bort egy szintetikus membran
volt hivatva reprezentdlni, melyen keresztiil a kendcsbdl egy
keringetd rendszer segitségével kimostuk a kendcs altal tartalmazott
¢s kioldhaté komponenseket és ezen folyadékbol 30, 60, 90, 120 és
300 perc elteltével mintat vettiink. A mintdkat 6sszegytijtottiik és a
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mennyiségi analizisnek vetettiik ala.

A kioldodési kisérletekhez a PAMPA permeabilitds mérések
kivitelezése, hagyomanyos STIRWELLTM PAMPA szendvicseket
(Pion Inc.) hasznaltunk. Az adott szodvetspecifikus membrant
kozvetleniil a mérések eldtt alakitottuk ki a felsd, akceptor lemez
filterein. Eme bér PAMPA (Skin PAMPA) esetén kereskedelmi
forgalomban kaphaté lemezeket haszndltunk, amin mar ki volt
alakitva a bor stratum corneumara jellemzd lipidmatrix. A mérések
elétt a Skin PAMPA membranjat hidrataltuk egy éjszakan keresztiil
az erre a célra hasznalatos hidratalé oldattal (Hydration Solution,
Pion Inc.), és csak megfeleld hidratalt allapot esetén hasznaltuk a
szendvicset. A hidrataltsagrol a celldk filtereinek vizualis
vizsgalataval lehet meggy6zddni. Mérésre alkalmas a membran, ha
fény fel¢ forditva annak feliilete vilagos, ezzel szemben a nem
kelloképpen hidratalt membran sotét arnyalati. A permeabilitast a

PAMPA kisérleteket tekintve hagyomanyos elrendezésben
vizsgaltuk, azaz a felsé lemez volt az akceptor fazis, mig a donor
fazist az als6 lemez alkotta. Az eltérd Osszetételi kendcsoket
dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk olyan koncentraciot
alkalmazva, melyet az oldhatosdguk és az UV spektrofotometrias
tulajdonsaguk lehetdve tett (5-20 mM). 180 pl eltéré pH-ju, 1 v/iv%
DMSO torzsoldatot tartalmazd Britton-Robinson puffer oldatot
mértiink a PAMPA szendvicsek also lemezének celldiba. Emellett a
cellak egy-egy magneses kever6t is tartalmaztak. A felsd, akceptor
lemez cellaiba 200 pl pH 7,4 Britton-Robinson puffert pipettaztunk.
Az oldatok pérolgasat megakadalyozando, nedves szlirOpapirral és
egy, a PAMPA lemezekre illeszkedd miianyag fedéllel fedtiik le az
Osszedllitott rendszert. A kialakitott szendvicset magneses keverdre
(Gut-BoxTM, Pion Inc.) helyeztiik, és a kevertetés intenzitasat ugy
allitottuk be, hogy a NKVR hozzavetdlegesen 40 pm vastagsagu
legyen. A mérések teljes idétartama 5 6ra volt.

1.4. SPME-GC-MS analizis

Az illoolaj és a kendcs mintak vizsgalata SPME-GC-MS modszerrel
tortént.

SPME-GC-MS: szilard fazist mikroextrakcidos mintavétel utan
gazkromatografias és tomegspektrometrids modszer.

10 ul illéolajat vagy 1 ml mintat vizsgaltunk 20 ml-es,
szilikon/PTFE szeptummal lezart headspace (HS) iivegben. A minta
statikus  gOztéranalizise szilardfadzisi mikroextrakcioval — (sHS-
SPME) tortént, CTC Combi PAL (CTC Analytics AG, Zwingen,
Switzerland) tipusu automata mintavevd alkalmazasaval. A minta 5



perces 100°C-on végzett inkubaldsa utdn a 65 pm filmvastagsagi
StableFlex divinilbenzol/carboxen/polidimetilsziloxan
(DVB/CAR/PDMS) SPME szalat (Supelco, Bellefonte, PA, USA) a
minta gézterébe juttattuk, az extrakciot 20 percig végeztik 100°C-
on, majd a gazkromatograf injektoraba vittiik, ahol a deszorbcid
250°C-on tortént, 1 percig. Az illdolaj esetében az injektalas split
modban tortént  (1:90 split ardnnyal), a kendcsok ¢és a tobbi
folyékony minta esetében splitless modban. Végiil a szalat nagy
tisztasagl nitrogén gazban 250°C-on 15 percig tisztitottuk ¢és
kondicionaltuk.

Az analizist Agilent 6890N/5973N GC-MSD (Santa Clara, CA,
USA) késziilékkel, Supelco SLB-5MS kapillaris kolonnan (30 m x
250 pm x 0,25 pm) végeztiik. A kolonna hdmérséklete egy 3 perces
izoterm szakasz utdan 60-250 °C-ra emelkedett 8 °C/perc
sebességgel, a végsd homérsékletet 1 percig tartottuk. A vivogaz
nagy tisztasagu, 6,0 hélium, az dramlasi sebesség 1,0 ml/perc (37
cm/s) volt, constant flow moddban. A detektalds quadrupole
tomegszelektiv ~ detektorral elektronionizaciés moédban (70 eV),
teljes scan modban (41-500 amu, 3,2 scan/s) tortént. Az adatokat
MSD ChemStation D.02.00.275 software (Agilent) segitségével
értékeltiik  ki. A kvantitativ azonositds soran a komponensek
retencids idejét és tomegspektrumait standardok és a NIST 2.0
konyvtar adataival hasonlitottuk Ossze, a szazalékos értékelést
teriiletnormalizacidval végeztiik.

2. Eredmények
2.1. Antibakterialis tesztek

Indiai citromfGilldolajat tartalmazdin vitro kenécsalapok tesztelése paciensiink talpardl szarmazo
B. thuringiensis baktériumon
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2.2. Kendcs kioldodasi vizsgalatok

végeztik.

A 2. mintdban (Hydrogel) volt csak jelen a p-Cymen—8-ol nevii
komponens. A nerdl komponens a lipogel és vaselinum mintdkban
nagyobb mennyiségben taldlhatd meg, a vaselinum mintdban 18,6
m/m% a mért mennyisége. A nerdl a hydrogel minta kivételével
mindegyik mintaban eléfordult. A geranialrol is elmondhatd, hogy a
3. és 4. mintdban jelentds mennyiségen fordul elé (lipogel 19,9 és
vaselinum 40,1 m/m%) ¢és hidnyzik a hydrogel mintdbol. A



vaselinum mintdban a geraniol, a hydrogel mintdban a geranil acetat
ésay

kadinén volt jelen a legnagyobb aranyban. A y-kadinén nem volt
detektalhat6 a lipogel és vaselinum mintdkban.

2.3. A borpenetracidés modell eredményei

Az adatok alapjan latszik, hogy a legtobb illdolaj eredetli komponens
a Hydrogel 95% + 1% mintaibol volt mérhetd.

A p-cymen-8-ol megjelenése a limonén vagy a citral (geranial +
neral) bomlasa miatt lehetséges. A limonén bomlasabol limonén-
oxidok keletkezhetnek, illetve a-terpineol. A linalool bomlasabdl o-
terpineol, geraniol és nerol keletkezhet. Geraniol bomlasabol
keletkezhet linalool, a-terpineol, nerol (He és mtsai, 2018)

Mindegyik mintdban megjelent egy komponens 16,5 percnél, de
ennek az azonositasa nem sikertilt.

6. FEJEZET: Génexpresszios vizsgalatok
1. Anyagok és modszerek
1.1. RNS izolalas

B. thuringiensis overnight kulturdjabol logos fazist inditottunk.
Megfelel6 csiraszam elérését (OD600=0.2) kdvetden mintat vettliink
a 0. idépontban RNS izolaldshoz, melynek meghataroztuk kezdeti
CFU értékét. Ezutan egy lombikba 15 pl indiai citromfiivet mértiink;
egy masikba 300 pl eritromycin (30 mg/ml) keriilt. Ezen kiviil volt
még egy, csak baktériumot tartalmazo lombik (kontroll). Hét perces,
illetve 15 perces inkubacidt kovetden 20-20 ml mintat vettiink a
lombikokbol és minden idépontban meghataroztuk a csiraszamot,
illetve elinditottuk az RNS izolalast. A megadott iddpillanatban vett
mintakat lefugaltuk (4 perc, 8000 rpm) és mostuk 1-1 ml
RNAprotect® Bacteria Reagent oldattal (Qiagen). Alapos vortexelés
utan legalabb 5 percig hagytuk mindegyik csovet inkubdlni.
Centrifugalast kovetéen az RNAprotect oldatot tartalmazo feliiliszot
pipettaval ovatosan leszivtuk. Ezutan 200 pl lizozim oldatot (20 mM
Tris-HCl, 2 mM EDTA, 1.2% Triton X-100, 20 mg/ml lizozim)
adtunk a csovekhez, majd alapos vortexelést kovetéen 30 percig
szobahOn inkubaltuk o6ket. A csovek tartalmat minden 10 percben
ismét Osszevortexeltiik. Proteinaz K oldatbol (20 mg/ml) 20 pl-t
adtunk mindegyik cséhoz, majd 10 percig szobahdn inkubaltuk 6ket.



Az inkubdciés id0 lejarta utdn 700 ul RLT puffert (Qiagen)
pipettaztunk a csovekhez, melyhez 7 pl B-merkaptoetanolt is adtunk.
Centrifugalast kovetden 500 pl feliiluszohoz 500 pl jéghideg 96%-0s
etanolt adtunk, majd Ovatosan fel-le forgatva a csoveket,
Osszekevertiik tartalmukat. 700 pl mennyiségli mintdkat Qiagen
oszlopokra vittiink, majd rovid fugalasi 1épés utan (1 perc, 8000 xg)
mostuk a mintakat 500 pul RPE (Qiagen) oldattal (2x). A mosasi
Iépések utdn 8000 xg-n lefugaltuk a csoveket (15 sec). Végiil
csinaltunk egy leoldas eldtti mosofolyadék mentesitést (fuga: 1 perc,
8000 xg), majd 50 pl DEPC-el kezelt vizzel leoldottunk mintainkat
(inkubécid szobahon: 1 perc, majd fuga: 1 perc, 8000 xg).

2.Eredmények
2.1. Transzkriptomi analizis eredménye

A teljes transzkriptomi vizsgalatok megmutattdk, hogy a Bacillus
thuringiensis 5054 génjébol 2109 gént érintett az indiai citromfil
hatdsara létrejové kornyezeti tényezd valtozasa. Ebbdl 986 gén
atirasa leszabalyozodott, mig 1123 gén esetében ndvelt expressziot
tapasztaltunk. A nyert adatok szdmos késébbi, az indiai citromfii
antibakteridlis hatasat alaposabban elemzé vizsgalat alapjat
képezheti, de ezen munka keretében a nyert elézetes eredményeinket
csak két f6 funkciora korlatozzuk. Ebbdl kitlinik, hogy az altalanos
stressz gének fokozott expresszidja tapasztalhaté a 7-ik és a 15.
percben. A valasz a 15. perc esetében a 7. perchez képest sokszor
drasztikusan emelkedik (WP_000557321.1; WP_000448820.1;
WP_000522903.1). Emellett a sporulaciét befolydsold gének
leszabalyozddasa a kontrolhoz képest inkabb csak a 15 percben
nyilvanul meg. Ezek érintettsége nem azonos mértékii. Emellett a

szamos transzkripcids ¢és transzlacidés faktor transzkripcidja is
befolyasolt eltéré mértékben és eldjellel.

7. FEJEZET: Kovetkeztetések és tézisek

e A legkifejezettebb hatds az indiai citromfii, a fahéj és a
kakukkfii illoolaja esetében volt tapasztalhatd

e A komponensek koziil a neral 26,1% ¢és a geranidl 34,5%-at
alkotja az illolajnak. Ezek az illoolaj f6 komponensei.

e Az indiai citromfii antibakterialis hatasdnak kifejtésében a
citrdl mellett az a-terpineol is hozzajarulhat az
antibakterialis hatds kifejtésében, habar ezen utdbbi
komponens szazalékos aranya joval kisebb, mint magaé a
fokomponensé.

e Az antibakteridlis tesztek megmutattak, hogy a hydrogel alap
joval karakteresebb hatast képes kivaltani, mig ezzel
szemben a hidrofob kendcs alapokba (lipogel ¢és vaselinum)
kevert IC nem hatékony.

e [Ezt alatamasztandd a kovetkezd 1épésben hajtottuk végre a
boérpenetracios kisérletet, mely megmutatta, hogy az IC
komponensei joval nagyobb aranyban és rovidebbb id6 alatt
oldodtak ki a Hydrogél kendcs alapbol, mint a hidrofob
alapok esetében

e Ezen eredményeink jelentésége abban 4ll, hogy bizonyos
esetekben (pl.: borfelszini fertézések esetén) az antibiotikum
tartalmi  kendcsok kivalthatok 1illoolaj tartalmt terapids



szerekkel, csokkentve ezzel a kornyezetbe keriild
antibiotikumok mennyiségét és kismértékben ugyan, de
hozzéjarulva azon evolucidés nyomds csokkentéséhez, mely
az antibiotikum-rezisztencia terjedésének egyik hajtdereje.

A Bacillus thuringiensis 5054 génbdl all6 genomjanak 2109
gén transzkripciojat érintd stresszhelyzet fémjelzi, hogy az
indiai  citromfii  illéolajanak  kornyezeti megjelenése
megbolygatja a normalis transzkripciot. Ezt a helyzetet az
altalanos  stressz  gének transzkripciojanak drasztikus
felszabalyozodasa jellemzi, ami arra utal, hogy a baktérium
egy altalanos stressz valasszal probal reagalni, amely az id6
fliggvényében drasztikusan fokozodik is.



