Magyar fajtamézek antibakterialis aktivitasanak

valtozasa a tarolasi ido fuggvényében

Doktori (PhD) értekezés

Nagy-Radvanyi Lilla

Gyogyszertudomanyok Doktori Iskola
Doktori Iskola vezetdje: Prof. Dr. Pintér Erika

Programvezetd: Prof. Dr. Deli Jozsef

Témavezetd: Dr. Farkas Agnes

Tarstémavezetd: Dr. Kocsis Marianna

Pécsi Tudomanyegyetem

OGYDHT, Pécs

2024



TARTALOMJEGYZEK

ROVIDITESEK JEGYZEKE .......ccocoomiiviiiiiiiiniisiisssisssssssses s 4
1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK ........cccccooutimiiimniinnisiessiessisssesesnenns 6
2. TRODALMI ATTEKINTES.........coiiiiiiiimiiiieniissssssssessssesssessssessesns 8
2.1. A bakterialis 1éguti fertdzések JelentOSEZe .......oovvviriiiiiiiiiiiiiie e 8
2.2. A bakterialis biofilmek jellegzetessEgei.......ovvvriiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 10
2.2.1. Az érett biofilm kialakulasa.........oceeririiiiiinniiicc 11
2.2.2. A biofIImek fRIEPILESE .....vvvvviiiiiiiiii s 14
2.2.3. A biofilmek gatlasanak nehézsEEei .......ovrurururviriieeieierree e 17
2.3. A méz Altalanos JElIEMZESE ........cceevviiiiiiiiieiie e 20
2.3.1. A MEZ GSSZELELRIE ... 20
2.3.2. A méz érzékszervi és fizikai tulajdonsagai..........ccooevieiiiiiiieiiiiesc e
2.3.3. A méz antibakterialis hatdsa ..o 25
2.4. A kisérletekben szerepld 1éguti baktériumok jellemzése ...........coccvvrviriieniennnnne 29
2.4.1.PSeudomonas @EIUGINOSA ........ccveiirirriieiiseeeesesesese oo sesesesessssssssssssssss s s s ssssns 29
2.4.2.Haemophilus influenzae, H. parainfluenzag ... 31
2.4.3.StreptOCOCCUS PNEUMONIAE ......ovvieieieieieieiiieeeie ettt es 32
3. ANYAG ES MODSZER ........coooooiiiiiiiiiiinieiissesissssisessssessesssssesessesisesene 34
3.1. A kutatdsba bevont mEzmintak ..........ccccoiviiiiiiiiiiiii e 34
3.2. Melisszopalinoldgiai analizZis ..........c.ccvveiiiiiiiiiiii i 34
3.3. Fajtamézek fizikokémiai paramétereinek meghatdrozasa.............cccoovevvriviiiennnn, 35
3.4. Mikrobioldgiai vizsalatoK...........ccuvviiiiiiiiiiiii 35
3.4.1. A vizsgalt 16g0ti bakteriumok .........cccccevvivrinrirrriieceeecccceeccee s 35
3.4.2. Minimalis gatlo (MIC) és minimalis baktericid (MBC) koncentracio
MEZNATATOZASA ....vvvieiieeeiiieieteeee ettt ettt ettt ettt s e e s besenenes 36
3.4.3. A biofilmképzddés gatlasanak vizsgalata ..........cooeeiririeeininieieirieeeeeeas 36
3.4.4. A membrandegradacid tanulmanyozasa ..........cccevveveeeiereieieicicicicce s 37
3.4.5. Scanning elektronmikroszkopos (SEM) felvételek készitése .........coovvvrurrrnnnnnnn 38
3.4.6. Statisztikai €lemMZES........ccciiiririiiiiee e 38
4. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK .........ccocoutiimirinrinneisrinenenns 39
4.1. A mézmintak botanikai eredete...........oceriiiiiiiiiiiiiieie 39
4.2. A vizsgalt fajtamézek fizikokémiai tulajdonsagai..........cccevveveiciininiiicicc, 41
4.3. A mézmintadk MIC €s MBC Ert€Kei........cccveiiiiiiiiiiiiie e 44



4.4. A vizsgalt fajtamézek biofilmképzodést gatld hatdsa ..........occevviviiiiieiiiiiniiinnns 48

4.5. Mézmintak membrandegradalod tulajdonsaga...........ccoooeevviiiiiiiiciiicen 54
4.6. A SEM mOdSzer eredmMENYei.........coviiiiiiiiiiiiiieiieie e 59
OSSZEFOGLALAS .......oovviiiiiiiiisitrssss st 62
TRODALOMUIEGYZEK .....ccoooooirimirimiiiiiinsiisiessssiss s 64
KOSZONETNYILVANITAS ......ooooiiiiiiiiniesisessissss s 82
PUBLIKACIOS JEGYZEK .........oooooiiiiiriiiiieinesiesisesessissss s 83
8.1. Az értekezés alapjat képezd publikaciOK..........coviiiiiiiiiiii e 83
8.2. EYED PUDIKACIOK .....ocvviiiiiiiiiiiieec e 83
8.3. Konferencia SZereplesek .........ovimiiiiiiiiiiiiiiiieieee e 84



ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABSs50-7200  Szinintenzitds (450 ¢és 720 nm-en mért nettd abszorbancia értékek
kiilonbsége)

ATCC: American Type Culture Collection (amerikai tipustorzs-gyiijtemény)

BAP: biofilm-associated surface protein (biofilm-asszocialt felszini fehérje)

CdrA (PA4625): adhezin, amely kozvetleniil kotédik a Psl-hez

CE: Conformité Européenne (,,europai megfeleloség”): A CE-jelolés igazolja, hogy a
forgalmazott terméket a gyartd megvizsgalta és az megfelel az unids szintli biztonsagi,
egészségiigyi €s kornyezetvédelmi eldirasoknak.

CFU: colony forming unit (telepképz6 egységek szama)

CLSI: Clinical & Laboratory Standards Institute (Klinikai ¢és Laboratoriumi
Szabvanytigyi Intézet)

CV: crystal violet (kristalyibolya)
DSM: Deutsche Sammlung von Microorganismen (német torzsgytjtemény)
eDNS: extracellularis DNS (dezoxiribonukleinsav)

ESKAPE: (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacterales fajok)

FAD: flavin-adenin-dinukleotid

Hap: autotranszporter adhezin (non-pilus)

HGT: horizontal gene transfer (horizontalis géntranszfer)

Hia: a szerotipust Haemophilus influenzae

Hif: f szerotipustt Haemophilus influenzae

HMF: hidroxi-metil-furfurol

HMW: high-molecular-weight surface protein (nagy molekulatomegi feliileti fehérje)
KatA: katalaz A enzim

LPS: lipopoliszacharid

MAU: milliabszorbancia egység

MBC: minimum bactericidal concentration (minimum baktericid koncentracio)

MDR: multidrog-rezisztencia



MGO: metilglioxal

MHB: Mueller-Hinton Broth (Mueller-Hinton tapoldat)

MIC: minimum inhibitory concentration (minimalis gatlo koncentracio)
MRSA: methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus

mS/cm: milli-Siemens per centiméter

NAD: nikotinamid-adenin-dinukleotid (V faktor)

NMR: nuclear magnetic resonance (magneses magrezonancia)

NTHi: nontypeable Haemophilus influenzae (nem tipizalhaté H. influenzae)
ORAC: Oxigen Radical Absorbance Capacity (oxigéngydk elnyeld kapacitas)
P1: felszini fehérje, tobbfunkcids adhezin

PA1804: hisztonszeri DNS-kot6 fehérje

PAO: polyphosphate-accumulating organisms (polifoszfatot felhalmozo szervezetek)
PBP: penicillin binding protein (penicillink6té fehérje/transzpeptidaz enzim)
PBS: phosphate buffer saline (foszfat-puffer oldat)

Pel: részlegesen dezacetilezett N-acetil-D-gliikozamin ¢s N-acetil-D-galaktozamin
kationos poliszacharid polimerje

Ph.Hg.VI11.: VIII. Magyar Gyogyszerkonyv
Psl: semleges pentaszacharid

QQ: quorum quenching (QS rendszer blokkolasa jelmolekuldk kémiai lebontasaval)

QS: quorum sensing (lokalis denzitasérzékelés)

ROS: reactive oxygen species (reaktiv oxigénszarmazék/oxigéngyok)
RT: room temperature (szobahdmérséklet)

SEM: scanning electron microscope (pasztazo elektronmikroszkop)

WHO: World Health Organization (Egészségiigyi Vilagszervezet)



1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A bakterialis eredetli [éguti infekciok manapsag is nagy jelentdséggel birnak, hiszen a
1éguti baktériumoknak tulajdonithat6 a kronikus (fertézéses) 1égzészervi megbetegedések
dontd tobbsége. A legfontosabb fels6 léguti infekciot okozd baktériumok
rezisztenciaviszonyair6l altaldnossagban elmondhat6, hogy jelentds a makrolid- ¢és
trimetoprim/szulfametoxazol-rezisztencia és novekszik a penicillin-rezisztens vagy
mérsékelten érzékeny baktériumtérzsek szama. A megalapozatlan ¢és feleltlen
antibiotikum alkalmazas megndvelte a rezisztens baktériumtorzsek eléfordulasat, igy
napjainkban az antibiotikum-rezisztencia jelenti az egyik legnagyobb betegbiztonsagi
kockazatot (Wei et al., 2023). Ezen tények ismeretében még inkabb aktualissa valik a
természetes eredetli anyagok antibakteridlis hatdsdnak megismerése.

Egy egészséges ember felsd légutjainak mikrobiotajaban is megtalalhatéak olyan
potencialisan fertézoképes, biofilmképzo baktériumok, mint a Pseudomonas aeruginosa,
a Streptococcus pneumoniae vagy a Haemophilus influenzae. A biofilmek kialakulasaban
fontos szerepet jatszd extracellularis poliszacharidok megakadalyozhatjdk az
antibiotikum  eljutasat a  célmolekulahoz, ezzel szolgaltatva nagymértékii
ellenalloképességet a biofilmben €16 baktériumoknak. A méz biofilm-ellenes hatasat tobb
klinikai vizsgalatban igazolték, ezért kiegészitd terapiaként torténd alkalmazasa jelentds
lehet a fels6 1éguti fertézések esetén is (Krishnakumar et al., 2020). Minél magasabb az
egyes fajtamézek H20: és Osszpolifenol-tartalma, anndl jelentésebb az antibakteridlis
aktivitasuk (Bucekova et al., 2019). Azonban a H20: id6vel vizre és oxigénre bomlik, igy
mennyisége csokken a katalaz enzimnek kdszonhetéen. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy
az évekig tarolt mézek veszitenek a H2O; tartalombol adodé antibakteridlis hatasukbol.
Ennek eredményeképpen az aktivitas csokkenésének monitorozasa is elengedhetetleniil
sziikséges.

Az egyes fajtamézek terapias alkalmazasanak l1étjogosultsagat a komplex hatbanyag-
Osszetételiik adja. Mas természetes anyagokkal ellentétben a méz antibakteridlis
tulajdonsdga nem egy specifikus vegyiiletnek vagy hatéanyagnak koszonhetd, hanem
azok kombinacidjanak, igy a kiilonboz6 baktériumtorzsek nem alakitanak ki vele
szemben rezisztenciat.

Kutatasunk alapkérdése, hogy gyakori magyar fajtamézek (akac, aranyvesszd, hars,

napraforgd) botanikai eredete és tarolasi ideje mennyiben befolyasolja antibakteridlis



hatasukat, illetve az egyes mézmintdk antibakteridlis aktivitisa mely biofilmképzo
baktériumtorzsekkel szemben érvényesiil leginkabb. Vizsgalatsorozatunk feltarja a
gyoOgyaszati célra alkalmas magyar fajtamézek mindségét, hatékonysagat, illetve
eredményeink megfeleld alapot biztositanak ezen mézek antibakterialis szerként valo
alkalmazésahoz.

Kutatasunk kezdetekor az alabbi célokat tliztiik ki:

e A vizsgalatba bevont, hazai dstermel6ktdl vasarolt akac-, aranyvessz6-, hars-
¢s napraforgdbmézek botanikai eredetének igazoldsa melisszopalinologiai

analizissel.

e A hiarom egymast kovetd évbol (2020, 2021, 2022) szarmazé mézmintak
szinének, pH értékének és elektromos vezetoképességének monitorozasa az

évek elteltével.

e Az eltér6 tarolasi iddvel rendelkezd fajtamézek minimalis gatlo
S. pneumoniae, H. influenzae, H. parainfluenzae) mikrodiluciés modszerrel a

CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute) iranyelveknek megfelelGen.

e A kilonb6z6 években beszerzett mézmintdk minimalis baktericid

cres

e A fajtamézek biofilmképzddést gatld hatdsanak tanulméanyozasa 96 cellas

mikrotiter lemezeken (kristalyibolya teszt) a tarolési id6 fliggvényében.

e A mézek biofilm-ellenes aktivitasa mogott allo hatasmechanizmus feltarasa
(membrandegradacids vizsgalat) a Gram-negativ P. aeruginosa és a Gram-

pozitiv S. pneumoniae baktériumok bevonasaval.

e Scanning  elektronmikroszképos  (SEM)  felvételek  készitése a

biofilmképzddést gatld hatas szemléltetése érdekében.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A bakterialis 1éguti fert6zések jelentosége

A léguti infekciok rendkiviil gyakoriak, a fertézéses eredetli megbetegedések és
halalozasok f6 okai vilagszerte. A baktériumok a felsé és also légutakat egyarant
kolonizaljak, azonban a fels6 1éguti traktusban talalhatoak a baktériumok a legmagasabb
csiraszamban (Man et al., 2017). A fels6 1éguti fertézések kozé tartozik pl. a laryngitis, a
pharyngitis/tonsillitis, az akut rhinitis, tovabba az akut rhinosinusitis és az akut otitis
media. Als6 léguti fert6zések pl. az akut bronchitis, a bronchiolitis, a pneumonia, a
pneumonitis és a tracheitis (Paul, 2024). Altalaban kezdetben virusok valtjak ki a
tiineteket és ezt gyakran koveti bakterialis feliillfert6zodés. Ebben az esetben a gyulladas
elsdsorban immunszupresszalt allapotban okoznak megbetegedést. Primer bakteridlis
fert6zés csak kisebb aranyban alakul ki, mint viralis (Hakansson et al., 2018; Paul, 2024).
A fels6é légutakat kolonizaldé patogén fajok kozé tartozik a Streptococcus spp., a
Haemophilus spp., a Pseudomonas spp., a Staphylococcus spp. és a Moraxella spp.
(Paramasivan et al., 2020). A németorszagi egészségiligyi intézmények a 2022-es év
végeén szokatlanul sok sulyos, invaziv bakteridlis infekciorol szamoltak be a virusos 1éguti
fert6zések magas eléfordulasaval Osszefliggésben. A  megbetegedések rohamos
novekedésének oka lehetett a 1éguti korokozok fokozott eléfordulasa, illetve a lakossag
nagymértékii fogékonysaga a COVID-19 fertdzés megeldzésére tett intézkedések
enyhitése utan. Az invaziv H. influenzae, S. pneumoniae és Streptococcus pyogenes
fertdzések leginkabb az 55 éves és idOsebb felndtteket, illetve az 5 évnél fiatalabb
gyermekeket érintették (Singer et al., 2024). A vilag szamos pontjan a gyermekek és
1ddsek vezetd (fertdzéses eredetii) halalozési oka az akut alsé 1éguti fertdzés, kiilondsen
a tidégyulladas (Gupta et al., 2016; Paul, 2024).

A sulyos és elhuizodo 1éguti bakterialis fertézések esetén jelenleg az antibiotikum-
terapia a leghatasosabb megoldas. A sziikségtelen antibiotikum expozicio elkeriilése
érdekében rendkiviil fontos a prevencio, illetve a klinikai tiinetek alapjan a fels6 léguti
infekcid6 pontos diagnoézisanak felallitdisa. A virdlis ¢és bakteridlis fert6zések
elkiilonitésében a beteg altalanos allapota és a kiilonbozd laboratoriumi vizsgalatok
nyUjtanak segitséget. Célzott antibiotikum-terapia esetén elengedhetetlen a

mikrobioldgiai mintavétel a kezelés megkezdése eldtt (pl. torok-, fiilvaladék és kopet
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bakteriologiai tenyésztése) (Li et al., 2021). Emellett a legijabb klinikai kisérletek a
metabolomika tudomanyat alkalmazzak a viralis és bakterialis infekcidk elkiilonitésére
(1. abra). A metabolomika az é161ények anyagcseréjét vizsgalja és a kisérletek célja, hogy
felvételeket készitsenek a szervezetben egy adott pillanatban aktiv anyagcsere-
utvonalakrél. Az anyagcsere-vizsgalatok lehetnek célzottak, ahol eldre meghatarozott
molekulak csoportjat azonositjak a mintabdl vagy a mintaban 1évé 0sszes molekulat
identifikaljak. Az eljaras soran leggyakrabban hasznalt technikdk a todmegspektrometria
¢és a magneses magrezonancia (NMR) spektroszkopia. Ezt kovetden elemzik az adatokat
¢s minden fertézéstipushoz metabolikus profilt készitenek, amelyet felhasznalnak a

betegek 1éguti infekcidinak kezelésében (Wildman et al., 2023).

Fert0zés A
o = .y
wl'wl ﬂ
Fertézés B Adatelemzés
Mintagyijtés Mintaanalizis (metabolikus profil)
Két kiilonbozo (pl. vér, vizelet) (pl. NMR-spektroszkopia)
fertézéstipussal rendelkez6
kohorsz ﬂ
(pl. virusos kontra bakterialis)

Egyedi metabolikus
mintazat generalasa az
egyes fertézéstipusokra

1. abra: Also léguti fertdzések metabolomikai vizsgalatanak sematikus dbrazolasa

(Wildman et al., 2023 munkdja nyomdn)

Elérejelzések szerint 2050-re jelentdsen megnd a rezisztens baktériumokkal
fert6zottek szama, ezzel komoly veszélyt jelentve a globalis egészségre (Ding et al.,
2022). Szamos esetben a Gram-negativ 1égiti baktériumok altal kivaltott nozokomialis
infekciok kezelése jelenti a legnagyobb kihivast. Az antibiotikum rezisztens léguti

fert6zések jelentésen megnovelik a korhazi kezelési id6t és koltséget, illetve az
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elhalalozas valoszintiségét (Oliveira & Reygaert, 2022; Khataybeh et al., 2023). COVID-
19 fertézésen atesett, korhazban kezelt betegeknél a biofilmképzé H. influenzae, S.
pneumoniae, P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, és Acinetobacter baumannii
torzseket izolaltak a legnagyobb mennyiségben (Wei et al., 2023; Antuori et al., 2023).
Egyes baktériumtorzsek kozvetleniil a gyulladasos sejtekre és citokinekre hatnak, igy
karositva a gyulladasos valaszreakciot (Kelly & McLoughlin, 2020). Emellett a
megbetegedést el6idézo baktériumok a légutak egyéb teriileteit vagy akar mas szerveket
is kolonizalhatnak, helyi gyulladast indukalva. A H. influenzae, a H. parainfluenzae és a
S. pneumoniae torzsek a Neisseria meningitidis-hez hasonléan a garatban és az
orrgaratban kolonizalddnak, ennek ellenére altalaban kozépfiilgyulladast okoznak. A N.
meningitidis a kozponti idegrendszerbe jutva a sokkal stlyosabb lefolyast és szamos
esetben szovédményekkel jaré agyhartyagyulladas gyakori kivaltoja, leginkabb 5 éven
aluli gyermekeknél (Singer et al., 2024). Az antibiotikum rezisztens baktériumtorzsek
altal okozott fertézések kockazat-eldrejelzési modellje varhatéan javulni fog, mivel egyre

tobb kutatas iranyul a természetes eredetii antibakterialis hatasu szerekre.

2.2. A bakterialis biofilmek jellegzetességei

A foldi élet legsikeresebb formai kozé tartoznak a baktériumok, hiszen jelentds
biomasszaval rendelkeznek €s alkalmazkodo képességiik egyediilalld. Szamos €l6helyet
benépesitettek, beleértve a sos, az extrém hideg, a meleg, a savas és lugos kozegeket,
illetve az erds ultraibolya (UV) vagy radioaktiv sugarzasnak Kkitett teriileteket egyarant.
A baktériumsejtek biofilmbe rendezddése eldnyt jelent a talélés szempontjabdl a
planktonikus formahoz képest (Rampelotto et al., 2013; Yan & Bassler, 2019; Schmalz
& Cieplik, 2021). A biofilmeket egy vagy tobb baktérium torzs alkotja, amelyek
biotikus/abiotikus feliiletekhez vagy hatarfeliiletekhez tapadhatnak. Az Gjabb kutatasok
azt is felismerték, hogy a kitapadas folyamata nem eldfeltétele a bakterialis biofilm
1étrejottének (Van Hoecke et al., 2016; Flemming et al., 2021), a mikroba sejtek
Osszekapcsolodasa az extracellularis polimer anyagok matrixan keresztiil zajlik. Emellett
az anyagcsere is a sejtek kozotti kotdanyag-matrix csatorndin keresztiil torténik, de egyes
baktériumok nanocsdves csatornakon at kdzvetleniil is kommunikalnak, citoplazmatikus
komponenseket cserélnek. A biofilm kialakitasaban szerepet jatszo génallomany eltérd
lehet a kiilonb6z6é baktériumfajok esetén (Dubey et al., 2016; Bhatt et al., 2023). A

biofilmbe rendezett ¢letforma lehet6vé teszi a genetikai anyag cseréjét is, illetve a
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tapanyagok konnyebb felvételét. A bakteridlis sejtek akar szintetikus szennyezd
anyagokat is képesek kizarolagos taplalékforrasként hasznositani. A biofilmbe
rendez6dés védelmet nyujt a baktériumtorzseknek az UV sugarzassal, az extrém pH-val,
a szélsOséges tapanyagszinttel és homérséklettel, tovabba a kiilonb6z6é toxikus
vegyszerekkel és antibiotikumokkal szemben egyarant (Schmalz & Cieplik, 2021; Bhatt
et al., 2023). Egyes biofilmképz6 baktériumfajokat xenobiotikumok kornyezetbdl vald
eltavolitasahoz is alkalmaznak, az eljaras quorum sensing (QS) és quorum quenching
(QQ) mechanizmusok segitségével szabalyozhato (Mishra et al., 2021; Sonawane et al.,
2022). Ezzel ellentétben a bakterialis biofilmek beiiltetett eszkdzokon pl. katétereken,
implantatumokon, illetve emberi szoveteken megtapadva stlyos tiineteket okozhatnak.
Mindemellett ma mar a feliiletekhez nem kapcsolodod bakterialis biofilmek jelentdségét
is elismerik. Elsésorban a cisztas fibrozisban szenvedd betegeknél figyeltek fel erre a
problémara és detektaltak in vivo biofilmet jelz6é baktérium-aggregatumokat. A tiid6
mukociliaris clearance rendszerének nem megfeleld miikodése kovetkeztében strii
valadék vonja be a tiid6holyagocskak epithel sejtjeit, amely megfelel kozeget biztosit a
baktériumok elszaporoddsdhoz. Hasonloképpen a tartos lagyszoveti fertdzéseknél vagy a
savos kozépfiilgyulladasban szenvedd gyermekeknél is megfigyelték a feliilethez nem
tapadd baktériumkolonidk megjelenését. Utdbbi esetben nemcsak a kozépfiil
nyalkahartyajan, hanem a kozépfiil folyadékaban is képzodott bakterialis biofilm (Van
Hoecke et al., 2016; Sauer et al., 2022).

2.2.1. Az érett biofilm kialakuldsa

A biofilmképzddésert beinditasért kiilonb6zd kornyezeti €s genetikai tényezOk
feleldsek. A pH, a hdmérséklet, a tapanyag elérhetdsége, illetve a kdrnyezeti stressz mind
fontos szerepet jatszanak ennek a védelmi mechanizmusnak az aktivalasaban. A szabadon
lebegd, planktonikus baktériumsejtek és a biofilmet alkotod sejtek génjei, illetve az altaluk
expresszalt fehérjék eltérnek egymastol. Ez nem is meglepd, hiszen a biofilm érése egy
rendkiviil Gsszetett és szabalyozott folyamat (Rather et al., 2021; Sauer et al., 2022).

A jelenleg altalanosan elfogadott modellben a biofilm kialakulasa ciklikus, o6t
szakaszbdl all és progressziv modon megy végbe (2. abra). A fejlodési fazisok a
kovetkezok: reverzibilis, majd irreverzibilis kot6édés, ezt koveti a biofilm érése (1. és I1.
fazis) és végil a diszperzido (Sauer et al., 2002; Petrova & Sauer, 2009). A

biofilmképzddés elsd €s egyik legfontosabb Iépése a planktonikus baktériumsejtek adott
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feliilleten torténd Kitapadasa. A reverzibilis kotodés altalaban specifikus adhezineken
keresztiil zajlik, majd a longitudindlis kapcsolddas kovetkezik. Az irreverzibilis kotodés
soran csokken a flagellumok génexpresszioja ¢€s megkezdddik a biofilm matrix
komponenseinek eléallitasa (Gupta et al., 2013). A P. aeruginosa esetén aktivalodik a
algC gén, amely beinditja az alginat bioszintézist. Ebben a szakaszban tovabbi két
poliszacharid, a Psl (pentaszacharid) és a Pel (gliikozban gazdag poliszacharid)
termelédése iS megfigyelheté. Az antibiotikum-rezisztencia kialakulasaban fontos
szerepet jatszo B-laktamaz és fenazin képz6dése szintén jelentds (Davies & Geesey, 1995;
Bagge et al., 2004; Colvin et al.,, 2012). A biofilm érésének els6 stadiumaban
sejtcsoportok jonnek 1étre, amelyek beagyazodnak a biofilm matrixaba és id6vel egyre
tobb rétegbdl allnak. A biofilm kezdeti vastagsaga kb. 10 um, majd az érési folyamat
végére, a mikrokolonidk kialakulasakor a biofilm akér a 100 um-es vastagsagot is elérheti
(IL. érési fazis). A diszperzid soran elindul a matrixkomponensek degradalodasa,
mikozben baktériumsejtek vagy bakteridlis biofilm darabok valnak le. A diszpergalt
sejtek mozgékonyak és mar hordozhatjak az adott antibiotikum-rezisztencia gént. A
metabolikusan inaktiv perzisztdlo sejtek differencidlodésa és a biofilm masodlagos
helyekre vald szétterjedése a kronikus, illetve visszatérd fert6zések f6 oka a kezdeti

fert6zés antibiotikumos kezelését kovetden (Petrova & Sauer, 2009; Gupta et al., 2016).
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2. abra: Az eredeti 6tlépcsés biofilmérési modell (EPS: extracellularis poliszacharid)

(Stoodley et al., 2002 munkdja nyomdan)
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A sematikus, P. aeruginosa in vitro biofilmérésén alapulé modell kdnnyen érthetd és
széles korben alkalmazzak a biofilmek kialakulasanak leirasahoz, azonban a valds ipari,
természeti ¢és klinikai kornyezetben a biofilmek jelentdsen Osszetettebbek és eltérd
tulajdonsagokkal rendelkezhetnek, mint mesterséges koriilmények kozott. Egy vizsgalat
eredményei azt mutattdk, hogy a laboratériumban tenyésztett tiszta baktériumtorzsekkel
ellentétben a K. pneumoniae vagy P. aeruginosa biofilmek jelent6sen vastagabbak voltak
in situ korilmények kozott. Az él6 szervezetben a biofilmképzé baktériumtorzsek
altalaban kevert biofilmekben vannak jelen (Liu et al., 2017). Az 6tlépcsés modell
hianyossaga, hogy nem veszi figyelembe a feliilethez nem kapcsolodd aggregatumokat,
amelyeket klinikai kdrnyezetben gyakran izoldlnak. Mindemellett megkérddjelezhetd,
hogy a biofilmképzddés leirhato-e valodi fejlédési folyamatként, hiszen in vivo
kornyezetben nehezebb a mikrokoloniak tanulmanyozasa. Nincsenek beépithetd in situ
érzékelok ezekben a komplex rendszerekben a biofilmek kdzvetlen monitorozasara, a
mintavételek soran csak egy pillanatképet kapunk a mikrobakozosségek adott allapotarol
(Sauer et al., 2022).

A Sauer és munkatarsai (2022) altal kidolgozott ij modell szamol mas baktériumsejtek
bearamlasaval, a feliiletektdl fliggetleniil 1étrejovo aggregatumokkal, illetve az adott
mikrokornyezet valtozatossagaval (3. abra). Ennek koszonhetéen az in vitro, in vivo,
illetve in situ rendszerekben egyarant alkalmazhato a frissitett biofilmérési modell.
Megvalosul a baktériumsejtek cseréje a felszinhez rogzitett (kiilsé gylirti) és a szabadon
uszo (belsé gytiri) biofilmek kozott. A baktériumok barmely ponton beléphetnek a
modellbe, ezzel kikiiszobolve a korabbi 6tlépesds valtozat limitacidjat.

Aggregacio és kitapadas: A baktériumsejtek kapcsolddnak egymassal, vagy egy adott
(biotikus vagy abiotikus) feliilethez kotddnek. Novekedés és akkumulacio: Az aggregalt
¢és kitapadt baktériumkoldnidkat egyre tobb baktériumsejt alkotja. Diszaggregacid €s
levalas: A baktériumok planktonikus formaban vagy kisebb csoportokban leszakadnak az
érett biofilmrél. Ez a harom esemény reprezentalja leginkabb a biofilmek kialakulasanak

folyamatat.
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Diszaggregacio és
levalas

Aggregacio és
kitapadas

Novekedés és
akkumulacio

3. abra: A biofilmképzddés ujragondolt modellje

(Sauer et al., 2022 munkaja nyomdn)

2.2.2. A biofilmek felépitése

A biofilmen beliil a baktériumsejtek egy extracellularis matrixba adgyazddnak be,
amely  kiilonbozd  extracelluldris  polimer anyagokbol  all, beleértve az
exopoliszacharidokat, fehérjéket, nukleinsavakat ¢és lipideket. Az extracellularis
poliszacharidok gyakran meghatarozzak a biofilm haromdimenzids szerkezetét és
rezisztencia kialakitasahoz ¢és a biofilmképz6 baktériumok védelméhez. Az
extracellularis matrix lehetévé teszi a tapanyagok felhalmozasat a kornyezetbdl, illetve a
baktériumok pusztulasat koveten a sejtanyag felszabadulasat. A matrixban jelen 1évo
extracellularis DNS (eDNS) eldsegiti a baktériumsejtek kozotti koherencia megérzését a
biofilmképzddés korai szakaszaban (Flemming & Wingende, 2010; Lv et al., 2023).
Ezekben a mikrok6zosségekben a baktériumsejtek pleiomorf viselkedést mutatnak,
megvaltoztatjdk a morfologiajukat, koordindljak a génexpressziot és heterogén modon
differencialjak a metabolomikus funkciokat. Ezek a folyamatok szamos tényez6 hatasara

kovetkeznek be, a baktériumok populéciosiiriisége és az ehhez kapcsolodd quorum
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sensing mechanizmus szabalyozza a génexpresszids kaszkadokat a kdrnyezeti stressz
mellett. A kivalto stressz lehet az immunrendszer, az oxigén és/vagy tapanyag ellatasban
bekovetkezett  valtozas, illetve  valamilyen farmakon. A  mikrokoloniak
ellenalloképességét tovabb fokozhatja a virulenciafaktor modulacio, az antimikrobialis
szekvesztervegyliletek megosztasa, illetve az interspecifikus szinergikus kdlcsonhatasok
1étrejotte a kiilonbozo baktériumtorzsek sejtjei kozott (Weeks et al., 2021).

Mig a bakterialis biofilm felépitését segité matrix specifikus egy adott baktériumfajra
nézve, addig a funkciot tekintve a kozOsségbe szervezOdés minden esetben a
baktériumsejtek védelmét szolgalja. A biofilmek mikroszkdpos vizsgalata felfedte, hogy
az exopoliszacharidok megnyult vagy eldgazod fonalakként segitik a baktériumsejtek
Osszekapcsolodasat vagy valamilyen felszinhez torténé kitapadasat. A poliszacharidok
felhalmozodasa molekuldris szuperragasztoként miikodik, eldsegitve a kolonizéaciot. A
streptococcusok biofilmjében talalhatd extracellularis poliszacharidok kiilonboznek a
genus egyes tagjaira jellemzo klasszikus tokpoliszacharidoktol. Kiilonosen a
pneumococcusokra jellemz6, hogy a tokpoliszacharidok nagy mennyisége megzavarja a
biofilmképzddést, a tokot nem termeld torzsek sokkal jelentdsebb mértékben képesek a
biofilm képzésére, mint a tokkal rendelkez6k (Nwodo et al., 2012; Yadav et al., 2020). A
legtobb informacio a Streptococcus genust tekintve, a Streptococcus mutans biofilmjének
exopoliszacharidjairol all rendelkezésre, ezek foként gliikanokbol allnak, amelyeket
specifikus glikozil-transzferazok szintetizalnak (Koo et al., 2010). Az eDNS nagyon
hasonlit a biofilmben jelenlévé baktériumfajok genomialis DNS-¢hez és a
baktériumsejtek lizise soran szabadul fel. Szerepet jatszik a tapadasban és elengedhetetlen
a biofilm stabilizalasaban, illetve fenntartasaban. Ezenkiviil az eDNS védelmet nyujt az
antimikrobialis peptidekkel szemben és kétértékii kationok ellen kelatképzés révén.
Amikor nukleazokat (pl. DNaz 1) adtak a streptococcusok (S. pneumoniae, S. pyogenes
¢és S. viridans) biofilmjéhez, megfigyelhet6 volt a mar kialakult struktura szétesése, illetve
a biofilmképzddés gatlasa (Hall-Stoodley et al., 2008; Yadav et al., 2020). A bakterialis
biofilm szintén nélkiilozhetetlen komponensei az extracellularis fehérjék, amelyek
strukturalis szerepet toltenek be ¢és segitik a matrix lebomlédsat, szétesését ¢és
ujraszervezddését. A Gram-pozitiv baktériumok altal expresszalt fehérjék kozos
tulajdonsaga az amiloidképz6 képességiik, ilyen fehérje a Staphylococcus aureus esetén
a BAP vagy a S. mutans baktériumnal a P1. Az amiloid fehérjék, amelyek oldhatatlan
rostokka allnak Gssze, tamogatjak a sejtaggregaciot a biofilmképzddés soran (Oli et al.,

2012; Yadav et al., 2020). A streptococcusoknal a fibrillaris fehérjék masik formaja a
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pilus, amely egy erésen strukturalt sejtfelszini fiiggelék. A S. pneumoniae, S. pyogenes
vagy a Streptococcus agalactiae torzseknél egyarant részt vesz az adhézids €s invazios
folyamatokban, kritikus virulenciafaktor. A biofilm matrix azonban nem csak fibrillaris
fehérjéket tartalmaz, a glilkanko6té fehérjék a S. mutans-ban jelentds szerepet jatszanak a
biofilmképzésben, mivel eldsegitik az aggregaciot és a biofilm-kohéziot (Matsumoto-
Nakano, 2018). Az extracellularis enzimfehérjék a matrix lebontasat végzik, majd segitik
egy Uj biofilm életciklusanak beinditasat. A biopolimerek lebomldsa energiat és
szénforrast szolgaltat a Dbiofilmeket alkotd baktériumsejteknek, kiilonosen a
tapanyagszegény idészakokban (Kaplan. et al., 2003).

A S. pneumoniae és a H. influenzae torzsek egyarant az emberi orrgarat
kommenzalisai. A fertézéses fels6 1éguti megbetegedések esetén tobb kutatas is kKimutatta
a két baktériumfaj kevert biofilmjének jelenlétét a fertézott szoveteken. A koztiik 1évo
kolcsonhatasokat befolyasold konkrét tényezéket még nem azonositottak, de a
szinergikus kapcsolatnak koszonhetéen, sokkal nehezebb ezen fert6zések felszamolasa.
A kolonizalt szovetben egyiittesen hoznak Iétre kiterjedt extracellularis matrixot, amely
mindkét baktérium szamara elényds (Tikhomirova & Kidd, 2013; Vermee et al., 2019).
A H. influenzae biofilmképzésében a lipooligoszacharidok, illetve a Hap, HMW1 és
HMW?2 fehérjék vesznek részt aktivan, tovabba a IV-es tipusu pilust is a baktérium
matrixdnak részeként azonositottdk. Ez a fehérjékbdl felépiild csészerli képlet nagyban
hozzajarul a biofilm stabilitasahoz, illetve DNS-ko6t6 szerepe kulcsfontossagl az érett
biofilm kialakulasaban (Weeks et al., 2021; Xiao et al., 2023).

A P. aeruginosa baktériumnal detektaltak el6szor a biofilm jelenlétét (Hoiby, 1977)
¢és ennek koszonhetden felépitését szamos kutatocsoport vizsgalta. A legtobb informaciot
a szerkezeti stabilitast biztosito poliszacharidokrol tudjuk, ezek k6zé tartozik az alginat,
a Psl és a Pel. Az alginat egy el nem 4gaz6 polimerlanc, amely D-mannuronsavbol és L-
gliikuronsavbdl all. Ez a polimer elengedhetetlen a biofilm szerkezetének védelméhez,
illetve hozzajarul a matrix viz- és tapanyagtartalmanak megdrzéséhez. A masik két
poliszacharid szintén fontos szerepet jatszik a biofilm kialakuldsdnak kezdeti
szakaszaban, mivel elsddleges szerkezeti vazként szolgalnak. A Psl egy pentaszacharid,
amely ismétlodé D-manndz, L-ramnoz és D-gliikoz maradékokbol all, mig a Pel egy
gliikkozzal dusitott poliszacharid, de pontos Osszetétele még nem ismert (Thi et al., 2020;
Vetrivel et al., 2021). Az alginat, Psl és Pel poliszacharidok szintézisét a bisz-(3-5)-
ciklikus dimer guanozin-monofoszfat (c-di-GMP) szabalyozza, amely egy intercellularis

masodlagos hirvivé és széles korben elterjedt a baktériumokban. A c-di-GMP magasabb
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koncentracidja eldsegiti az alginat és Pel poliszacharidok termelddését, alacsonyabb
koncentracioja pedig fokozza a baktériumok mozgékonysagat. Azonban a pontos
mechanizmus, amely szabalyozza ezen poliszacharid prekurzorok polimerizacidjat még
feltarasra var. A poliszacharidok a genom egyedi helyein kdodoltak, az alginatot egy 12
génbdl, a Pel-t egy 7 génbdl, a Psl-t pedig egy szintén 12 génbdl all6 operon kodolja (Lee
etal., 2007; Vetrivel etal., 2021). A P. aeruginosa esetében az azonositott matrixfehérjék
koriilbeliil 30%-a kiils6 membranfehérje. Nagy résziik a kiilsé membran vezikulaiban
termel6dik, mig kisebb aranyban a lizalt sejtekbdl szarmaznak. A CdrA (PA4625)
fehérjérél megallapitottak, hogy biztosan a biofilm matrix szerkezeti komponense.
Mindemellett a PA1804 hisztonszerti DNS-kot6 fehérje jelenléte a matrix proteomban
alatamasztotta azt az elképzelést, hogy a DNS a matrix egyik f6 alkotoeleme (Toyofuku
etal., 2012).

2.2.3. A Dbiofilmek gatlasanak nehézségei

Annak ellenére, hogy egyre tobb ismeret all rendelkezésiinkre a biofilmekrdl,
eliminalasuk folyamatos kihivast jelent a gyogyaszatban. A terapia soran mindig fennall
annak a veszélye, hogy a biofilmet alkotdé egy-egy baktériumsejt taléli a megfeleld
(Ciofu et al., 2022; Grooters et al., 2024). Sebészeti beavatkozasra is sziikség lehet,
amennyiben van erre lehetds€g, azonban a miitét is hatastalannak bizonyulhat, aminek
eredményeképpen jelentds a mortalitas. A biofilmképz6 baktériumtorzsek tobb mint 500
000 halalesetért felelések évente csak az USA-ban (Charani & Holmes, 2019).

Immunszupresszalt betegek esetén a bakteridlis biofilmek az egész emberi
szervezetben eléfordulhatnak, a 1égzérendszeren és az emésztOrendszeren kiviil akar a
szivben, szemekben vagy fiilekben is 1étrejohetnek a mikrokoloniak (Perry & Tan, 2023).
A bakterialis fertézések 65%-a, a kronikus sebek kialakulasanak 80%-a a biofilmeknek
koszonhetd €és az ilyen jellegi megbetegedések szama folyamatosan nd. Egyre tobb
biofilm ellenall6 a tipikus antibiotikumokkal szemben, ezaltal késleltetve a gyogyulasi
1d6t és novelve az invaziv beavatkozasok sziikségességét. A biofilmképzd baktériumok
eliminalasanak nehézsége problémat jelent az invaziv gyogyaszati termékek és protézisek
tervezésekor egyarant. A katéterezett és intubalt betegek korében sokkal gyakrabban
okoznak komplikaciokat a biofilmek (lelapi et al., 2020; Grooters et al., 2024), igy

amennyiben a fertézést nem sikeriil felszamolni, akkor az adott eszkozt (pacemaker,
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iziileti protézis) el kell tavolitani, amely nagy kockazatot jelent. A kézelmultban végzett
elemzések 280 milliard dollarra becsiilik a biofilmképzé baktériumok altal okozott
infekciok globalis hatasat, igy a betegek kilatasainak javuldsa mellett a pénziigyi
koltségek csokkentését is figyelembe kell venni egy 10j terapia kutatasa soran (Camara et
al., 2022).

A nagymértékii ellenalloképességért a biofilmet alkotd sejtek metabolikus valtozasai
¢és a gyogyszerek permeabilitasat befolydsolo strukturalis jellemzok tehetdk feleldssé. A
kezelés hatékonysagat jelentésen befolyasolja, hogy az antimikrobialis szer képes-e
behatolni a heterogén szerkezetii biofilmbe. Ez nagymértékben fiigg az adott baktérialis
biofilm felépitésétdl, illetve a valasztott antibiotikumtol. Az exopoliszacharidok mellett
az e-DNS lehet a vaz masik fontos alkotoeleme, amely hozzajarul a rezisztencia
kialakitasahoz (Vestby et al., 2020; Panlilio & Rice, 2021). Az extracellularis matrix
eldallitdsa adaptiv mechanizmus, szintézisét a baktériumok stressznek valo kitettsége
indukalja, beleértve az antibiotikumok jelenlétét. Az antibiotikum diffuzios képessége és
koncentracioja, a terapia iddtartama, illetve a biofilm vastagsdga mind befolyésolja a
matrixon torténd athatolas hatékonysagat (Vazquez-Rodriguez et al., 2018; Pinto et al.,
2020). Nem idealis esetben az antibiotikum terjedése lelassul és csapdaba esik a
biofilmben, aminek eredményeként a jelenlévd enzimek hatéstalanitjak. A terapia soran
sok esetben csak a valasztott antibiotikum szubklinikai koncentracidja diffundal a
biofilmbe, amely a baktériumsejtek elpusztitdisdhoz nem elég, azonban fokozhatja az
antibiotikum-rezisztencia gének megjelenését (Rodis et al., 2020). A baktériumsejtek
horizontalis géntranszferen (HGT) keresztiil képesek egymasnak atadni ezeket a géneket,
igy az adott szerrel szembeni ellendllast nem sziikséges nemzedékrdl nemzedékre
kialakitani. A HGT sordan a baktériumsejt egy szabad DNS darabot vesz fel a
kornyezetébdl, amely integralodik a genomba, majd az anyagcsere révén kifejezédhet. A
genetikai anyag nem rokon baktériumok kozott is mozoghat, de effektiv transzformaciora
csak a kompetens sejtek képesek. Minél nagyobb a biofilm biomasszdja és minél tobb
baktériumfaj alkotja, annal nehezebb eliminalni a biofilmet (Thomas & Nielsen, 2005;
Panlilio & Rice, 2021). Az egyre novekvl rezisztencia visszaszoritasa, illetve az
antibiotikum-terapia sikerességének biztositasa érdekében mindenképpen sziikséges a
biofilmképzés csokkentése €s/vagy a mar érett biofilm roncsoldsa. A prevencid, a
tolerancidhoz vezetd mogottes mechanizmusok megértése és az innovativ stratégidk

kidolgozasa kulcsfontossagu lesz a jovoben (Grooters et al., 2024).
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A zénamodell szerint mindegyik baktérium reagél a mikrokdrnyezetére, amely eltérd
fiziologiai allapotokat eredményez ugyanazon a biofilmen beliil. Tobb kutatas is
alatdmasztja, hogy a biofilm legmélyebb rétegei jutnak a legkevesebb tapanyaghoz, mégis
a tapanyaghidnyos zoéndk az antibiotikum-rezisztencia elsédleges forrasai. A
tapanyaghiany elGsegiti a perzisztalo sejtek kialakulasat, amelyek lassan szaporodnak és
toleranciat mutatnak az adott antibiotikummal szemben. Emellett a kiilonb6z6 zonak
1étezése indukalja az egyedi anyagcsereutak 1étrejottét, amelyek szintén hozzajarulnak a
rezisztenciahoz (Kirketerp-Meller et al., 2020; Liu et al., 2022). Az antibiotikum-
rezisztenciaért altalaban egy (maximum néhany) gén felelds, amely pl. a kiilonb6z6 karos
anyagot kijuttatd efflux pumpakat kodolja és ezek a pumpak dontd szerepet jatszanak a
biofilm képz6édésében is. A biofilmeken beliili fiziologiai heterogenitas magyarazza az
efflux pumpak génexpresszios mintazatait, a specifikus antibiotikum-rezisztencia
pumpak feliilszabalyozéasa a biofilmek felsd, mig alulszabalyozéasa a kdzépso régidban
valosul meg (Nishino et al., 2021). A P. aeruginosa esetén az oxigénhianyos kornyezet
noveli a baktérium ellenalloképességét az antibakterialis szerekkel szemben az efflux
pumpak Osszetételének megvaltoztatdsaval. Multidrog rezisztens, megndvekedett efflux
aktivitassal rendelkez6  baktériumtorzsek antibiotikum rezisztenciajanak
megakadalyozasara efflux pumpa gatlokat alkalmaznak. Ezek a vegyiiletek 1ényegesen
csokkentik a toleranciat, illetve a biofilmképzddést és ennek kdszonhetéen fokozzak az
antibiotikumok hatékonysagat (Babin et al., 2017; Zimmermann et al., 2019).

A biofilm képzddésének szabilyozasahoz a quorum sensing mechanizmus (lokalis
sejtstirliség érzékelés) is nagyban hozzéjarul. A baktériumsejtek annak érdekében, hogy
noveljék a tulélésiik esélyét, folyamatosan kommunikalnak egymassal szignalmolekulak
segitségével. ElsOként egy magyar kutatd, Tomasz Sandor fedezte fel a jelenséget a 60-
as években S. pneumoniae sejteknél (Tomasz & Beiser, 1965; Preda & Sandulescu, 2019).
A folyamat soran a sejtstirliség fiiggvényében a baktériumpopulacié viselkedése
megvaltozik, egyiittesen olyan feladatok ellatasara is képesek, amelyekre planktonikus
formaban nem lennének, QS szignalok is jelezhetik a DNS felvételét az extracellularis
térbdl. Megfigyelték, hogy a QS mechanizmus kozvetleniil befolyésolja az antibiotikum-
rezisztencia kialakitasat a kiilonb6z6 efflux pumpak expressziojan keresztiil, illetve
,,onindukcios korként” egy jelmolekula pozitivan befolyasolja a sajat termelédését (Wang
et al., 2019; Grooters et al., 2024). Mindemellett a QS nélkiil6zhetetlen mind a Gram-
pozitiv, mind a Gram-negativ biofilmek esetén, de ezek eltérd mdédon szabalyozottak:

mig a Gram-negativ baktériumoknal foként homoszerin laktonok, addig a Gram-pozitiv
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kozosségek esetén oligopeptidek figyelhetéek meg a QS rendszeriikon beliil. Mind a két
molekula szerepet jatszik a biofilmképzddésben, ezéltal csokkentve a kiilonbozo
antimikrobialis faktorok hatdsat, ez a kommunikaci6 irdnyitja a sejtosztodast és az
extracellularis polimer anyagok termelésének sebességét, amelyek az érett biofilm
szarazanyag-tartalmanak tobb mint 90%-at teszik ki (An et al., 2019; Asma et al., 2022).

Az antibiotikumok mas szerekkel torténé kombinalasa, pl. N-acetil-ciszteinnel és
rekombinans dezoxiribonukleaz I-gyel elésegithetik az antibiotikumok behatolasat a
biofilmbe. Bizonyos vegyiiletek, beleértve a katechint, a protokatekusavat, illetve a
vanillinsavat, szinergikus hatast fejtenek ki az antibiotikumokkal, gatoljak a bakterialis
adhéziot és ezaltal a biofilm termelddését (Belfield et al., 2017; Bernal-Mercado et al.,
2020). Azonban a hagyomanyos antibiotikum-terapia tovabbra is kihivast jelent, mivel az
egyre magasabb dozisoknak kdszonhetden a karos mellékhatasok eléfordulésa is nd, igy
aktualissd valt az alternativ kezelések mélyebb megértése. A természetes hatdoanyagok

vizsgalata mindenképpen sok lehetdséget rejt magéaban.

2.3. A méz altalanos jellemzése

A méz a mézeld méhek (Apis mellifera) altal a novényi nektarbol vagy €16 ndvényi
részek nedvébdl, illetve novényi nedveket szivd rovarok altal az €l6 ndvényi részek
kivalasztott anyagabol (mézharmat) gylijtott természetes édes anyag, amelyet a méhek
begylijtenek, sajat anyagaik hozzdadéasaval atalakitanak, raktaroznak, dehidralnak és
lépekben érlelnek (Magyar Elelmiszerkonyv, 2009a). Osszetétele fiigg a méhek
taplalkozasatol, a botanikai és foldrajzi eredettdl, az 1ddjarasi viszonyoktdl, a kaptaron
beliili paratartalomtol, a kezelési és tarolasi feltételektdl. A méz egy tultelitett cukoroldat,
amely tobb mint 180 kiilonb6zé komponenst is tartalmazhat, nagyobb mennyiségben
szénhidratokat, kisebb aranyban fehérjéket, enzimeket, amino- ¢és szerves savakat,
lipideket, vitaminokat, dsvanyi anyagokat, izanyagokat és polifenolos vegyiileteket

(Tafere, 2021).

2.3.1. A méz osszetétele

A méz az egyszeri szénhidratok forrasa, amelybdl a gyiimodlcscukor (fruktoz — kb.
40%) és a szol6cukor (gliikkoz — kb. 35%) az 6ssz-szénhidrat-tartalom koriilbeliil 60-80%-

it teszi ki a méz fajtajatol fiiggben. Osszetett cukrok (oligoszacharidok és

20



poliszacharidok) is megtalalhatoak benne, de joval kisebb mennyiségben. Ezek koziil a
gliik6z és fruktdz molekularészbdl alld szachar6z (diszacharid) fordul eld leggyakrabban
(Khan et al., 2007). Az egyszeri cukrok aranyat a mézben jelen 1év6 invertaz enzim is
befolyésolja, mivel hatasara a szachardz idével monoszacharid egységekre bomlik. Az
enzim jelen van a nektarban, illetve a méhek testében egyarant és mennyiségét jelentdsen
meghatarozza a flordlis eredet. Minél magasabb az Osszetett szénhidratok ardnya a
mézben, anndl nagyobb a valoszinlisége, hogy hamisitott termékrdl van sz6. Azonban a
kisebb invertaz tartalommal rendelkez0 mézek teljesen természetes modon is
rendelkezhetnek nagyobb diszacharid mennyiséggel, ebbdl fakadéan a cukortartalom
alapjan nagyon nehéz biztosan megéllapitani az adott fajtamézrdl, hogy hamisitott-e.
Minden esetben tobb eltérdé vizsgalat sziikséges a mézek eredetének feltarasahoz (Di
Pasquale et al., 2013; Tafere, 2021). A mézben el6fordulo poliszacharidok részben nektar
eredetiick, masik résziik a méz érése soran keletkezik a méhek altal termelt enzimek vagy
kiilonb6z6 savak hatasara. A mézben megtalalhaté egyéb cukrok (a maradék kb. 20%):
maltdz, izomaltdz, nigerdz, turandz, maltuldz, o és B-trehaldz, laminaribidz, maltotridz,
1-kesztoz, pandz, izopandz, izomaltuldz, erloz, izomaltozil-tridz, centoz sth. (Giindogdul
etal., 2019).

A méz fehérjetartalma elsdésorban a méhek garatmirigy valadékabol, a szabad
aminosavak nagy része pedig a viragporbol szdrmazik. A mézek fehérjetartalma a 0,1%-
tol egészen a 3,3%-ig terjedhet. A foként Europaban jellemzé A. mellifera méhek altal
feldolgozott és érlelt mézeknek kisebb a fehérjetartalma, ezek altalaban nektar eredetli
mézek. Az Azsidban &shonos Apis cerana méhek tobb mézharmatot gytijtenek és
magasabb fehérjetartalmi mézet allitanak el6. A mézben megtalalhatd aminosavakbol
nem tudunk kovetkeztetni a méz botanikai eredetére, mivel a pollenben eléforduld
aminosavakbol a méhek a szamukra esszencilisakat felhasznaljak. fgy lehetséges, hogy
a prolin teszi ki az mézben eléfordulé aminosavak 50-60%-at (Won et al., 2008; Machado
De-Melo et al., 2018). A méz akar az dsszes esszencialis aminosavat is tartalmazhatja és
napjainkra mar t6bb mint 24 kiilonb6zé aminosavat azonositottak benne, de ezek aranya
eltérd lehet a méz fajtajatol fiiggden. A mézben megtaldlhatd aminosavak a kdvetkezok
lehetnek: aszparaginsav, glutamin, hisztidin, glicin, treonin, a-alanin, B-alanin, arginin,
aminovajsav, prolin, tirozin, valin, metionin, cisztein, leucin, izoleucin, triptofan,
fenilalanin, ornitin, lizin, szerin, aszparagin, alanin stb. (Hermosin et al., 2003;
Giindogdul et al., 2019). A mézben lezajlo valtozasokért foként az enzimatikus aktivitas

teheto feleldssé, az enzimek mennyisége sok esetben meghatarozhatja a gyogyaszati célra

21



szant mézek hatékonysagat. Fontosabb enzimek koz¢ tartozik az invertdz, a diasztaz, a
katalaz, illetve a gliikdz-oxiddz enzim. A diasztdz a keményitdtartalom eliminalésaért
felel, mig a katalaz a mézben jelen 1év0 hidrogén-peroxidot fogja vizre és oxigénre
bontani, a gliikoz-oxidaz a mézben talalhaté gliikozt alakitja gliikonsavva.

A méz vitamin- és asvanyianyag-tartalma nagyon alacsony és sok esetben mesterséges
uton fokozzak ezeknek az Osszetevoknek a mennyiségét. A benne eléforduld, vizben
old6dé vitaminok kozé tartozik pl. a C-vitamin (aszkorbinsav), illetve a B-vitaminok
jelentds része. A kalium adja a méz teljes asvanyianyag-tartalmanak csaknem
egyharmadat, de tartalmaz még natriumot, vasat, rezet, sziliciumot, mangant, illetve
kalciumot és magnéziumot is kis mennyiségben (Algarni et al., 2014; Giindogdul et al.,
2019). Az asvanyianyag-tartalom a f0ldrajzi eredet jelzéjeként jatszhat szerepet,
fliggetlentil a méz botanikai eredetétdl. Megfigyelték, hogy a savanyu talajokrol szarmazo
mézek asvanyianyag-tartalma magasabb, cllentétben a bazikus teriileteken vizsgalt
mézmintakhoz képest. A kornyezetbél vagy a tarolas és kezelés soran toxikus
nehézfémek (pl. 6lom), peszticidek, illetve gyogyszermaradvanyok is belekeriilhetnek a
mézbe (Solayman és mtsai. 2016).

Osszefiiggést taldltak a mézek 4svanyianyag-tartalma és antioxidans hatdsa kozott,
hasonléan mint a polifenolos vegyiiletek jelenléte esetében. Minél magasabb a méz
fenolos komponenseinek aranya, annal jelentdsebb antioxidans kapacitassal rendelkezik.
Az antioxidans tulajdonsag egy sotétebb szinli méznél kifejezettebb, mivel ezek a ndvényi
eredetli masodlagos anyagcseretermékek nagyobb mennyiségben taldlhatoak meg benne,
mint egy vilagosabb mézben (Moniruzzaman et al., 2013). A polifenolos vegyiileteket
kemotaxondmiai markerként hasznaljak és a mézek floralis eredetének igazolasaban is
szerepet jatszhatnak, azonban a méz antioxidans kapacitdsa tobb vegylilet egyiittes
hatdsanak eredménye. A polifenolos komponensek mellett pl. az aszkorbinsav és
karotinoidszerii vegyiiletek is részt vesznek a reaktiv oxigéngyokok (ROS)
semlegesitésében (Gorjanovic et al., 2013; Tafere, 2021).

A méz illéanyagainak nagy hanyada szintén a novényekbdl szarmazik és csak
minimalis mértékben a méhekbdl. Ezek a komponensek meghatarozzak a méz aromajat,
illetve ugyancsak markervegytiletként szolgalhatnak a mézek azonositasa soran. A méz
illékony anyagainak kutatdsa az 1960-as években kezdddott és azdta kb. 600 vegyiiletet
identifikaltak és jellemeztek. Harom f6 csoportot kiilonithetiink el: terpén-szarmazékok,

nor-izoprenoidok €s benzol-szarmazékok (Bogdanov et al., 2004; Pena és mtsai., 2004).
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A hidroxi-metil-furfurol (HMF) egy hat szénatombol allo heterociklusos szerves
vegyiilet, amely aldehid és alkohol funkcids csoportokat egyarant tartalmaz. A mézben
megtalalhatd hexozokra jellemz6, hogy savas kozegben hidroxi-metil-furfurolla
bomlanak. Ez a szilard, sarga szinti, alacsony olvadasponta és vizben jol oldo vegyiilet
els6sorban a fruktdz bomlasterméke, szobahdmérsékleten lassan és természetes modon
keletkezik a méz tarolasa soran, azonban melegités hatasara a termeldédése felgyorsul.
Mar a 35°C-on torténd tarolas is olyan HMF-szint novekedéshez vezet, amely 1ényegesen
meghaladja a megengedett hatarértéket (40 mg kg) (Mouhoubi-Tafinine et al., 2018;
Shapla et al., 2018). Ezenkiviil a méz hevitése soran szamos olyan dsszetevo is lebomlik,
amely a méz értékét adja, koztiik a polifenolos vegyiiletek. Minél magasabb a méz HMF
értéke, anndl gyengébb a mindsége és a vegyliletnek a magas koncentrdcidja invert
cukorral valé hamisitasra is utalhat, nagy mennyiségben elfogyasztva citotoxikus lehet
(da Silva et al., 2016; Shapla et al., 2018).

A szerves savak a méz 0,57%-at teszik ki és javarészt ennek kdszonhetd az enyhén
savas pH. Mar a nektéar savtartalma is kimagaslo, de a méz érlelése sordn még inkabb
feldasul a mennyiségiikk. A méz glikonsav tartalma a legmagasabb, de kisebb
mennyiségben ecetsav, citromsav, hangyasav, tejsav, maleinsav, almasav, oxalsav,
piroglutaminsav, borostyankésav is felhalmozodik benne (Puscion-Jakubik et al., 2020).
A pH érték kialakuldsandl a szabad savtartalom mellett a foszfatok, karbondtok és az
asvanyi sok is fontos szerepet jatszanak. A mézek pH értéke 3,2 és 4,5 kozott valtozik
(Tafere, 2021).

2.3.2. A méz érzékszervi és fizikai tulajdonsagai

Az érzékszervi ismertetdjegyek, mint példaul a méz szine, illata és ize is alapvetoek a
mindség és az eredet meghatarozasanal. Ezen sajatossagokat iS szamos tényezd
befolyasolja tobbek kozott, hogy milyen novényi eredetli komponenseket (polifenolos
vegyliletek, illdanyagok) tartalmaz az adott méz. A szin az egyik legvaltozobb paraméter,
amely spektrofotometriasan, illetve szinkoloriméter segitségével determinalhato.
Megkiilonboztethetiink  vizfehér, fehér, sarga, zOldessarga, vildgos borostyan,
borostyansarga, aranysarga, sotét aranysarga és fekete szinkategoriakat (Pontis et al.
2014). A magasabb asvanyianyag-tartalmu, fenolos Osszetevokben gazdag mézek
sOtétebb szintliek, de ezek ize és illata is markansabb, igy a vasarlok tobbszor valasztjak a

vilagosabb szinli mézeket. A s6tétebb szinli mézekben a polifenolos vegyiiletek koziil a
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flavonoidok (pl. 6-flavonol, 4-flavonol, pinocembrin, pinobanksin, galangin, luteolin) a
legfontosabb szinezGanyagok és ennek koszonhetéen gydgyaszati értékiik is magasabb
lehet. A méz illatat az illékony vegyiiletek mellett a szerves savak és aminosavak tipusa,
illetve mennyisége is meghatarozza (Pontis et al. 2014; Czipa et al., 2015; da Silva et al.,
2016).

A mézsziiret utan a méz folyékony halmazallapotd, maximum mikrokristalyokat
tartalmaz. Idovel egyes fajtamézek kikristalyosodnak és ezt a természetes folyamatot
erosen befolyasolja a nektar forrasa, a gliikoz-fruktoz arany, illetve a tarolas iddtartama
¢s koriilménye. A valtozas sordn a méz nem veszit a tdpanyagértékébdl, a fogyasztok
mégis gyakran melegitik 40°C f6lé a kristalyos mézet, hogy tjra folyékony allagot
kapjanak, azonban ezzel egyidében a jotékony komponensek aranya is csokken. A
magasabb gliikoz- és pollentartalom felgyorsitja az ikrasodast, ahogy a hidegebb
hémérsékleten torténd tarolas is (da Silva et al., 2016; Krishnan et al, 2021). A
leggyorsabban kristalyosodd méziink a repceméz: pergetés utan 2-4 héttel mar teljesen
szilard halmazallapoti lesz, ezzel szemben a fruktézban gazdag akacméz lassan
ikrasodik, akar 1-2 évig is megOrzi allagat. A kozepesen gyorsan kristalyosodo
napraforgdméz néhany honapos tarolas utan két fazisra valik szét: felil folyékony, alul
kristalyos (nagy, kemény kristalyok jellemzik) (Ma et al., 2017; Amariei et al., 2020).

A méz alacsony viztartalma biztositja a hossz eltarthatosagat, a viztartalom
nemzetkozileg elfogadott hatarértéke 20% és amennyiben ennél nagyobb mennyiségben
van jelen a viz, a méz romlédsnak indul az élesztdgombaknak kdszonhetden. A glikoz
oldhatosaga csekély, ennek eredményeképpen hamar Kikristalyosodik (25°C-on 909 g/l),
mig a fruktdz 4,4-szer jobban oldodik vizben (25°C-on 4000 g/1), igy az ikrasodas lelassul
(Escuredo et al., 2014; da Silva et al., 2016). A 14% alatti viztartalom csak ritkan fordul
eld, nagy szarazsagok esetén jellemzO. Ezzel szemben az azsiai mézeknél a hamisitas
egyik leggyakoribb oka a talzottan magas paratartalom. Szamos méhész nem engedi,
hogy a méhek végezzék az atlagosnal nagyobb viztartalmi mézek szaritasat, mivel ez
hosszabb 1d6t venne igénybe a kedvezdtlen méhészeti koriilményeknek koszonhetden. Az
éretlen, méznek még nem nevezhetd anyag szaritdsa mesterségesen torténik, az értékes
Osszetevok nélkiil (Chantawannakul et al., 2018).

A mikroszkopos pollenanalizis €s a pH érték meghatarozasa mellett az elektromos
vezetoképesség megallapitasa is segit a mézmintdk azonositasaban, értéke dsszefligg az
adott méz 4svanyianyag-tartalmaval, ezért jelentds eltérések lehetnek az egyes

fajtamézeknél. A méz elekromos konduktivitasa pozitiv korrelaciot mutat a
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kaliumtartalommal, igy a soOtétebb, magasabb kaliumtartalmu (és egyéb asvanyi
anyagokban is gazdag) mézeknél detektaltak a legnagyobb értékeket. Amennyiben az
elektromos vezetoképesség ¢értéke az adott fajtaméznél joval alacsonyabb a
megszokottnal, abban az esetben felmeriil a mézhamisitads gyanuja, hiszen a kémiailag
ionizalhaté komponensek (pl. 4svanyi anyagok, szerves savak) kisebb mennyisége utalhat
cukorsziruppal torténd ,,dusitasra”. A méz elektromos vezetdképessége a mézoldat 20 °C-
on mért vezetOképességét jelenti és az eredményeket milli-Siemens per centiméter
(mS/cm) egységben fejezziik ki (Persano Oddo & Bogdanov, 2004; Guler et al., 2007;
Yadata, 2014).

2.3.3. A méz antibakterialis hatdsa

Az Egészségligyi Vilagszervezet modositotta a stratégiajat: a hagyomanyos orvoslast,
illetve a természetes hatdanyagokat valodi alternativanak tartja a kiilonb6zd betegségek
kezelésében (WHO, 2013). A fejlett orszagokban is egyre tOobben valasztjak a
hagyomanyos orvoslast a modern helyett, de Kinaban és Indiaban ennek aranyat 80%-ra
becsiilik. Az elmult években a gyogyszeripari termékek jelentds része is a modern
orvoslasban alkalmazott olyan természetes anyagokbol szarmazott, amelyek
biztonsagossagat megerdsitették, ilyen anyag példaul a méz (Mel, Ph.Hg.VIIl.) (Khan et
al., 2018; Khataybeh et al., 2023). Az emberiség koran felismerete a mézben rejlé
lehetdségeket €s mar dsidOk Ota hasznalja fert6zések, sziv- €s érrendszeri betegségek és
égési sériilések esetén. Egészséglinkre gyakorolt pozitiv hatasa féként antimikrobas,
antioxidans, gyulladascsokkent6 és sebgyogyitod tulajdonsaganak koszonhetd (Miinstedt
et al., 2019; Ramsay et al., 2019).

A méz koncentraltan tartalmazza a ndvények hatdanyagait, a méhek specidlis
enzimjeivel és hormonjaival keverten. Bizonyitott antibakterialis aktivitasa (Gram-
pozitiv és Gram-negativ baktériumok esetén egyarant), illetve komplex hatéanyag-
Osszetétele miatt igéretes lehet egyes antibiotikum-rezisztens fert6zések felszamolasaban.
A Dbaktériumtorzsek egyre tobb mechanizmust fejlesztenek ki az antibiotikum-
rezisztencia gének megszerzése érdekében, ez pedig az alkalmazkodoképességiik
novekedéséhez vezet. Manapsag vildgossa valt, hogy a komplexitdas megneheziti a
baktériumok tolerancidjanak kialakulasat, hiszen tobb kiilonb6zd hatéanyaghoz valo
alkalmazkodas joval iddigényesebb ¢€s bonyolultabb feladat. Tobb kutatocsoport is

beszamolt arrdl a tényrdl, hogy a baktériumok érzékenyek maradtak a mézzel szemben.
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Egyik vizsgalt torzs (pl. MRSA, S. aureus, P. aeruginosa, streptococcusok) sem valt
rezisztenssé a szamos antibakterialis faktornak koszonhet6en (Abuelgasim et al., 2021;
Holubova et al., 2021).

A kutatok egyetértenek abban, hogy a méz antibakteridlis hatasaért felelés fo
komponensek a kovetkezdk: hidrogén-peroxid (H202), polifenolos vegyiiletek
(flavonoidok és fenolsavak) és a méh defenzin-1 peptid. A manuka méz az egyetlen
fajtaméz, amely H;O; helyett metilglioxdl (MGO) vegyiiletet tartalmaz nagy
mennyiségben. Ezenkiviil a kifejezetten magas cukorkoncentracid (ozmotikus stresszt
eredményez) és az alacsony pH egyarant hozzajarul az antibakterialis aktivitishoz. A
kiilonboz6 fajtamézek ezen tulajdonsagait nagymértékben meghatarozza a botanikai és
foldrajzi eredet, az adott teriilet éghajlati sajatossaga és a tarolasi id6 (Kamal & Klein,
2011; Nolan et al., 2019; Almasaudi, 2021).

A gliik6z-oxidaz és a katalaz enzim szabalyozza a hidrogén-peroxid termelddését,
amelyet a méz {6 antibakteridlis hatdéanyagaként tartanak szamon. A gliik6z-oxidaz
enzimet a méh garatmirigye valasztja ki és feladata a gliik6z gliikonsavva alakitasa, amely
folyamat melléktermékeként HoO> keletkezik (4. abra). A gliikonsav hozzajarul a méz
savassagahoz és ezaltal a mikrobak novekedésének gatlasahoz, mig a termelddé H20-
jelentdsen karositja a baktériumsejteket (Khatami et al., 2021). A gliikk6z-oxidaz enzim
csak a méz higitasat kovetden aktivalodik, a maximalis H2O2-koncentraciot 15% és 50%
(w/v) kozotti mézhigitasoknal figyelték meg. A baktericid hatasért felelés H202 iddvel
vizre ¢és oxigénre bomlik, igy mértéke csokken a ndvényi eredetli kataldz enzimnek
koszonhetden. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az évekig tarolt mézek veszitenek a H2O»
tartalombol adodo antibakterialis hatasukbol. Azonban a hidrolizis soran keletkez6
oxigén reagalhat a polifenolokkal és felgyorsithatja ezen vegyiiletek autooxidaciojat.
Ennek koszonhetden a polifenolos vegyiiletek a baktériumok oOrdkitéanyaganak
karosodasért felelés prooxidans szerként mitkodhetnek tovabb. Az autooxidacios reakcioi
soran keletkez6 ROS-ok a bakterialis DNS lebontasan keresztiik gatolhatjak a
baktériumok szaporodasat. A pH-érték is fontos paraméter, amely szintén
meghatarozhatja, hogy a polifenolok antioxidansként viselkednek-e vagy antibakterialis
hatastiak lesznek (Bucekova et al., 2018; Brudzynski, 2020). Ezek a bioldgiailag aktiv
vegyliletek a nektaron keresztiil keriilnek a mézbe, aromas gytriivel és egy vagy tobb
hidroxilcsoporttal rendelkeznek. A hidroxilcsoportok képesek kolcsonhatasba 1épni a
bakterialis sejmembranok molekuldival, amely a membran foszfolipidjeinek ¢és

fehérjéinek részleges karosodasat eredményezi. Ez a folyamat noveli a membran
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athatolhatsagat ¢és a sejttartalom kiomlését (sejtlizis), amely a baktériumsejt
apoptozisahoz vezet (Liu et al., 2020; Olas, 2020). A méz savassaga is hatassal van a
membranfehérjékre, a permeabilitas megvaltozasaval 1étfontossaga ionok szivaroghatnak
Ki (pl. kaliumion) és ez egyarant a baktériumsejtek pusztulasat okozza. A kutatok a méhek
tobb antimikrobialis peptidjét is azonositottdk, amely polimerek felelések a
méhallomanyok ,,immunitasaért”, Kképesek athatolni a bakteridlis membranon és
megakadalyozni a fehérjék feltekeredését. A defenzin-1 peptid a méhek nyalmirigyeiben
szintetizalodik és a nektar feldolgozasa soran épiill be a mézbe, jelenléte noveli a
bakteridlis membranok ateresztoképességét (porusok létrehozdsaval) és ennek
koszonhetden ugyancsak sejtlizis kovetkezik be (Borges et al., 2013; Horak et al., 2020).
Amennyiben a mézet nem higitjk jelentds mértékben, addig a magas cukorkoncentrécio
okozta ozmozis is részt vesz az antimikrobas aktivitasban. Az ozmotikus nyomas hatasara
viz aramlik ki a baktériumsejtekbol, amely azok kiszaradasat és zsugorodasat
eredményezi. A baktériumok képtelenek tulélni a hipertonias cukoroldatban. Egy fert6zés
helyén jelentds lehet a testnedvek mennyisége, igy a méz ezen tulajdonsaga és az ebbdl

adodo antibakteridlis potencidlja csokken (Almasaudi, 2021).
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A méz biofilm-ellenes aktivitasat is tobb kutatocsoport alatamasztotta, a hatdanyagok
a biofilm matrixba diffundalnak és a biofilm elpusztitisa mellett megakadalyozzak a
tovabbi biofilmképzddést az adhézids folyamatok gatlasaval (Krishnakumar et al., 2020;
Khataybeh et al., 2023). A H20. megzavarja a baktériumsejtek Kkitapadasat és
destabilizalja a matrix szerkezetét, mig a defenzin-1 a kezdeti adhézi6 mellett az
extracellularis polimer anyagok termelddését is gatolja, amely végsé soron a
biofilmképz6dés szupresszidjahoz vezet (Proafio et al., 2021). A polifenolos
komponensek megakadalyozzak a baktériumsejtek egymashoz kapcsolodasat vagy adott
feliilethez (biotikus, abiotikus) torténd rogziilését, ezzel megzavarva a biofilmképzodés
egyik legérzékenyebb 1épését €s gatolhatjak az extracellularis poliszacharidok szintézisét
(Zamuz et al., 2021). Sindi és munkatarsai (2019) megfigyelték, hogy a méz képes
csokkenteni a kevert biofilmen beliil az életképes baktériumsejtek szamat, illetve a mézes
kezelés a metabolikus aktivitasra is jelentds hatassal van.

A mézek terapids felhasznalasdhoz elengedhetetlen a mindségiik biztositasa. A méz
szennyezett lehet kiilonb6z6 mikroorganizmusokkal, koztiik a Clostridium botulinum és
C. tetani endosporajaval. Ezt a tényt sokszor figyelmen kiviil hagyjak, azonban egy
esetleges fertézés elkeriilése érdekében fontos a gyogyaszati célra szant mézek sterilezése
(Chou et al., 2018). A nektart addo novényeket gyakran permetezik kiilonb6z6
gyomirtokkal és peszticidekkel, amely vegyiiletek a mézben is megjelennek, a
kornyezetszennyezés, az ipari teriiletekrél szarmaz6 nehézfémek, illetve a méhek
antibiotikumos kezelése szintén befolyasolhatja a méz mindségét. Ennek koszonhetéen a
méhészektdl vagy boltbol vasarolt mézek biztonsdgossagara nincsen garancia, igy
terapiaban alkalmazasuk el6tt sziikség lenne az ,,orvosi mindségli méz” egyértelmii
meghatarozasara, amelyet globalisan elfogadnak (Hermanns et al., 2019).

A kiilonboz6 fajtamézek kataldz enzim mennyisége, hatdanyag-Osszetétele és ezzel
Osszefiiggésben komplex hatésa is jelentds kiilonbségeket mutathat aszerint, hogy mely
novényfajrol, illetve mely régiobol szarmazik az adott méz. Az antibakterialis és biofilm-
ellenes aktivitast jelent6sen befolyasolhatja a mézek kora, igy elengedhetetlen annak a
vizsgalata, hogy a tarolasi id6 milyen mértékben hat ezen tulajdonsagokra. Ennek a
meghatarozasaval valaszt kaphatunk arra a kérdésre, hogy a gyogyaszati célra szant
mézeket meddig érdemes tarolni egy adott kezelés elétt. A méz biofilm-ellenes
aktivitadsanak pontos hatasmechanizmusa tovabbi kutatdomunkét igényel a bakteridlis

biofilmek komplexitasa miatt.
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2.4. A Kisérletekben szereplo léguti baktériumok jellemzése

A leggyakrabban izolalt, biofilmképzésre képes 1éguti baktériumok kozé tartozik a P.
aeruginosa, a H. influenzae és H. parainfluenzae, illetve a S. pneumoniae (Paramasivan
et al, 2020). A P. aeruginosa Gram-negativ opportunista patogén, a
szerzett/nozokomialis tiidégyulladasok leggyakoribb oka, a betegeknél magas laz,
kohogés és gennyes (sargaszold) kopetiirités figyelhetd meg. Amennyiben sikerrel jar az
antibiotikum-terapia (az esetek tobbségében multireziszens baktériummal szemben), a
betegség szovédménye lehet a tiidében kialakult tiregek altal elvesztett 1égzofeliilet
(Vetrivel et al., 2021). A szintén Gram-negativ Haemophilus genus két speciese, a H.
influenzae és a H. parainfluenzae is gyakori kolonizal6i a 1égzorendszernek, lokalis és
szisztémas fertézéseket kivaltva komoly fenyegetést jelentenek az emberi szervezetre
nézve. Biofilmtermelésiiknek koszonhetéen az antibiotikum-terapia szamos esetben nem
jar sikerrel (Wen et al., 2020). Az eddig emlitett korokozokkal ellentétben a S.
pneumoniae Gram-pozitiv baktérium és a megbetegedések tiinetei elésorban a kialakuld
gyulladasos reakcioknak koszonhet6k a mikroba invazivitasa mellett (Sanchez et al.,
2010). A pneumococcus fert6zések soran a baktérium megtapad a horgdk feliiletén és
biofilmet hoz 1étre, ezaltal megnehezitve a fertdzés felszamolasat. A biofilm strukturdk

sokszor a tiid6 egyes teriiletein is megfigyelheték (Domenech et al., 2012).

2.4.1. Pseudomonas aeruginosa

Charles-Emmanuel Sédillot francia katonaorvos volt az elsd, aki nagy valoszintiséggel
egy P. aeruginosa fertézést irt le 1850-ben: megfigyelte, hogy a betegek sebészeti
kotszerei mind a terepen, mind a kérhazakban gyakran kékeszold szinlivé valtak és harsfa
illatot arasztottak. A sebészeti bemetszések sokszor nyujtottak taptalajt a fertdzéseknek,
foleg a legyengiilt immunrendszer(i és alultaplalt betegeknél. A P. aeruginosa torzsek
tobb mint 90%-a termeli a kékeszold szinért felelds piocianin pigmentet. Harminc évvel
késébb, 1882-ben egy francia gyogyszerész, Carle Gessard beszamolt a P. aeruginosa
sikeres izolalasarol, amelyet eredetileg Bacillis pyocyaneus-nak nevezett el (Gessard,
1984). Az elmult 100 év soran végzett szamos taxondmiai feliilvizsgéalatot kovetden
napjainkban a P. aeruginosa baktériumfaj azonositasa 16S rRNS és genomialis
szekvencia Osszehasonlitdsok alapjan torténik, a cellularis zsirsavak és virulencia

faktorok elemzése mellett (Wood et al., 2023a).
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A P. aeruginosa sporat nem képzd, oxidaz- és katalazpozitiv Gram-negativ palca,
oxidativ anyagcserét folytat, altalaban képes a nitratot a nitritformén tdl is redukalni és
acetamid lebontasa soran ammoniat termelni (Yoon et al., 2002; Gellatly & Hancock,
2013). Képes a szerves molekulak széles skaldjat katabolizalni a tapanyagokért, igy
biokémiailag ez az egyik legsokoldaliibb és mindenhol jelen 1év6 ubikviter baktérium.
Megtalalhaté a talajban, a vizben, a ndvények feliiletén, illetve az emberi béron és
nyalkahartyan egyarant. Annak koszonhetéen, hogy a P. aeruginosa szamos
kornyezetben képes a tulélésre, sokkal nagyobb eséllyel talalkozik vele a szervezetiink,
mint egyéb korokozokkal (Cogen et al., 2008). A korhazakban izolaltdk mar
1égzokészilékekrol, fizikoterapids medencékbdl, mosogatokbol és felmosovizbdl. A
virulenciafaktorok (pl. piocianin, citotoxin, proteazok, hemolizinek, szideroforok,
exotoxin A, exoenzim U, exoenzim S stb.) arzenalja miatt a P. aeruginosa szamos akut
és kronikus fertdzés okozoja. Immunszupresszalt betegeknél stlyos €s sok esetben
¢életveszélyes allapotot idéz eld, egyes esetekben a halalozasi arany elérheti a 40%-0t
(Osmon et al., 2004; Strateva & Mitov, 2011; Wood et al., 2023b). A kemoterapiaban
részesiild neutropénids betegek nagy szazalékdnal szepszist eredményez, illetve a
koérhazban szerzett tiidégyulladas és a 1égzési elégtelenség egyik f6 oka. Az altala
létrehozott biofilmréteg csokkenti a 1égzésre alkalmas feliiletet a tiidoben, ezzel mas
mikrobak szaporoddsdhoz is optimalis feltételeket kialakitva (Koch, 2002; Steindler et
al., 2009). A P. aeruginosa fertézések gyakoriak a diabéteszes fekélyek, égési sebek,
szaruhartya fekélyek és muitéti sebek esetén is, amelyek kolonizalasaban fontos szerepet
jatszik a baktérium biofilmképzése. Biofilmje rendkiviil ellenalld az antibiotikumokkal
¢és fertGtlenitészerekkel szemben, a legtobb ma ismert torzse antibiotikum-rezisztens
(Pang et al., 2019; Chegini et al., 2020). Ezeknek a tényeknek koszonhetéen a P.
aeruginosa baktériumot az ESKAPE néven ismert patogének kozé soroltak
(Enterococcus faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa,
Enterobacterales fajok). A csoport fokozott figyelmet igényel, hiszen kevés eszkoz all
rendelkezésre az A4ltaluk okozott fertdzések megallitasara, kiilonosképpen az
immunhianyos betegeknél. A WHO is arra figyelmeztet, hogy a felsorolt patogének ellen
stirgésen 1j antimikrobialis szerekre lesz sziikség (Shrivastava et al., 2018; Wood et al.,
20233).
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2.4.2. Haemophilus influenzae, H. parainfluenzae

A H. influenzae és a H. parainfluenzae coccobacillusokat valtozatos megjelenés
jellemzi, a tenyészetben és klinikai anyagokban idénként hosszi fonalakat vagy kerek
alakokat is lathatunk. Tapanyagigényes biofilmképzé baktériumok: a H. influenzae a
szaporodashoz hemint (X faktor) és NAD-ot (V faktor) is igényel, mig a H.
parainfluenzae csak V faktort (Pal, 2013; King, 2012).

A H. influenzae baktériumot elészor Richard Pfeiffer német orvos és bakteriologus
azonositotta 1892-ben, aki tévesen azt hitte, hogy ez a patogén felelés az influenzas
megbetegedésekért. A H. influenzae opportunista korokozo, amely az enyhébb 1éguti
infekciok  mellett, invaziv  megbetegedést  (pneumoniat, agyhartya-  és
hashartyagyulladast, szepszist és szeptikus iziileti gyulladast) egyarant eléidézhet (King,
2012; Butler & Myers, 2018). Megkiilonboztethetiink tokkal rendelkez6 és toknélkiili
torzseket (nem tipizalhatdé H. influenzae - NTHi). A tok virulenciafaktor, amely
antifagocita és antikomplementer hatassal rendelkezik. A tokantigénnek jelentds szerepe
van a szerotipus meghatarozasaban (a-f) és ezaltal a prevencioban. Az invaziv
korformékat altalaban a ,b” poliszacharid (poliribizol-foszfat) tokkal rendelkezd
baktérium okozza. Cseppfertdzéssel terjed és ez a tipus eredményezi a féleg gyermekeket
érint6, akar halallal jard stlyos agyhartyagyulladast (Pal, 2013; Wahl et al., 2018). A
védooltast ennek megeldzésére hoztak 1étre és a baktérium ,b” poliszacharid tokjat
tartalmazza. A Hib konjugalt vakcina bevezetése jelentés valtozast hozott az érintett
orszagokban, a H. infuenzae altal okozott stlyos fertézések szama nagymértékben
csokkent. Ennek koszonhetden a baktérium egyéb szerotipusaira is egyre kevesebb
figyelem iranyult, amely a toknélkiili torzsek veszélyességének alabecsiiléséhez vezetett.
Az antibiotikum-rezisztencia megjelenésével a H. influenzae Gjra a mikrobiologiai
kutatasok kézéppontjaba keriilt (Yang et al., 2019; Xiao et al., 2023).

Elsésorban az NTHi torzsek okozzdk a légzdérendszer megbetegedését ¢&s
rezisztenciajuk jelentésen hozzajarul a globalis problémahoz. Kanadaban a NTHi
baktériumot sokkal tobb esetben izolaltak a betegekbdl (74,2%), mint a Hia (8,9%) vagy
a Hif (10,2%) szerotipust (McTaggart et al., 2021). A H. influenzae teljes hordozasi
aranya a gyermekek (0-6 éves kor) korében 84,1%, ebbdl 96,7% NTHi (Bajanca-Lavado
et al.,, 2022). A Hib vakcina bevezetésével a H. influenzae fert6zés epidemioldgiaja

megvaltozott és az NTHi az also 1éguti fert6zések, illetve az invaziv megbetegedések
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els6szamu kivaltoja, ezért ez a baktérium ugyancsak nagy odafigyelést igényel (Xiao et
al., 2023).
az indukalt betegségek skaldja is nagyon hasonld. A betegekbdl izolalt, tiidot és
urogenitalis szerveket fert6z6 multidrog-rezisztens (MDR) torzseket vizsgaltak leginkabb
az elmult években. Ezek ellenalldak a B-laktamokkal, kloramfenikollal, kotrimoxazollal,
makrolidokkal, tetraciklinekkel és fluorokinolonokkal szemben (Pal, 2013; Sierra et al.,
20190). Az MDR kialakulasahoz nagyban hozzajarul, hogy a nemi tuton terjedd
fertézéseket gyakran a Chlamydia trachomatis és Neisseria gonorrhoeae
baktériumoknak tulajdonitjak és empirikus antibiotikum-terapiat alkalmaznak. Altalaban
intramuszkularis ceftriaxont kombindlnak ordlis azitromicinnel vagy doxiciklinnel,
anélkiil hogy a fertézést okozo baktériumfajt vagy fajokat azonositottdk volna. Ennek
eredményeképpen egyre tobb MDR H. parainfluenzae torzs jelent meg (Magiorakos et
al., 2012; Sierra et al., 2019).

Mindezek ismeretében a H. influenzae és H. parainfluenzae virulencia faktorainak
megismerése, kiilonds tekintettel a biofilm kialakuldasdnak hatterében 4allo
mechanizmusok feltérképezése, illetve a biofilm elleni stratégidk kidolgozasa jelentds

klinikai értékkel bir.

2.4.3. Streptococcus pneumoniae

A streptococcusokat Theodor Billroth német orvos irta le el6szor gennyben (1874), ezt
kovetden pedig Louis Pasteur gyermekagyi ldzban szenvedd betegek vérében. A S.
pneumoniae egy fakultativ anaerob baktérium, amely rovidebb-hosszabb lancok
(kopetben, gennyben altalaban parosdval) alakjaban helyezkedik el. Szamos betegség
kivaltoja lehet, beleértve a kozépfiilgyulladast, tiidégyulladast, vérmérgezést ¢és
agyhartyagyulladast. Az immunhidnyos betegeknél, idéseknél és az 5 éven aluli
gyermekeknél sulyosabb lehet a fert6zés lefolyasa (Pal, 2013; Xu et al., 2023). Jelen lehet
az emberi orrgaratban, a gyermekek (6vodas korban tetézik) 30-40%-a, mig a feln6ttek
10%-a hordozza tiinetmentesen. A hordozok a fertdzések leggyakoribb forrasai és a
kiilonbozé szerotipusu torzsekbdl egyszerre tobb is jelen lehet. A S. pneumoniae
baktérium csaknem 100 szerotipusa ismert, amelyeket a poliszacharid tok biokémiai
szerkezete alapjan kiilonitenek el egymastol. Az egyes szerotipusok elterjedtségiikben és

betegséget okozo hatasukban egyarant kiilonbségeket mutatnak (Messaoudi et al., 2016;
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Weiser et al., 2018). Lazzal, 1égzési nehezitettséggel, kohogéssel jard lebenyes
tidogyulladas a leggyakoribb formaja, id6seknél, legyengiilt szervezetben
szovodmeényként keringési és 1€gzési elégtelenség is kialakulhat. Az influenzajarvanyok,
illetve a Covidl9-jarvany magas halalozasi aranyadhoz a S. pneumoniae okozta
feliilfert6zodés és annak szovédményei is nagyban hozzajarultak (Brooks & Mias, 2018;
Zhu et al., 2020).

Az elsé generacids vakcina ebben az esetben is egy poliszacharid oltéanyag volt
(Pneumovax23). Elénye, hogy az invaziv pneumococcus megbetegedéseket okozo
szerotipusok 85-90%-at tartalmazza (23 szerotipust). Hatrdnya: nem hoz létre tartds
immunmemoriat és csak 2 évesnél iddsebbek esetén alkalmazhaté. A masodik
generacidoban kidolgoztdk a fehérjéhez kotott (konjugalt) vakcinakat. Eldnyei kozé
tartozik a jobb immunogenitas, a tartds immunmemoria, illetve 2 éven aluli gyermekek
IS megkaphatjak, emellett az oltott személyben lecsokkenti a nazofaringealis
pneumococcus-hordozast. Hatranya, hogy kevesebb szerotipus ellen ad védelmet. Ennek
koszonhetden a két oltds kombindcidjat ajanljak felndtteknek, attdl fiiggden, hogy
megkapték-e az elsdgeneracids oltdoanyagot vagy sem. Foleg a fejlodd orszagokban és
azokban a nyugati orszagokban, ahol nem kotelez6 az oltds, szamos 5 éven aluli
kisgyermek halalat okozza S. pneumoniae tiidégyulladas (Kim et al., 2016; Masomian et
al., 2020; Willian de Alencar Pereira et al., 2023).

A S. pneumoniae baktériumnal a biofilm kialakulas forditottan korrelal a
tokképzodéssel. A tok jelenléte és a virulencia kozott hatarozott Osszefliggés van,
azonban a toknélkiili fajok biofilmbe rendez8dése is megneheziti a fertdzés
felszamolasat. Emellett ezen torzsek esetén is megfigyelték az invaziv korformakat
(Domenech et al., 2012; Marks et al., 2013). A S. pneumoniae B-laktamokkal szembeni
rezisztenciajanak alapja a penicillin és az oralis cephalosporinok kritikatlanul széles
korben torténd alkalmazasa. A sejtfalszintézisben szerepet jatszo penicillinkotd feheérjék
(PBP) megvaltozasa mellett a biofilm strukturalis jellemz6i és a baktériumsejtek
kommunikacioja is hozzajarul a rezisztencia kialakulasahoz (Pal, 2013; Yadav et al.,
2020).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A kutatasba bevont mézmintak

Vizsgalatainkhoz harom egymast kdvetd évben (2020, 2021, 2022) ugyanazoktol a
magyar 6stermelOkt6l vasarolt akac- (Robinia pseudoacacia), aranyvessz6- (Solidago
gigantea), hars- (Tilia spp.) és napraforgomézeket (Helianthus annuus) alkalmaztunk. A
mintdk kivalasztdsa soran figyelembe vettiik a korabbi kisérleteink eredményeit az
antibakterialis hatas tekintetében, illetve a vasarlok szamara is konnyen beszerezhetd
fajtamézeket valasztottunk. Az invaziv magas aranyvessz6 mézének elemzésével célunk
a ndvény ilyen formaju terapias hasznositasanak feltérképezése volt. A mézek
fizikokémiai paramétereinek és antibakterialis hatasanak tanulmanyozéasara 2022-ben
keriilt sor, nemcsak a 2022-es, hanem a 2020-as és 2021-es mintdk esetében is. A
fajtamézek a dél-dunéntuali régiobol szarmaztak, tarolasuk szobahdmérsékleten (20-21°C)

és sOtétben tortént.

3.2. Melisszopalinologiai analizis

A fajtamézek botanikai eredetének megallapitdsdhoz melisszopalinologiai analizist
végeztiink Von der Ohe €s munkatarsai (2004) modszerét kvetve. A mézmintdinkbol 10
g-ot 50 ml-es centrifugacsdovekbe adagoltunk és 20 ml desztillalt vizzel elegyitettiik
Combi-spin FVL-2400N vortex segitségével (Biocenter Kft.). Az ezt kovet6 centrifugalas
10 percig tartott 8753x g sebességen Neofuge 15R centrifugaval (Lab-Ex Kft.), majd
ledntattiik a feliiluszot. Ezt a 1épést Gjabb centrifugalas (5 perc, 8753x g) és dekantalas
kovette, miutan az els6 centrifugalasnal visszamaradt iiledékhez 10 ml desztillalt vizet
mértiink. A masodik centrifugalast kovetden a centrifugacsOben maradé tiledékhez 250
ul desztillalt vizet adtunk és vortexelés utan az igy elkészitett pollen-szuszpenziobol 20
pl-t pipettaztunk egy targylemezre, amelyet ezutan egy 40°C-ra beallitott melegitdlapra
(OTS 40, Tiba Kft.) fektettiink. A vizet elparologtattuk, majd fukszinos glicerinzselébdl
(Merck Life Science Kft.) egy kis darabot helyeztiink minden pollenmintara, ezaltal
megfestve a pollenszemeket. A zselé olvadasakor a preparatumokat fedélemezzel fedtiik
le. A pollenpreparatumokat Nikon Eclipse E200 tipusti, Michrome 20MP CMOS
kameraval (Auro-Science Consulting Kft.) kapcsolt fénymikroszkoppal elemeztiik, a

mikrofotokat pedig 400x nagyitason Capture 1.2 szoftverrel készitettik el.
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Mézmintanként legalabb 500 pollent szamoltunk le, jelezve, hogy hany pollenszem
tartozik adott novényfajhoz vagy -csalddhoz. A pollentipusok relativ gyakorisagat az

Osszes pollenszem szazalékaban adtuk meg.

3.3. Fajtamézek fizikokémiai paramétereinek meghatarozasa

A vizsgalatokba bevont fajtamézek szinintenzitasat Beretta ¢és munkatarsai (2005)
kutatasa alapjan hataroztuk meg. Az elkészitett 50%-os (w/w) mézoldatokat ultrahangos
vizfiirdobe (vizhomérséklet: 45-50°C) helyeztilk 5 percre, majd a mintdk atsziirése
kovetkezett (porusméret: 0,45 um, Agilent Technologies). A Shimadzu UV-1800
spektrofotométer (Shimadzu Schweiz GmbH) segitségével 450 és 720 nm-en mért
abszorbanciaértékek  kiilonbségéb6l  szarmazd  szinintenzitds — eredményeket
milliabszorbancia egységekben (mAU) fejeztiik ki.

A pH-értekek ¢és az elektromos vezetOképesség elemzésére DSZ-708
Multiparaméteres analizatort (Simex Mérnoki Kft.) alkalmaztunk. A mézmintak pH-
értékét a Magyar Elelmiszerkonyben leirtak szerint hataroztuk meg és a pH-mérét minden
alkalommal puffer oldatokkal kalibraltuk (Magyar Elelmiszerkonyv, 2009c). A méréshez
10 g mézet oldottunk fel 75 ml desztillalt vizben, az elektromos vezetOképesség esetén
pedig 20% méz-szarazanyagot tartalmazé desztillalt vizes mézoldatot hasznaltunk. Az
eredményeket milli-Siemens per centiméter egységben (mS/cm) fejeztiik ki (Bogdanov
etal., 1997).

3.4. Mikrobioldgiai vizsgalatok
3.4.1. A vizsgalt leguti baktériumok

A fajtamézek antibakterialis hatdsat Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumok
esetén is megvizsgaltuk. A Haemophilus influenzae (DSM 4690) és H. parainfluenzae
(DSM 8978) torzseket specialis tapoldatban tenyésztettiik. 3750 pl Mueller-Hinton 11
Broth (MHB, Reanal Laborvegyszer Kereskedelmi Kft.) taptalajhoz 500 ul Haemophilus
supplement B-t (Diagon Kft.) és 750 ul (1 mg/ml) NAD oldatot pipettaztunk. A
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) és Streptococcus pneumoniae (DSM 20566)
esetében 100 ml steril MHB taptalajt alkalmaztunk. A baktérium szuszpenziokat egy
razoinkubatorban (60 ford./perc sebességgel) 12 oran keresztiil 37°C-on inkubaltuk (C25
Incubator Shaker, New Brunswick Scientific) (Hindler & Jorgensen 2011).
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3.4.2. Minimalis gatlo (MIC) és minimalis baktericid (MBC) koncentrdcio
meghatarozasa

A minimalis gatldé koncentraciokat (MIC) mikrodilticios teszt segitségével hataroztuk
meg, amelyet a mikrobiologiai laboratériumokban altalanosan alkalmaznak a CLSI
iranyelveknek megfeleléen (CLSI Document, 2012). Az eljarast 96 lyuka mikrotiter
lemezeken kiviteleztiik. Harom higitasi sort hasznaltunk, mivel az elézetes kisérletek
alapjdn szamitottunk r4, hogy az antibakteridlis aktivitds csokken a tédroldsi i1d6
novekedésével. A kovetkezé higitasi sorokat készitettiikk el (Mueller—Hinton tapoldat
felhasznalasaval): 57,5; 55; 52,5; 50; 47,5; 45; 42,5% (w/w) (2020-as mézek), 40; 37,5;
35; 32,5; 30; 27,5; 25% (w/w) (2021-es mézek) és 25; 22,5; 20; 17,5; 15; 12,5; 10% (w/w)
(2022-es mézek). Ezutan a mézoldatokbol és baktérium szuszpenziokbol (10° CFU/mI)
egyarant 100 ul-t mértiink be a mikrotiter lap egy lyukjaba, majd inkubacié kovetkezett
37°C-on 24 orén at. Vizsgalatainkat 6 ismétléssel végeztiik és azt a legalacsonyabb
mézkoncentraciot  tekintettik MIC-nek, amely esetben nem volt lathato
baktériumndvekedés a lyukakban.

A MIC meghatarozast kdvetden a mikrotiter lemez minden olyan celldjabol, ahol nem
tapasztaltunk szemmel lathaté novekedést, egy kacsnyi taptalajt emeltiink ki a minimalis
baktericid koncentracié (MBC) megallapitasahoz. A mintakat ebben az esetben szilard
tapagaron tenyésztettiik tovabb €s az inkubécid szintén 37°C-on és 24 6ran keresztiil
tartott. Az inkubéciot kovetden leolvastuk azt a legkisebb koncentraciot, ahol mar nem

tapasztaltunk baktériumszaporodast az agaron (Tan et al., 2009).

3.4.3. Abiofilmképzidés gatlasanak vizsgalata

A biofilmeket 96 lyuka mikrotiter lemezeken alakitottuk ki, majd a mézes kezelést
kovetden kristalyibolya (CV) tesztet alkalmaztunk, ezaltal tanulmanyozva a mézmintak
biofilm-ellenes hatasat (Peeters et al., 2008). A kezeléseket MIC/2 koncentracidju
mézmintakkal végeztikk és pozitiv kontrollként 108 CFU/ml csiraszdma baktérium
szuszpenzids tapoldatot, negativ kontrollként sejtmentes, mézes tapoldatot hasznaltunk.
Els6 1épésként a mikrotiter lemez egy cellajaba 200 pl baktérium Szuszpenziot mértiink
és az ezt kovetd inkubacido 37°C-on négy oran keresztiil tartott, ezaltal elOsegitve a
baktériumsejtek megtapadasat. A ki nem tapadt sejteket fiziologias sooldattal torténd
mosassal eltavolitottuk és csak ezutan pipettaztuk bele a mézoldatokat az egyes lyukakba.

Ebben az esetben az inkubacio 24 o6ra volt 37°C-on, majd ujra a ki nem tapadt sejtek
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kimosasa kovetkezett fiziologids sdoldattal. A sejtek rogzitése céljabol minden lyukba
200 pl metanolt mértink (15 perc, szobahdmérséklet). A metanol ledntése utan a
bakteridlis biofilm megfestése érdekében 200 pl 0,1%-os kristalyibolya festéket
alkalmaztunk. 20 perc elteltével (RT) a felesleges festéket viz segitségével eltavolitottuk,
majd a biofilmhez kotédott kristalyibolyat 200 ul 33%-0s ecetsavval oldottuk ki. Az
abszorbancia értékek meghatarozasa 590 nm-en SPECTROstar Nano mikrotiterlap
olvas6 (BMG Labtech) segitségével tortént. A kristalyibolya festék tobbek k6zott kotodik
a biofilmek kialakuldsaban fontos szerepet jatszd extracellularis poliszacharidokhoz,
ezaltal lehet6vé téve a biofilm teljes biomasszajanak becslését a mikrotiter lap cellajaban.
A gatlasi ratat az alabbi képlet alapjan hataroztuk meg: (1-S/C) x 100% (C a kontroll

abszorbanciaja, S a minta abszorbanciaja) (Yanwei et al., 2018).

3.4.4. A membrandegraddcio tanulmanyozdsa

A bakterialis DNS felszabadulas tanulmanyozasa soran mindegyik baktérium
szuszpenziot (108 CFU/mI) PBS-ben (foszfat-puffer oldat) készitettiik el és kontrollként
a mézzel nem kezelt baktériumsejteket hasznaltuk. A sejtekhez 20, 40, 60 és 90% (w/w)
koncentracioju  mézoldatokat adtunk (inkubaciés id6: 1 o6ra). Emellett a
membrandegradacio id6fuggését is vizsgaltuk, ennél a tesztnél a baktériumsejteket 60%
(w/w) mézet tartalmaz6 PBS-ben szuszpendaltuk. A kezelések 0, 20, 40, 60 és 90 percig
tartottak. Ezeket a 1épéseket mind a két esetben centrifugalas kovette (Neofuge 15R, Lab-
Ex Kft.) 12000x g sebességgel 2 percig. A nukleinsavat tartalmazo feliiliszo folyadék
abszorbanciajat 260 nm-en Metertech SP-8001 (Abl&e-Jasco Kft.) spektrofotométerrel
hataroztuk meg, az eredményeket a kontrollhoz viszonyitva szazalékos értékben fejeztiik

ki (Bennis et al., 2004).
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3.4.5. Scanning elektronmikroszkopos (SEM) felvételek készitése

A mézek biofilmre kifejtett gatldo hatdsanak bemutatasa és a szerkezeti valtozasok
szemléltetése céljabol SEM felvételeket készitettiink. Az eljards soran a biofilmeket
zsirtalanitott és sterilezett feddlemezeken alakitottuk ki, miutan a lemezeket 4 Oran at
37°C-on inkubaltuk 5 ml baktérium szuszpenzidban (108 CFU/ml). A kitapadast kovetden
fiziologias sooldattal torténd mosas kovetkezett, majd a hdrom kiilonb6z6 évbol szarmazo
harsmézet MIC/2 (5ml) koncentracioban alkalmaztuk. Kontrollként a kezeletlen
fed6lemezek szolgaltak. 24 6ra inkubacios id6 (37°C) elteltével a ki nem tapadt sejteket
ujbol lemostuk és ezt 2 oOra inkubacid kovette (szobahdmérsékleten) 2,5%-0S
glutaraldehidben a biofilm rogzitése érdekében. A mintak viztelenitése etanolsorozatban
(50%, 70%, 80%, 90%-o0s oldatok és abszolut etanol) tortént 2 x 15 percig. Kovetkezd
lépésként a feddlemezeket terc-butil-alkohol és abszolut etanol 1:2, 1:1 és 2:1 aranyt
keverékébe raktuk. A mintat ezutan athelyeztiik 1-1 6rara abszolut terc-butil-alkoholba,
majd 1 éjszakas fagyasztva szaritas kovetkezett. Az aranymembrannal bevont biofilmek
vizsgalatat JEOL JSM IT500-HR pasztazo elektronmikroszkoppal (Jeol Kft.) végeztiik el
(Kerekes et al., 2013).

3.4.6. Statisztikai elemzés

A statisztikai analizist az Excel® (Microsoft Corp.) és a PAST programokkal (verzio:
3.11%) kiviteleztiik a Shapiro-Wilk teszttel végzett normalitas ellendrzés utan. Az
adatokat a fajtamézek szinintenzitas értékei (2. tablazat), illetve a membrandegradacios
eredmények (5. és 6. tablazat) esetén atlag + szoras formajaban fejeztiik ki. A biofilm-
ellenes aktivitas vizsgalatnal kapott adatokat (6. abra) medianként (minimumtél a
maximumig) jelenitettiik meg a dobozdiagramokban. A fajtamézeket egyutas ANOVA
segitségével, egy adott paraméter alapjan hasonlitottuk Ossze egymassal. Az ANOVA
nullhipotézisét elvetettiik és Student-féle t-probaval allapitottuk meg a két csoportpar
(fajtaméz) kozotti kiilonbséget. Az 1%-0s (p < 0,01) vagy 5%-0s (p < 0,05) p-értékeket

szignifikansnak tekintettiik.
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4. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

4.1. A mézmintak botanikai eredete

A mézmintak valédi tipusanak megallapitasahoz kulcsfontossagi a pontos botanikai
eredetiik tisztdzasa, ami behatdrolja mind a méz piaci értékét, mind a gyogyaszatban
torténd felhasznalhatosagat. A mézben taldlhato alakos elemek koziil a virdgpornak van
nagy jelentdsége, mivel mennyisége meghatarozza a méz jellegét. Ennek kdszonhetden a
melisszopalinoldgiai analizis az egyik legmegbizhatoébb és leghatékonyabb modszer
annak igazolasara, hogy mely névényekr6l szarmazik az adott minta. Azonban a vizsgalat
bonyolultsaga kihivast jelent és rendkiviil idéigényes, igy a kivitelezése nagy odafigyelést
és szakértelmet kivan (Kus et al., 2018; Escrichre et al., 2023). Korabban egy mézet akkor
tekintettek fajtaméznek, ha legalabb 45%-ban tartalmazta az adott ndvény pollenjét
(Maurizio, 1975). Azonban egyes jol mézel6 novényfajok pollenje alul- vagy
feliilreprezentalt lehet, ezért mindenképpen figyelembe kell venni az abszolut
pollentartalom mérésével kimutatott reprezentaltsagot (Oddo et al., 2004). Az egyes
bevizsgalo laboratoriumok és tanulmanyok ehhez mérten allitjak fel a hatarértékeket.

A kutatasba bevont mézek melisszopalinoldgiai analizise alapjan minden mézminta
egyértelmiien fajtaméznek tekintheté (1. tablazat) (Nagy-Radvanyi et al., 2024). Az
akacmézekben a Robinia pollen (5a. édbra) volt a dominans pollentipus a méz fajtajanak
megfelelden, hasonléan a hars-, napraforgd- és aranyvesszOmézekhez, amelyekben
szintén nagy mennyiségben volt jelen a Tilia (5b. abra), a Helianthus (5c. abra) és a
Solidago (5d. abra) pollen. Az akacméz pollentartalma alulreprezentalt, mig a harsméz
pollenje sok esetben extrém mddon alulreprezentéalt. Oddo és munkatérsai (2004) atfogo
tanulmanyaban az atlagos pollenarany az akac, illetve a hars pollenszemekre —28 és 23%.
Ku$ és munkatarsai (2014) 11-16% és 22-26% kozotti karakterisztikus pollent figyelt
meg lengyel akac- és harsmézekben, mig a Magyar Elelmiszerkonyv (2009b) 15 és 30%-
os értéket hatdroz meg. Bodo és munkatarsai (2021) magyar akacmézmintaiban az atlagos
Robinia pollentartalom 45,3% volt, mig a harsmézek esetén 45,9%-os értéket irtak le. Az
altalunk vizsgalt akacmézekben a Robinia pollen 46,6%, 51,8% és 56,1%-0s, a
harsmézekben a Tilia pollen 45,5%, 47,2% ¢és 53,6%-o0s aranyban volt jelen, ezzel
igazolva a mézmintak monofloralis eredetét. A napraforgoméz Helianthus pollentartalma
a legvaltozobb, 20 ¢és 90%-os érték kozott mozoghat az egyes napraforgdfajtak
pollentermelésétdl fiiggden (Oddo et al., 2004). A Sari és munkatarsai (2012) altal
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vizsgalt, Torokorszagbol szarmazé 50 napraforgdbméz minta 45-70%-ban tartalmazta a
dominans pollenszemcséket. Bod6 és munkatarsai (2021) 47,4% atlagos Helianthus
pollenaranyt mutattak ki magyar napraforgomézekben. A kutatasba bevont
napraforgémézek Helianthus pollenmennyisége 58,7%, 66,5% és 69,6%-o0s értékekkel
szintén megfelelt az irodalmakban leirtaknak. Az aranyvesszOméz esetén nincs
altalanosan elfogadott pollengyakorisagi hatarérték. Gyergyak és munkatarsai (2015) a
legalabb 40% Solidago pollent tartalmaz6 mézmintakat tekintették valodi
aranyvesszéméznek, amennyiben ez volt a leggyakoribb pollentipus. Czigle és
munkatarsai (2022) magyar aranyvesszOmézeknél 40,1%, szlovak mintaknal 42,9%,
lengyel mintak esetén pedig 57% és afeletti karakterisztikus pollent detektaltak. Kocsis
¢s munkatarsai (2022) magyar mintdknal 45,3%-0s értéket figyeltek meg. Az
aranyvesszoméz mintdink pollenspektruma az elvarasainknak megfeleléen 60,6%, 63,2%
és 73,4%-os értékekkel a Solidago pollent mutatta a dominans pollentipusnak. A Magyar
Elelmiszerkdnyvben a napraforgd- és aranyvesszomézek minimalis karakterisztikus

pollentartalmaro6l nem talalhat6 adat.

1. tdblazat: Pollentipusok relativ gyakorisaga a vizsgalatba bevont mézmintdkban

Mézmintik _ _ Pollen t_ipusa - rel_a_tiv gyakor_iség (%)
Robinia | Solidago | Helianthus | Tilia | Brassica | Asteraceae | Egyéb

2020 56,1 2,4 3,8 16,2 13,1 3,6 4,8

Akac 2021 51,8 - 8,8 14,5 8,3 9,1 75
2022 46,6 3,7 6,5 10,3 20,6 1,9 10,4

2020 1,7 63,2 2,3 0,6 7,6 9,8 14,8

Aranyvessz6 2021 4,8 73,4 3,6 1,9 6,7 8,4 1,2
2022 0,8 60,6 6,3 2,6 10,2 78 11,7

2020 18,8 0,7 16,3 47,2 1,7 4,4 10,9

Hérs 2021 20,3 15 10,2 53,6 2,1 5,6 6,7
2022 22,6 2,2 11,2 45,5 3,2 5,9 9,4

2020 13,2 3,4 66,5 8,4 - 3,6 49

Napraforgd 2021 16,4 2,7 58,7 13,8 0,5 1,8 6,1
2022 5,5 3,2 69,6 4,2 - 7,6 9,9
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25 um

5. abra: (a) akac — Robinia pseudoacacia, (b) hars — Tilia spp., (c) napraforgo —
Helianthus annuus, (d) aranyvessz6 — Solidago gigantea pollenszemcsék
fénymikroszkopos képe
(foto: Nagy-Radvanyi Lilla)

4.2. A vizsgalt fajtamézek fizikokémiai tulajdonsagai

A pollentartalom tanulmanyozasa mellett a mézek érzékszervi vizsgélata, illetve
tovabbi mindségi paramétereinek meghatdrozésa is hozzajarul a monofloralis eredet
igazoldsdhoz. A mézek szine, szaga és konzisztencidja, tovabba pH értéke és elektromos
vezetOképessége is kiilonbségeket mutathat az egyes fajtamézek esetén. Ezek a
vizsgalatok a mézhamisitast is feltarhatjak, mivel pl. cukorszirup hozzaadasaval a mézek
érszékszervi jellemz6i és mérhetd paraméterei is 1ényegesen megvaltozhatnak (da Silva
et al., 2016; Pauliuc et al., 2021; Kocsis et al., 2022).

Az altalunk tanulmanyozott mézmintak érzékszervi és fizikokémiai tulajdonsagai
megfeleltek az irodalmakban leirtaknak, illetve alatamasztottdk a mikroszkopos
pollenanalizis soran kapott eredményeinket (2. tablazat) (Nagy-Radvanyi et al., 2024). A
2022-es mézmintak jellemzdit a porgetést kovetden még friss allapotaban meghataroztuk,
mig a 2021-es és 2020-as mintaknal, egy illetve két év elteltével. Méréseink alapjan a pH
¢s elektromos vezetoképesség értékek esetén nem, viszont a mézek szinénél a tarolasi ido
dontd tényezd. A kezdeti vilagosabb szinhez képest a fajtamézek sotétedését tapasztaltuk
az évek eldrehaladasaval. Ku$ és munkatarsai (2014) a gyenge illath, viszkézus allaga
akacmézeket a legvilagosabb mézként jellemzik. A 26%-nal nagyobb aranyban Tilia
pollent tartalmazé harsmézeket vilagos borostyansarganak, az akacnal szilardabb

konzisztencidjunak és finomszemcsésen kristalyosodonak irtdk le, az altalunk vizsgalt
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2022-es mintakhoz hasonldéan. Cimpoiu és munkatarsai (2013) az akacmézekre atlagosan
magasabb szinparaméter értéket (210 mAU) kozoltek, mig Beretta és kutatocsoportja
(2005) alacsonyabbat (25 mAU), amely érték kozelitett a mi megfigyelésiinkh6z a 2022-
es akacméz minta (44,4 mAU) esetén. Sreckovi¢ és munkatarsai (2019) a szerb
akacmézeket szintén a legvilagosabb mézként definialtak. A kutatasba bevont 2022-es
akdcméz minta szine halvany és sargaszold volt, mig a 2021-es és 2020-as mintaké
kozelitett a 2022-es vilagos borostyan szinli harsméz minta szinéhez (44,4 — 103,1
mAU). Az 0Osszes vizsgalt fajtaméznél egy év alatt kovetkezett be a szinintenzitas-
valtozas jelentGs része, azonban szagban és allagban nem detektaltunk 1ényeges
kiilonbséget az évek elteltével. Sari és munkatarsai (2012) a napraforgdméz mintakat
vildgossarga szinnel és krémes, gyorsan kristalyosodé textiraval jellemezték, hasonléan
a mi megfigyeléslinkh6z. Brudzynski és Kim (2011) a tarolasi id6 novekedésével a
sOtétebb szinli mézek (pl. napraforgd) esetén nagyobb mértéki szinvaltozast mért, mint a
vildgosabb mézeknél (pl. boragd). Mi is jelentds sotétedést figyeltink meg a
napraforgdbméznél (116,6 — 422,8 mAU), azonban a vilagosabb akdcméznél is Iényeges
volt a kiilonbség. A vildgosabb harsméznél és a sotétebb aranyvesszOméznél nem volt
ilyen mértékli a valtozas, igy feltételezhetden a méz fajtdja a dontd €s nem a méz
kiindulasi szine a szinintenzitas valtozasanak mértékében. Az aranyvesszéméz mintakat
Ku$ és munkatarsai (2014), illetve Jasicka-Misiak és kutatocsoportja (2018) szintén
borostyansarga szinnel és jellegzetes illattal jellemezte. A lengyel aranyvesszémézek
szinintenzitasa (205 mAU) megkozelitette az altalunk mért szinparaméter értéket (236,9
mAU).

Korabbi kutatdmunkank soran nyolc fajtamézet elemeztiink és megfigyeltiik, hogy a
vildgos szinli mézek (akac, dmorakac, mézontofii, hars) alacsonyabb antioxiddns
kapacitassal és dsvanyianyag-tartalommal rendelkeztek, mint a sotétebb szinli mézmintak
(napraforgo, gesztenye, édeskomeény, zsalya). Tobb kutatdcsoport is bebizonyitotta, hogy
a sOtétebb fajtamézeknek jelentdsebb az antimikrobas hatasa (Oliveira et al., 2018;
Albaridi, 2019; Balazs et al., 2023). A vilagos borostyansarga harsmézek az asvanyi
anyagok tekintetében nagy mennyiségben tartalmaztak kaliumot, illetve az oxigéngyok
elnyel6 kapacitasuk (ORAC) is magasabb volt, mint pl. a sotétebb szini
napraforgomézeknek (Bodo et al., 2021), emellett (vilagos szine ellenére) az
antibakterialis aktivitasa is kiemelked6 a magyar fajtamézek kozott (Balazs et al., 2021;

Farkas et al., 2022; Balazs et al., 2023).
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Bér a vizsgalatainkba bevont fajtamézek szine iddvel sotétetedett, megfigyeléseink

alapjan a mézmintak antibakterialis hatasa csokkent (Nagy-Radvanyi et al., 2024). Abban

az esetben, ha a tarolasi idének koszonhetd a mézek sotétebb szine, ez inkabb a

mindségromlas egyik f6 paramétere, mintsem a jelent6sebb antioxidans és antimikrobas

aktivitasé. A hosszabb tarolds vagy melegités soran a cukrok szabad aminosavakkal

kondenzalédnak és ennek hatdsara barna pigmentek keletkeznek (Maillard-reakcid)
(Manzocco et al.,, 2001; Singh & Singh, 2018). A Maillard-reakciotermékek is
antioxidansként miikodhetnek (Singh & Singh, 2018), igy akar az évek ota tarolt mézek

antibakterialis aktivitdsahoz is hozzajarulhatnak, hiszen pl. a H2O2 tartalom iddvel

lebomlik,

kutatdomunkat igényel.

2. tablazat: Mézmintak érzékszervi jellemz6i és fizikokémiai paraméterei 2022-ben

azonban ennek a folyamatnak a megértése mindenképpen tovabbi

mérve
Mézminta, - Erzékszervi jellemzék ABS450-720 Elelftr,o mos’
g Ev . . . . vezetoképesség pH
Novény (Szin, Szag és Konzisztencia) (mAU)
(mS/cm)
Vilagos borostyan, gyenge illat, a
K + +
2020 folyékony, viszkézus 103,1 £3,0 0,132+ 0,01 3,30+ 0,02
Akac, Vilagos borostyan, gyenge illat, a
R. pseudoacacia 2021 folyékony, viszkdzus 99,3+3,3 0,121+0,01 3,22£0,03
Halvany, sargaszold, gyenge illat, b
2022 folyékony, viszkézus 44,4 +1,7 0,126 £0,01 3,27+ 0,06
Sotét borostyan, kdzepesen intenziv a
2020 illat, félszilard, finoman szemcsés 280,7+1,5 0,624 + 0,01 3,56+ 0,03
Aranyvessz0, Sotét borostyan, kdzepesen intenziv a
S. gigantea 2021 illat, félszilard, finoman szemcsés 2194+19 0,609+ 0,01 3,52+£004
Borostyansarga, kdzepesen intenziv b
2022 illat, félszilard, finoman szemcsés 236,9+3,2 0,615+0,00 3,59£0,03
2020 Borostyansarga, erds illat, 221.9+1.72 0,567 0,03 | 427+0,04
félszilard, finoman szemcsés i >
Hars, Borostyansarga, erds illat, a
Tilia spp. 2021 félszilard, finoman szemcsés 211,1+3.4 0,607+ 0,02 4,32+0,03
Vilagos borostyan, erds illat, b
2022 félszilard, finoman szemcsés 166,3+4,0 0,592+ 0,02 4,19:+£0,03
Sotét aranysarga, gyenge illat, a
2020 félszilard, durvan szemcsés 422.8+2,0 0,221+0,01 3,68 £ 0,04
Napraforgé, Sotét aranysarga, gyenge illat, a
H. annuus 2021 félszilard, durvan szemcsés 413,5+4,2 0,224+ 0,01 3,61+0,05
2022 Aranysérga, g}’/enge 111at,' félszilard, 11664 1.5° 0223 + 0,01 3.66 + 0,04
durvan szemcsés ’ ’

ABS450-720: a higitott mézmintak szinintenzitas értékei. Az adatok harom fliggetlen mérés

atlagai &+ szorasa (n = 3). A kiilonbozo kisbetiik szignifikans kiilonbséget jeleznek az évek

kozott adott fajtamézre vonatkozoan, a Student-féle t-proba szerint (p < 0,05).
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A méz pH-ja foként a disszocialt savaktol fligg, ami hatassal van a mikroorganizmusok
szaporodasara és az enzimaktivitasra egyarant. A mézmintak pH-értéke 3,22 és 4,32
kozott valtozott, a legmagasabb értékeket a harsmézekben (4,26 + 0,07), a
legalacsonyabbakat az akacmézekben (3,26 + 0,04) mértiik. A legalacsonyabb elektromos
vezetOképessége szintén az akacmézeknek volt (0,126 = 0,01 mS/cm), ezt kovették a
napraforgo- (0,222 £+ 0,002 mS/cm), a hars- (0,589 =+ 0,02 mS/cm) és az
aranyvesszémézek (0,616 + 7,2 mS/cm). A mintaink fizikokémiai paramétereinek
vizsgalata alapjan a pH, illetve a makro- és mikroelemtartalommal szorosan 6sszefiiggd
elektromos vezetOképesség az id6 fliggvényében nem valtozott (Nagy-Radvanyi et al.,
2024). A kiilonb6z6 évekbdl szarmazo azonos fajtamézeknél kozel egyforma értékeket
kaptunk, tovabba tobb kutatocsoport is a mi eredményeinkhez hasonld szamadatokat
kozolt (Juan-Borras et al., 2014; Majewska et al., 2019; Bodor et al., 2020; Pauliuc et al.,
2021; Dzugan et al., 2022).

4.3. A mézmintak MIC és MBC értékei

Minimalis gatld koncentracioként hataroztuk meg a méz azon legkisebb
Minél kisebb a MIC érték, annal jelentdsebb a fajtamézek antibakterialis aktivitasa. Ezzel
szemben a minimalis baktericid koncentracidé egy mézminta azon legkisebb
koncentracidja, amely a baktériumok 99,9%-at elpusztitja. Amennyiben nincs lényeges
kiilonbség a vizsgalt anyag/szer MIC és MBC értéke kozott, akkor a minta baktericidnek
tekinthetd, nagymértéki kiilonbség esetén bakteriosztatikus hatasrol beszéliink (Bouacha
et al., 2023). A tanulmanyozott mézmintak MIC és MBC értékei eltérést mutattak a
tarolasi id6, a méz fajtaja, illetve a vizsgalatba bevont baktériumtorzsek tekintetében (3.
¢s 4. tablazat). A legjelentdsebb antibakterialis hatast a hars- és a napraforgoméz fejtette
ki, mig a legkevésbé az akacméz volt hatékony. Eredményeink alapjan megfigyelhetd,
sziikség a megfeleld antibakterialis aktivitas eléréséhez. A 2020-as mézek esetén a MIC
értekek 42,5 és 50% kozott mozogtak, mig a 2022-es mintaknal 10 és 17,5 % kozott. Az
MBC értékeknél is hasonld nagysdgrendli kiilonbséget tapasztaltunk. A 2020-as
fajtamézek MBC értékei 47,5-57,5%, a 2022-es mintaké 15-25% kozott valtozott. A
2021-es mézmintak MIC eredményei 25 és 35% kozott mozogtak, az MBC vizsgalata

soran 30-40% kozotti értékeket hataroztunk meg. Magyar fajtamézek esetén elséként
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kiviteleztiink egy tobb évet érintd dsszehasonlitd vizsgalatot, ezzel bizonyitva a tarolasi

id6 fontossagat (Nagy-Radvanyi et al., 2024).

3. tablazat: A mézmintak MIC értékei (2022-ben mérve)

MIC értékek (%) | H. influenzae | H. parainfluenzae | P. aeruginosa | S. pneumoniae
2020 50 50 50 50
AKac 2021 30 30 35 32,5
2022 12,5 12,5 17,5 12,5
2020 47,5 47,5 50 50
Aranyvessz6 | 2021 27,5 27,5 35 30
2022 12,5 12,5 17,5 12,5
2020 42,5 42,5 47,5 45
Hars 2021 25 25 32,5 27,5
2022 10 10 12,5 10
2020 42,5 42,5 47,5 45
Napraforgé | 2021 25 25 32,5 30
2022 10 10 12,5 10

4. tablazat: A mézmintak MBC értékei (2022-ben mérve)

MBC értékek (%) | H. influenzae | H. parainfluenzae | P. aeruginosa | S. pneumoniae
2020 55 55 57,5 57,5
Akac 2021 37,5 37,5 40 37,5
2022 20 20 25 20
2020 55 55 57,5 55
Aranyvesszo | 2021 35 35 40 35
2022 20 20 25 20
2020 47,5 47,5 52,5 50
Hars 2021 30 30 35 32,5
2022 15 15 20 15
2020 50 50 55 50
Napraforgo | 2021 32,5 30 375 35
2022 15 15 20 15
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Tobb kutatocsoport is megallapitotta, hogy a legtdbb fajtaméznél az antibakterialis
hatds nagymértékben fiigg a hidrogén-peroxid tartalomtol (Bucekova et al., 2019;
Farkasovska et al., 2019), de az alacsony pH, a magas cukortartalom (ozmolaritas), az
antimikrobialis fehérjék/peptidek jelenléte is mind hozzajarulnak a méz antibakterialis
aktivitasahoz (Mandal et al., 2011, Nolan et al., 2019). Altalanossagban elmondhato,
hogy a mézek magas H20: és Osszpolifenol-tartalma erdteljes bakteriosztatikus, illetve
baktericid hatast eredményez (Bucekova et al., 2019). A nem-peroxid antibakterialis
hatas el6nye, hogy hosszabb tarolasi id6 hatasara is érintetlen marad (Libonatti et al.,
2014), mig a H20> id6vel lebomlik a katalaz enzimnek kdszonhetéen (Bucekova et al.,
2018). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az aktivitds megvaltozasanak folyamataban a
H20: jatszik kulcsszerepet, mivel a tobbi, antibakterialis aktivitasért felelés komponens
aranya (nem-peroxid 6sszetevok) nem valtozik ilyen mértékben az évek alatt (Libonatti
et al., 2014). Azonban a a bioldgiailag aktiv polifenolok lebomlasa is bekovetkezhet
magas ho és fénykitettség hatasara (Barnes et al., 2013).

Brudzynski és Kim (2011) hajdinamézek vizsgalata sordn megallapitottak, hogy a
tarolas els@ 3-6 honapjaban a mézek MIC értéke 50%-al csokken, mig a tovabbi
antibakterialis hatascsokkenés fokozatosan ment végbe a Bacillus subtilis és Escherichia
coli baktériumokkal szemben. Kisérletsorozatunkban egy év elteltével 50-60%-0s
aktivitascsokkenést figyeltiink meg a MIC értékek tekintetében az egyes fajtamézeknél
minden vizsgélt baktériumtorzs esetén. A legaktivabb hars és napraforgdéméz MIC értéke
12,5%-r61 32,5%-ra valtozott a legellenallobb P. aeruginosa baktériummal szemben.
Farkasovska ¢és munkatarsai (2019) szlovak akac-, hars-, repce-, napraforgd- ¢€s
vegyesviragméz tanulmanyozasakor megallapitottdk, hogy a H20O: tartalom erdsen
korrelalt a mézek MIC-ben kifejezett antibakterialis aktivitasaval. Eredményeinkhez
hasonloan a napraforgd- és a harsméz mutatta a legerdsebb antibakteridlis hatast. A
napraforgomézek HoO> mennyisége és MIC értéke kozott egyértelmi 6sszefiiggést irtak
le, ezzel ellentétben a harsmézek erételjes antibakterialis aktivitasa baktériumtorzstol
fliggben gyenge korrelaciot mutatott a HoO» tartalommal, vagy egyaltalan nem allt fent
az Osszefiiggés. A harsméz kivételes antimikrobas hatdsat mar tobb tanulmany is leirta és
a H2O2 mennyiségen kiviil egyéb tényezodket is felvetettek, amelyek potencialisan
szerepet jatszhatnak ennek a fajtaméznek az eredményességében (Matzen et al., 2018;
Farkasovska et al., 2019; Farkas et al., 2022; Sakac et al., 2022). Ilyen tényez6 lehet pl.
a magas polifenoltartalom, azonban a korabbi tanulmanyaink azt mutattadk, hogy a

harsméz erds antibakterialis hatdsa - a tobbi fajtamézzel ellentétben - nem fligg 0ssze a
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polifenolok mennyiségével. Alacsony antioxidans kapacitasa (kivéve az ORAC mérések
eredményei) ellenére jelentésebb antibakterialis aktivitassal rendelkezett, mint azok a
monofloralis mézek, amelyek fenolos vegyiiletekben gazdagabbak voltak (Bodo et al.,
2021; Farkas et al., 2022). Az antioxidans kapacitas az adott rendszerre vonatkozo 6sszes
antioxidans vegyiilet egyiittes hatasat jelenti (Cornetti, 2009). A metodikak specifikusak
egy adott reakcidra vagy antioxidansra, igy mindenképpen sziikséges tobb mérési eljaras
alkalmazasa a komplexebb Osszetételii mintaknal (Pellegrini et al., 2003). Sakaé és
munkatarsai (2022) 12 balkani régiobol szarmazdé mézminta vizsgalata soran
megallapitottak, hogy a harsmézek hatékonysaga a Staphylococcus torzsek ellen
megegyezett a mézontoflimézével (facéliaméz), habar a harsméz mintak polifenolszintje
szignifikdnsan alacsonyabb volt. Markervegyiiletként a lindenint azonositottak a
harsmézekben, tovabba nagyobb mennyiségii metil-sziringatot mértek benniik (Qiao et
al., 2020). Ez utobbi fenolos vegyiiletrdl ismert, hogy erds antioxidans és antibakterialis
hatast (Leyva-Jimenez et al., 2019), igy hozzajarulhat a harsméz kiemelkedd
antimikrobas tulajdonsagahoz. Egy masik tanulmanyban 40 azonositott fajtaméz koziil
csupan 5 mézben talaltak ferulinsavat, amelyek koziil 3 minta harsméz volt, egy
hajdinaméz ¢és egy filizfaméz. A fenolos természetii ferulinsavat szintén erds
antioxidansként tartjak szamon (Skadin$ et al., 2023). A napraforgdéméz nagymértékii
antibakterialis aktivitasarol kevés adat all rendelkezésre, ebben az esetben fontos
befolyasold tényezd lehet a napraforgd fajtaja és foldrajzi szarmazésa. Durovi¢ és
munkatarsai (2022) altal tanulmanyozott harom szerb mézmintdb6l a napraforgdméz
rendelkezett a masodik legerdsebb antibakteridlis hatassal, MIC értéke 12,5% volt a S.
aureus vagy Serratia marcescens baktériumokkal szemben. Mi is hasonl6 szamadatokat
kaptunk, a P. aeruginosa esetén a 2022-es naparforgoméz minta MIC értéke 12,5% volt,
mig a tobbi baktériumnal 10%. Ku$ és munkatarsai (2016) 14 lengyel fajtaméz
antibakterilis aktivitasanak elemzése soran az akac-, hars- és aranyvesszomézek MIC
értékét is meghataroztak. A harsméznél hozzank hasonléan (2022-es minta) 12,5%-0s,
mig az akac- €s aranyvesszomézeknél 25%-os eredményt kozoltek a P. aeruginosa-nal.
Az alacsonyabb antibakterialis aktivitassal rendelkezd és még friss allapotdban megmért
akac- és aranyvesszOméz mintaink MIC értéke 17,5% volt az emlitett baktériummal
szemben. Skadins és kutatocsoportja (2023) 40%-os MIC és MBC értéket allapitott meg
a harsmézeknél szintén a P. aeruginosa-nal egy mintat kivéve, ahol 10%-0s adatokat
kozoltek. Valosziniisithetden a mintak alacsony harspollen-tartalma, az eltérd foldrajzi

eredet, illetve a hiivosebb idéjarasi koriilmények is hatassal voltak a lett mintak
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antibakterialis aktivitasara, amely joval gyengébb volt (egy minta kivételével), mint
amelyet a magyar harsmézeknél tapasztaltunk. Vizsgalatsorozatunkban a
legérzékenyebbnek a Haemophilus torzsek mutatkoztak, mig a leginkabb ellenalld
baktériumnak a P. aeruginosa bizonyult. Tkaczenko ¢és munkatarsai (2023) kiilonb6z6
lengyel harsmézmintak antibakterialis hatasat agarlyuk diffiizios modszerrel tesztelték
Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumokkal szemben. Mig a S. aureus és az
Escherichia coli érzékenyek voltak a mézes kezelésre, addig a P. aeruginosa a mi
megfigyeléseinkhez  hasonldéan  ellenallobbnak  mutatkozott. Egy  2023-as
tanulmanyunkban, ahol sebfert6zést okozd baktériumtorzsek ellen teszteltik magyar
fajtamézek antibakterialis aktivitasat, szintén a P. aeruginosa MIC értéke volt a
legmagasabb a masik két baktériumhoz képest (methicillin-rezisztens Staphylococcus
aureus - MRSA, Streptococcus epidermidis) (Balazs et al., 2023).

A P. aeruginosa fertézések soran lehetdség szerint a prevenciora és az antibakterialis
kezelés azonnali megkezdésére kell 6sszpontositani, azonban sokszor elkeriilhetetlen a
fertdz¢s, foként a korhazi kornyezetben. Kombinalt terapiaval védekezhetiink a fert6zés
tovabbterjedése ellen, de ezt jelentésen megnehezitheti egyes P. aeruginosa torzsek
multidrogrezisztenciaja (Reynolds & Kollef, 2021). Bar a vizsgalatsorozatunkban a P.
aeruginosa volt a legellenallobb baktérium, a 2022-es mézmintak antibakterialis
aktivitasa igy is jelentds volt, hasonldéan mint a tobbi vizsgalatba bevont 1égiti patogénnel
szemben, ebbdl kifolydlag az in vivo és klinikai kisérletek utan érdemes fontolora venni

a méz klinikumban torténo felhasznalasat.

4.4. A vizsgalt fajtamézek biofilmképzodést gatlo hatasa

Korabbi tanulmanyainkban megjelent adatokkal (Balazs et al.,, 2021, 2023)
Osszhangban mindegyik altalunk vizsgalt magyar fajtaméz rendelkezett biofilm-ellenes
aktivitassal. A kisérletsorozatban a higitott mézmintakat MIC/2 koncentracidban
alkalmaztuk, hiszen a célunk nem az adott baktériumtorzs elpusztitisa volt, hanem a
fajtamézek bakterialis biofilmtermelésre kifejtett hatdsanak monitorozasa. A kiilonb6zd
monofloralis mézek eltéré mértékben hatottak a négy, vizsgalatba bevont baktériumtérzs
képességét. Megfigyeléseink alapjan a hosszabb ideig tarolt mézek biofilm-ellenes hatasa
kisebb mértékli a frissen vizsgalt mintdkhoz képest. Eredményeinket a kontrolltol valo

eltérés formajaban, a gatlasi ratak szazalékos aranyanak feltiintetésével szemléltettiik (6.
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abra). A 2022-es fajtamézekhez képest a 2020-as mintak biofilmképzddést gatldo hatasa
kozel a felére csokkent. A 2020-as mézmintdk esetén az atlagos gatlasi arany 34,7-53,4%
kozott valtozott, mig a 2022-es mézeknél 67,9-83,2% kozotti értékeket mértiink. A 2021-
es mintdk 45,3-66,8%-ban gatoltdk a bakterialis biofilmképzddést. A hars- és a
napraforgéméz biofilm-gatldé hatasa volt a legmagasabb, a 2022-es mintaknal a gatlasi
arany elérte a 80%-ot a Haemophilus torzsekkel szemben. Alacsonyabb aktivitast
mutattak az akdc- €és aranyvesszomézek, de a 2022-es friss mintdk ebben az esetben is
atlagosan 70%-ban gatoltak a biofilmképzddést a valasztott baktériumtorzseknél. Minden
évet figyelembe véve a mézmintak a Haemophilus torzsekkel szemben tudtak a
legjelentdsebb biofilm-ellenes hatast kifejteni, mig a P. aeruginosa és a S. pneumoniae

torzsek esetén alacsonyabb volt az aktivitasuk (Nagy-Radvanyi et al., 2024).
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6. abra: Mézmintak gatl6 hatasa H. influenzae (A), H. parainfluenzae (B), P.
aeruginosa (C) és S. pneumoniae (D) biofilm képzésére. Ak-akacméz, H-harsméz, N-
napraforgdméz, Ar-aranyvesszoméz. Az adatokat dobozdiagramok segitségével fejeztiik
Ki: a minimum és maximum értékeket fiiggdleges vonalak, mig a diagramon beliili mediant
vizszintes vonallal abrazoltuk. A dobozok feletti kiilonb6z6 kisbetiik a gatlasi aranyok
atlagai kozotti szignifikans kiilonbségeket, a dobozok feletti azonos kisbetiik az egymastol

szignifikansan nem elt
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lagértékeket jelolik a Student-féle t-proba szerint (p < 0,01).




A 2022-es harsméz minta 81,3 és 81,6%-0s biofilmgatlasi aranyt mutatott a H.
parainfluenzae és H. influenzae torzsekkel szemben. A S. pneumoniae baktériumnal
78,2%-0s, a legellenallobb P. aeruginosa-nal 74,5%-0s biofilmgatlast eredményezett a
harsmézes kezelés. Megfigyeléseinkhez hasonldoan a Kozép- és Eszak-Eurdpabol
szarmaz6 harsmézek is erds antibakterialis és biofilm-gatlo aktivitassal rendelkeztek
(Matzen et al., 2018; Farkasovska et al., 2019; Balazs et al., 2021; Farkas et al., 2022;
Balazs et al., 2023). Matzen és munkatarsai (2018) tizenegy dan mézminta és manukaméz
elemzése soran a harsmézet talaltdk a legerdsebb antibakteridlis hatasunak. Majkut és
kutatocsoportja (2021) négy mézminta (hars-, repce-, hajdina- és viragméz)
antibakterialis aktivitasanak elemzése soran (P. aeruginosa-val szemben) szintén erre a
kovetkeztetésre jutott. Ennek ellenére a legtobb, mézet tartalmazd gyogyaszati
készitmény (pl. mézes kotszerek, torokspray-k) a szintén jelentds antimikrobas
aktivitassal rendelkez6 0j-zélandi manukamézet tartalmazza. Emiatt nélkiil6zhetetlen az
europai fajtamézek atfogd vizsgalata, hiszen a helyi termeldk altal eldallitott pl. harsméz
helyettesithetné a manukamézet az adott termékekben, igy csokkentve a szallitasi idot és
a szallitas soran bekovetkezd esetleges mindségromlas kockazatat (ho- és fénykitettség).
Nem elhanyagolhaté szempont a helyben hozzaférhetd, Eurdpaban gyakorinak szamitod
fajtamézek konnyebb elérhetdsége és joval alacsonyabb beszerzési ara a manukamézéhez
viszonyitva. Skadin§ és munkatarsai (2023) 40 lett monofloralis mézminta elemzésekor,
kivalasztotta azt a 16 fajtamézet, amelyek az agarlyuk diffuzios eljaras és a MIC
meghatarozas (mikrodilticios modszer) alapjan alkalmasak lehettek a tesztbaktériumok
biofilmképzésének gatlasara. A 10% MIC értékkel rendelkezd harsméz is a kivalasztott
fajtamézek kozott szerepelt és a P. aeruginosa baktériumnal 40%-ban, az MRSA esetén
60% felett gatolta a biofilmképzddést. A mi esetiinkben is a P. aeruginosa volt a kevésbé
érzékeny patogén, bar sajat vizsgalatunkban a nagyobb MIC érték ellenére (2022-es minta
— 12,5%) mi joval magasabb gatlasi aranyt (74,5%) figyeltink meg. Skadin$ és
kutatocsoportja (2023) jelent6sebb gatlast k6zolt a Gram-negativ baktériumok (E. coli,
P. aeruginosa) esetén, mint a Gram-pozitivaknal (S. aureus, MRSA). Az E. coli biofilm
biomasszajanak novekedését 53-65%-ban gatoltak a vizsgalt mézmintdk, a S. aureus
baktériumnal 25-62%-ban. Eredményeink alapjan a Gram-pozitiv S. pneumoniae
nagyobb mértékii ellenallast mutatott a mézes kezelésekre (mind a négy fajtaméz esetén),
mint a Gram-negativ Haemophilus torzsek. Ujabb vizsgalatokra lenne sziikség tovabbi

Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumtorzsek bevondsaval, hogy nagy biztonsaggal
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megallapithatd legyen, melyik csoportba tartozo baktériumok biofilmképzését tudjak
nagyobb eséllyel gatolni az egyes méztipusok.

Bar kisérleteinkben az akdcméz a tobbi fajtamézhez képest alacsonyabb antibakterialis
és biofilm-ellenes aktivitast mutatott a 1éguti korokozokkal szemben, a sebfert6zéseknél
jelentds lehet a hatasa. Ranzato és munkatarsai (2013) megfigyelték, hogy az akac- és
hajdinamézek aktivabbak voltak a sebek zarodasanak -eldsegitésében, mint a
manukamézek. Az antibakterialis hatas mellett az akacméz indukalta az interleukinek
(IL-4, IL-6 és IL-8) mennyiségének novekedését, ezaltal elésegitve a sebgyogyulas
folyamatat. Az altalunk vizsgalt 2022-es akdcméz minta biofilmgatlasi aranya 74,1% volt
a H. parainfluenzae baktériummal szemben ¢és a H. influenzae esetén is nagyon hasonlo,
75%-os értéket kaptunk. A S. pneumoniae biofilmképzését 70,3%-kal csokkentette, a P.
aeruginosa baktériumét 67,9%-kal.

Bolognese ¢és munkatarsai (2016) is a P. aeruginosa-t valasztottdak modell
mikroorganizmusnak és arra keresték a valaszt, hogy melyek azok a genetikai tényezok,
amelyek szerepet jatszhatnak a baktérium mézstresszre adott valaszaban.
Korongdiffiizios modszerrel tesztelték a valasztott fajtamézek (akac, hars, gesztenye,
narancs, feny6, manuka) antibakterialis aktivitasat a PAO]1 tdrzs ellen. Az akéac-, narancs-
¢és eukaliptuszméz csak 20%-os koncentracid esetén mutatott aktivitast, mig a hars-,
gesztenye- és manukaméz mar 15%-os koncentracional is jelentds gatlast eredményezett.
A legkiemelkeddbb a feny0méz (mézharmatmézek egyik tipusa) volt, igy ezt a fajtamézet
hasznaltak az érzékeny P. aeruginosa mutansok kivalasztasara. Mind a négy mutansnak
karosodott a hidrogén-peroxidot megkotd katalaz A (KatA) enzim miikddése. A
tovabbiakban a katA gén eliminaldsa a kutatocsoport varakozasainak megfelelden
nemcsak a H20»-dal szemben, hanem mas bioaktiv vegyiiletekkel szemben is érzékennyé
tették az egyes mutansokat, beleértve a manukaméz f6 antibakterialis hatéanyagat, a
metilglioxalt. A genetikai komplementacio, valamint az extracellularis katalazt
tartalmazd PAOI1 feliillusz6 hozzaadasa helyreallitotta a mézzel szembeni nagyobb
toleranciat minden mutansban. Amennyiben természetes modon nem tartalmaz KatA
enzimet a P. aeruginosa baktérium, a biofilmbe rendez6dés kovetkeztében akar egy
masik torzs baktériumsejtjétdl is megkaphatja a katA gént horizontalis géntranszfer
segitségével. Ebbdl kifolyolag fontos a bakterialis biofilmek 1étrejottének gatlasa, hiszen
megakadalyozhatjuk a baktériumsejtek kozotti géncserét, ezzel novelve a kiilonbozo

terapidk sikerességének esélyét.
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A 2022-es napraforgdbméz minta 82,7%-kal csokkentette a biofilmképzodést a H.
parainfluenzae-nél és 83,2%-kal a H. influenzae baktériumnal. A S. pneumoniae esetén a
gatlasi arany kozel 80% volt (79,2%), de a P. aeruginosa-nal is 75% feletti értéket
mértiink. Korabbi tanulmanyunkban, ahol akac-, hars- ¢és napraforgomézek biofilm-
ellenes hatasat teszteltiik 1éguti patogének ellen, a legerésebb gatlast (80-83%) a
harsméznél tapasztaltuk mindegyik baktériumtorzs (H. influenzae, H. parainfluenzae, P.
aeruginosa, S. pneumomiae) esetében. A napraforgémézek gatlasi aranya 75 és 80%-0S
érték kozott mozgott, a legkevésbé gatldo akacméz mintak biofilmképzodést gatlo hatasa
69-75% kozott valtozott (Balazs et al., 2021). Eredményeink alapjan a 2022-es
napraforgdméz a biofilm termel6dését jelentésebben csokkentette, mint az azonos évbol
szarmaz6 harsméz. A 2020-as és 2021-es mintdknal a harsméznek volt jelentdsebb a
biofilm-ellenes aktivitasa és korabbi vizsgalatsorozatunk is ezeket az eredményeket
tamasztja ala. A napraforgémézeknél fontos szerepet jatszhat a napraforg6 fajtaja a gatlo
hatas mértékében.

Az 6zonndvények komoly gondot jelentenek a hazai dkoszisztémak diverzitdsanak
megdrzésében. Biomasszajuk jelentds, ezért napjainkban egyre tobb kezdeményezés tlizi
ki célul az 0zonnovények hasznositasat. Ennek fényében a hazankban kiterjedt
allomanyokat alkotd, jelentds természetvédelmi karokat okozd magas aranyvesszd
(Solidago gigantea) viragaibol nyerhet6 méz kiegészité kezelésként torténd hasznalata
szamottevé lehet. A 2022-es aranyvesszOméz 78%-os gatlasi aranyt mutatott a
Heamophilus toérzsekkel szemben, mig ez az érték a S. pneumoniae baktériumnal 74,2%-
ra, a P. aeruginosa esetén 70%-ra csokkent. Jelen kisérletsorozatunkat megeléz6en mar
teszteltiik az aranyvesszéméz biofilm-ellenes hatasat sebfertdzést kivaltd baktériumok (P.
aeruginosa, S. epidermidis, MRSA) ellen. Ebben a vizsgalatban a hars- és a gesztenyeméz
volt a legkiemelkeddbb, az aranyvesszéméz mintanal 50-60%-os gatlast figyeltiink meg
(Balazs et al., 2023).

Szamos kutatocsoport beszamolt azokrdl a baktériumfajokrol, amelyek nagy
érzékenységet mutattak a mézre: Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes, Helicobacter pylori, Mycobacterium tuberculosus, E. coli, P.
aeruginosa, Micrococcus luteus és Bacillus subtilis (Al-Waili et al., 2011; Albaridi, 2019;
Mama et al., 2019; Yilmaz & Aygin, 2020). Ezek koziil is az egyik legtobbet vizsgalt a
P. aeruginosa, azonban a H. influenzae és a H. parainfluenzae baktériumok mézzel
torténd kezelésérl kevés adat all rendelkezésre. Newby és munkatarsai (2018)

megfigyelései alapjan a H. influenzae érzékenységet mutatott a SurgihoneyRO-ra
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(engedéllyel rendelkezd, CE-jelolést steril méz, amelyet biologiailag ugy alakitottak ki,
hogy lehetové tegye a HoO2 szabalyozott felszabadulasat hosszabb idén keresztiil). A
mézminta jelentés mértékben gatolta a baktérium biofilmképzését. Kiemelendd, hogy a
méz biologiai aktivitasat H. parainfluenzae ellen korabbi tanulmanyunkban elséként irtuk
le, illetve els6ként bizonyitottuk az akac-, hars-, és napraforgomézek Haemophilus
torzsekkel szembeni antibakterialis és biofilm-ellenes aktivitasat (Balazs et al., 2021).
Mindemellett az aranyvesszomézek ezen tulajdonsagait ugyancsak elsoként tartuk fel a
H. influenzae és H. parainfluenzae 1éguti patogének esetén (Nagy-Radvanyi et al., 2024).
Az egyes fajtamézek vizsgalata S. pneumoniae baktériummal szemben kevesebb
figyelmet kapott a P. aeruginosa-hoz képest, azonban azt tobb kutatas is alatdmasztotta,
hogy a streptococcusok érzékenyek a mézes kezelésre (Moussa et al., 2012; Patel et al.,
2013; Ramsay et al., 2019). Ot kiilénbozd finn fajtaméz koziil az erdei deréceméz
(Epilobium angustifolium) bizonyult a leghatékonyabbnak a S. pneumoniae ellen,
Osszehasonlitva a hanga-, voros afonya-, hajdina- és torpemalnamézzel (Huttunen et al.,
2013). Huttunen kiemelte, hogy a S. pneumoniae volt a legérzékenyebb a S. pyogenes és
a S. aureus baktériumokhoz képest. Korabbi publikacionkban elséként kozoltiink
adatokat az akac-, hars- és napraforgomézek biofilmképzddést gatldo hatasarol a S.
pneumoniae esetén (Balazs et al., 2021), illetve az aranyvesszéméz biofilm-ellenes
hatasat is els6ként irtuk le ennél a baktériumnal (Nagy-Radvanyi et al., 2024).
Kutatocsoportunk elséként térképezte fel négy kiillonb6zé magyar fajtaméz tarolasi
idejével Osszefiiggd biofilm-ellenes hatas csokkenését Gram-pozitiv és Gram-negativ

1éguti baktériumokkal szemben.

4.5. Mézmintik membrandegradalé tulajdonsaga

A Gram-festés technikdja lehetdvé tette a baktériumok sejtfal tulajdonsagaik alapjan
torténd megkiilonboztetését és ennek kdszonhetden Gram-pozitiv vagy Gram-negativ
osztalyba sorolasat. A Gram-pozitiv baktériumokat citoplazmamembran és vastag sejtfal
(tobb rétegii peptidoglikan, teikolsav, lipoteikolsav, némi fehérje és szénhidrat) jellemzi,
a Gram-negativ baktériumoknal a citoplazmamembran mellett egy kiils6 membran
(lipopoliszacharidok — LPS, kiilsé6 membranfehérjék, porinok) is megfigyelhetd, amelyek
kozott egy vékony peptidoglikan réteg helyezkedik el (Reichmann & Griindling, 2011;
Sohlenkamp & Geiger, 2016). Természetes védelmiiknek kdszonhetden a Gram-negativ

baktériumok ellen hatastalanok a Gram-pozitiv baktériumokkal szemben alkalmazott
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antibiotikumok. Ezek a szerek a Gram-negativ baktériumokra jellemzd kiilsé membranon
nem képesek atjutni, igy nem érik el célpontjukat (példaul a vancomycin esetében a
peptidoglikan réteget a két membran kozotti periplazmaban, ahol — Gram-pozitiv
baktériumok esetén — a vancomycin a peptidoglikdnok kozotti keresztkotések 1étrejottét
gatolja) (Tsuchido & Takano, 1988). Ahhoz, hogy egy antibiotikum ki tudja fejteni
antimikrobidlis hatdsat, el kell jutnia sejten beliili célpontjdhoz, majd ott olyan
koncentracioban kell felhalmozddnia, amelyben mar képes aktivitast mutatni, példaul egy
adott sejtfolyamatot gatolni (Walsh, 2000). Ezen tények ismeretében elengedhetetlen
olyan alternativ megoldasok keresése, amelyek eldsegitik a bakterialis membran
roncsolasat.

A méz egyik hatdsmechanizmusanak bemutatdsahoz a korabbi vizsgdlatokban magas
aktivitdst mutatdé harsmézet valasztottuk. Ennél a kisérletsorozatnal is tobb évbol
mézoldatok membrandegradalo hatasat Gram-pozitiv (S. pneumoniae) és Gram-negativ
(P. aeruginosa) baktérium esetén is tanulmanyoztuk (5. tablazat). A 2020-as harsmézes
kezelésnél a bakteridlis membran integritdsdnak elvesztése 60%-os ¢és afeletti
koncentracioban volt megfigyelhetd, mig a 2021-es minta alkalmazéasakor a 40%-0S
koncentraciondl is tortént membrandegradéacio. A 2020-as mintanal, a 60 és 90%-0S
koncentraciok esetén tapasztaltuk a legnagyobb kiilonbséget, mindkét vizsgalatba bevont
patogénnél. A P. aeruginosa és S. pneumoniae baktériumoknal a 60%-0s
mézkoncentracid 7,6 és 9,7%-os bakterialis orokitdanyag kiomlést eredményezett, ezzel
szemben a 90%-0s 45,2 és 49,9%-ot. A legnagyobb DNS felszabadulast a 2022-es
harsméz hasznélatakor mértiik, itt az alacsony 20%-o0s koncentracional is volt aktivitas.
A S. pneumoniae baktériumnal a 2022-es, 60%-os mézes kezelést alkalmazva a
felszabadult DNS mennyisége elérte a 43,7 %-ot. A DNS felszabadulas kinetikajanak
vizsgalata érdekében a mintak 60%-os oldatat kiillonb6zd iddintervallumokban (20, 40,
60 és 90 perc) mértiik. Ez a kisérlet kimutatta, hogy a bakterialis membran lebomlasa a
harsmézes (2020, 2021, 2022) kezelés utan hany perc elteltével kezd6dott meg (6.
tablazat). A 2022-es harsméznél mar a 20. percnél, mig a 2020-as esetén a 60. percnél
detektaltunk bakterialis DNS-t. Eredményeink alapjan a Gram-negativ P. aeruginosa
ebben az esetben is ellenallobb baktériumnak bizonyult a Gram-pozitiv S. pneumoniae-
hoz képest (5. és 6. tablazat) (Nagy-Radvanyi et al., 2024).
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5. tablazat: Harsmézek hatasa a DNS felszabadulasara Gram-negativ (P. aeruginosa) és

Gram-pozitiv (S. pneumoniae) baktériumok esetén (2022-ben mérve)

Harsméz DNS felszabadulas a baktériumsejtekbal (%)
Ev  |Koncentricié (%) P. aeruginosa S. pneumoniae

0 0 0
20 0 0

2020 40 0 0
60 7,6+0,92 9,7+1,3"
90 452+258 49,9+3,0°
0 0 0
20 0 0

2001 40 8,7+1,38 113+2,1°
60 18,8 +2,32 21,6 +2,62
90 56242582 60,1+2,9P
0 0 0
20 10,9+2,12 152+2,4"

2022 40 287+2,12 38,6+ 1,20
60 392+1,72 43,7+2,8°
90 100 100

Az adatok hat fliggetlen mérés atlagai + szdrasa (n = 6). Ugyanabban a sorban lathato

kiilonbozo kisbetiik mind a harom év esetén szignifikans kiilonbséget jeleznek a két baktérium

kozott a Student-féle t-teszt szerint (p < 0,05).

56




6. tablazat: 60%-os (w/w) harsmézekkel kezelt Gram-negativ (P. aeruginosa) és Gram-

pozitiv (S. pneumoniae) baktériumokbol felszabaduld, 260 nm-en abszorbeald

nukleinsav kinetikaja (2022-ben mérve)

Harsméz DNS felszabadulas a baktériumsejtekbol (%)
Ev Idé (perc) P. aeruginosa S. pneumoniae

0 0 0
20 0 0
60 7.6+092 97+13P
90 98+1,3% 10,5+2,28
0 0 0
20 0 0

2021 40 124+238 1424230
60 18,8 +2.312 21,6+2,612
90 232+18°2 293+3,1P
0 0 0
20 2254252 265+1.8"P

2022 40 3514252 405+22"P
60 392+1,78 43,7+2,8 b
90 65.1+3,02 69822

Az adatok hat fliggetlen mérés atlagai + szdrasa (n = 6). Ugyanabban a sorban lathato
kiilonb6z6 kisbetlik mind a harom év esetén szignifikans kiilonbséget jeleznek a két baktérium

ko6zott a Student-féle t-teszt szerint (p < 0,05).

Egy masik membrandegradacios kisérletsorozatunkban tapasztaltakhoz hasonloan a
harsmézes kezelést kovetden a Gram-pozitiv S. pneumoniae baktériumnal jelentésebb
volt a bakterialis orokitéanyag felszabadulas, mint a Gram-negativ P. aeruginosa esetén
(Balazs et al., 2021). Ebben a tanulmanyban 40%-os mézkoncentraciéo alatt nem
tapasztaltunk aktivitast egyik fajtaméznél sem, azonban az efeletti koncentracioknal a
2022-es harsmézes kezelés eredményei Osszecsengenek a korabban mértekkel. A P.
aeruginosa ¢és S. pneumoniae baktériumokbdl tavozott DNS mennyisége 60%-0s
mézkoncentracional 40,2 és 42,5% volt, mig a jelenlegi vizsgalatoknal 39,2 és 43,7%. A

bakteridlis membran lebomlasanak idébeli tanulméanyozésa soran is kozel azonos
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értékeket kaptunk mindkét baktériumtorzsnél. Egy 2023-as publikacionkban ugyancsak
kozelitd adatokat kaptunk, a harsméz 40 és 60%-os koncentraciojanal 35,8% és 44,5%
kiomlott DNS-t detektaltunk a P. aeruginosa esetén (Balazs et al., 2023). Otmani és
munkatarsai (2021) kutatasa is alatamasztja azt a tényt, miszerint a Gram-pozitiv
baktériumok szerkezeti felépitésiiknek koszonhetéen kevésbé ellenalldak a mézes
kezeléseknek. Esetiikben a Gram-pozitiv S. aureus membranjat hatékonyabban
degradaltak az algériai mézek, mint a Gram-negativ Salmonella typhi baktériumét,
azonban tobb olyan tanulmany is megjelent, amelyben a Gram-negativ baktériumok
bizonyultak érzékenyebbnek (Combarros-Fuertes et al., 2019; Combarros-Fuertes et al.,
2020). Egyik korabbi kutatomunkank (Balazs et al., 2023) is ezt mutatja, ahol sebfertdzést
okoz6d baktériumtorzseket vizsgaltunk. Combarros ¢€s munkatarsai (2019, 2020)
megfigyelték, hogy az avokado-, gesztenye- és manukamézek nagyobb mértékben
degradaltak a Gram-negativ E. coli membranjat, mint a Gram-pozitiv S. aureus
baktériumét, tovabba a kronikus sebeket okozo patogének elemzése soran a P. aeruginosa
DNS felszabadulasa (pl. 60%-o0os mézkoncentraci6 — 44,5%) a harsméz hatasara
jelentésebb volt, mint a Gram-pozitiv S. epidermidis (38,3%) vagy MRSA (39,4%) esetén
(Balazs et al., 2023). Bar ezeknek a baktériumoknak a kiils6 membranja nagyobb
védelmet nyujthat, azonban a lipopoliszacharid réteg elpusztitasaval megnd a kiilso
membran permeabilitdsa, amely nagymértékben hozzajarulhat a DNS felszabadulasdhoz
(Brudzynski & Sjaarda, 2014). Ezek az eltérd eredmények azt mutatjak, hogy a
baktériumok szerkezeti felépitése kisebb mértékben jatszhat szerepet az ellenéllas
kialakitasaban, inkabb az egyes torzsek sajatos védelmi mechanizmusai a dontok.
Vizsgalatsorozatunkban a 2022-es harsméz mind a két tesztbaktérium membranjat
sikeresen degradalta, ezzel elérve a bakterialis orokitdanyag felszabadulasat és biztositva
a baktériumsejt pusztulasat. Habar a 2020-as és 2021-es mintdk aktivitdsa alacsonyabb
volt, a mézkoncentracido novelésével igy is jelentds roncsolas érhetd el. A méz, mint
kiegészitd kezelés hozzajarulhat az eredményes antibiotikum-terapidhoz és a rezisztencia

visszaszoritasahoz.
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4.6. A SEM médszer eredményei

A konnyl kezelhetGség és a vizsgalando minta viszonylag egyszerii elokészitése miatt
a scanning elektronmikroszképokat széles korben hasznaljdk, tobbek kozott a
mikrobiologidban is. Népszertiségének oka, hogy lehetové teszi a vizsgalt anyag
kiilonb6zé betekintési szogekbdl torténd tanulmanyozasat, illetve manapsag mar
nemcsak a minta feliilletének kozelébdl kaphatd informacid, hanem szerkezeti,
topografikus és dsszetételbeli adatokat is nyerhetiink (Li & Craig, 2023).

A magas aktivitasi harsméz Gram-pozitiv (S. pneumoniae) és Gram-negativ (P.
aeruginosa) baktériumok biofilmképzésére kifejtett gatlo hatasat SEM felvételeken
szemléltettiik (7. abra). A kezeletlen mintdk esetén kialakult a bakterialis biofilmek
haromdimenzioés szerkezete (7. A és E abra), mig a kezelt mintaknal a mézek koranak
megfeleld mértékben gatlddott a biofilmképzddés. A 2020-as és 2021-es harsméz kisebb
mértékben csokkentette a biofilm képzddését (7. B, C, F és G abra), mint a 2022-es (7. D
¢és H abra), hasonldan a korabbi eredményekhez. A 2020-as és 2021-es mézmintak esetén
a baktériumsejtek kitapadtak ¢és a mikrokoloniak is kialakultak, de Iényegesen kevesebb
baktériumsejt alkotta a képz6dott biofilmet. Ezzel szemben a 2022-es harsmézzel kezelt,
kiilonallo S. pneumoniae baktériumsejtek degradalodtak és a sejtanyaguk kifolyt (7. H
abra). A P. aeruginosa-nal csokkent a biofilm biomasszajanak mennyisége, de a
baktériumsejtek épek maradtak (7. D 4bra). A kezeletlen mintak képein megfigyelhetd,
hogy a P. aeruginosa azonos idg alatt jelentésebb mennyiségii biofilmet termel, mint a S.
pneumoniae (7. A és E abra), ezzel is hozzajarulva az ellenalloképessége fokozasahoz

(Nagy-Radvanyi et al., 2024).
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7. abra: P. aeruginosa (A, B, C, D) és S. pneumoniae (E, F, G, H) scanning

elektronmikroszkopos felvételei. Baktériumtorzsek kontrollmintai (A, E); kiilonb6z6

S. pneumoniae (F, G, H). ,,H” képen a nyilak a degradalodott baktériumsejteket jelolik.
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A P. aeruginosa altal kivaltott kronikus 1éguti fertézéseknél a patogén 6nalldan vagy
mas baktériumokkal kevert biofilmet alkotva eredményezi a megbetegedést (Hoiby et al.,
2010). Egy frissen megjelent publikdcionkban a gesztenyeméz hatékonyan gatolta a P.
aeruginosa és az MRSA kevert biofilmjének termelédését. A SEM felvételek alapjan a
kezelés hatasara a sejtek planktonikus format vettek fel és nem voltak képesek a
haromdimenzioés szerkezet kialakitasara (Koloh et al., 2024). Egy 2023-as
tanulmanyunkban szintén a gesztenyeméz biofilm-ellenes aktivitasat szemléltettiik
Gram-pozitiv (S. epidermidis) és Gram-negativ (P. aeruginosa) baktériumokkal
szemben. A gesztenyemézes kezelés ellenére a P. aeruginosa-nal Osszetapadt
baktériumsejteket figyeltiink meg a scanning eletronmikroszkoppal készitett képeken,
habar a biofilmképz6dés jelentdsen csokkent, mig a S. epidermidis esetén a sejtek
planktonikus formaban voltak jelen. Skadin$ és munkatarsai (2023) a SEM analizis soran
megallapitottak, hogy a Gram-negativ E. coli baktériumnal 50%-kal csokentette a biofilm
biomasszajat a mézes kezelés. A Gram-pozitiv S. aureus-nal kisebb mértékii volt a
biofilm-ellenes hatas a legtobb mézminta alkalmazasakor, azonban két fajtaméz
(gesztenye- és hangaméz) esetén ugyancsak 50%-os csokkenést irtak le. Ez a vizsgalat is
jol szemlélteti, hasonléan a membrandegradacios kisérletekhez, hogy az egyes
baktériumtorzsek egyedi tulajdonsagai (pl. a P. aeruginosa alginatnyak termelése) azok,
amelyek meghatarozzak az ellenalloképességet és nem a Gram-negativ vagy Gram-
pozitiv csoportba sorolas. A fajtamézek egyedi sajatossagai is hozzajarulnak ahhoz, hogy

a mézmintak eltérd hatasfokkal képesek csokkenteni a biofilm képzdodését.
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5. OSSZEFOGLALAS

Az antibiotikum-rezisztencia visszaszoritasahoz az alternativ megoldasok keresése
soran fontos az 1j, akdr természetes anyagok alaposabb megismerése, illetve az
alkalmazasuk eldnyeinek és hatranyainak feltérképezése. A méz erds antibakterialis
hatassal rendelkezik, azonban ahhoz, hogy egy antibiotikum-terapia kiegészit6 kezelése
lehessen, tobb szempontot is figyelembe kell venni. Tanulmanyunk ravilagit a méz
botanikai eredetének fontossagara, hiszen egyes fajtamézek jelentdésebb baktériumgatld
hatast képesek kifejteni, illetve az is 1ényeges, hogy az adott mézre legérzé¢kenyebb
baktériumtorzs ellen torténjen a kezelés. Megallapitottuk, hogy a vizsgalatba bevont,
légti infekciot kivaltd patogének koziil (Gram-negativ H. influenzae, H. parainfluenzae,
P. aeruginosa és Gram-pozitiv S. pneumoniae) a P. aeruginosa volt a legellenallobb
baktérium a mézzel szemben az in vitro mikrobiologiai Kisérletek alapjan. Mézmintaink
koziil a hars- és napraforgdéméz rendelkezett a legjelentdsebb antibakterialis aktivitassal,
foként a két Haemophilus térzzsel szemben, hasonldan a tobbi mézmintahoz, ahol szintén
ezek a baktériumok bizonyultak a legérzékenyebbnek. Az 6z6nnovényként szamontartott
S. gigantea-r6l szarmazd aranyvesszOméz, illetve az akacméz gatlo hatdsa sem
elhanyagolhat6. Kutatdsunk valaszt adott arra a kérdésre is, hogy a méz kora mennyiben
befolyasolhatja az antibakterialis hatast, illetve milyen mértékben csokken az biofilm-
ellenes aktivitas a tarolasi id6 fliggvényében. A frissen porgetett fajtamézek mellett
feltartuk az egy és két éve tarolt mézmintak biofilm-ellenes hatésat, illetve az emogott
allo egyik hatdsmechanizmust, a membrandegradaciét €és ennek kinetikajat. Ezen
vizsgéalatok soran kapott eredményeinket SEM felvételekkel szemléltettiik.
Kutatomunkank alapjan a gyodgyaszati célra (preventiv és kiegészitd terapiaként)
alkalmas mézeket érdemes minél frissebben felhasznalni a kiilonb6z6 kezelések soran,
hiszen ebben az esetben fejtik ki a legjelentdsebb antibakterialis aktivitast. A viralis
eredetli akut 1éguti fertzésekben az antibiotikum hasznalat csokkentése elengedhetetlen,
hiszen indokolatlan és karos. Az akut fazist kovetden kiilondsen nagy a veszélye a
bakterialis feliilfertézésnek, ebben az esetben a méz fogyasztasa elsérendii, kivalo
eszkoze lehet a felilfert6z6dés megeldzésének, ezaltal eldsegitve a felesleges

antibiotikum alkalmazast.
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Uj tudomanyos eredményeinket az alabbiakban foglaljuk ossze:

1. Magyar fajtamézek esetén elsdként valositottunk meg egy tobb évet érintd
Osszehasonlitod kisérletsorozatot, ezzel bizonyitva a tarolasi id0 fontossagat a
mézek antibakterialis aktivitdsa szempontjabol. A mézek gatld hatasa kozel a

felére csokkent két év elteltével.

2. Megallapitottuk, hogy a tarolasi id6 fliggvényében nem valtoztak a mézek
fizikokémiai paraméterei (pH ¢és elektromos vezetoképesség), azonban a mintak
szinének sotétedését tapasztaltuk. A szinvaltozas folyamata leginkabb az elsd egy

évben ment végbe.

3. Elsoként tartuk fel a komoly természetvédelmi karokat okozd magas aranyvesszd
mézének H. influenzae és H. parainfluenzae Gram-negativ 1éguati patogénekkel
szembeni antibakterialis és biofilm-ellenes aktivitasat (2022-es friss mintanal a
gatlasi rata: 78,1 és 78,3%).

4. Sikeresen bizonyitottuk az aranyvesszoméz biofilmképzddést gatld hatasat (2022-

es mintanal a gatlasi rata: 74,2%) a Gram-pozitiv S. pneumoniae baktérium esetén.

5. Elsékeént irtuk le, hogy a harsméz esetén a tarolasi id6 fliggvényében mekkora
mézkoncentraciora (egy év elteltével min. 40%, két év utan min. 60%) van

szlikség a bakterialis membran degradalasihoz.

63



6. IRODALOMJEGYZEK

10.

11.

12.

13.

Abuelgasim H., Albury C., Lee J. (2021): Effectiveness of honey for
symptomatic relief in upper respiratory tract infections: a systematic review and
meta-analysis. BMJ Evid. Based. Med. 26:57-64.

Albaridi N.A. (2019): Antibacterial Potency of Honey. Int. J. Microbiol.
2019:2464507.

Albaridi N.A. (2019): Antibacterial Potency of Honey. Int. J. Microbiol.
2019:2464507.

Almasaudi S. (2021): The antibacterial activities of honey. Saudi J. Biol. Sci.
28:2188-2196.

Algarni A.S., Owayss A.A., Mahmoud A.A., Hannan M.A. (2014): Mineral
Content and Physical Properties of Local and Imported Honeys in Saudi Arabia.
J. Saudi Chem. Soc. 18:618-25.

Al-Waili N.S., Salom K., Butler G., Al Ghamdi A.A. (2011): Honey and
Microbial Infections: A Review Supporting the Use of Honey for Microbial
Control. J. Med. Food. 14:1079-1096.

Amariei S., Norocel L., Scripca L.A. (2020): An innovative method for
preventing honey crystallization. IFSET. 66: 102481.

An S.-Q., Murtagh J., Twomey K.B., Gupta M.K., O’Sullivan T.P., Ingram R.,
Valvano M.A., Tang J.L. (2019): Modulation of antibiotic sensitivity and
biofilm formation in Pseudomonas aeruginosa by interspecies signal analogues.
Nat. Commun. 10:2334.

Antuori A., Giménez M., Linares G., Pere-Joan Cardona P-J. (2023):
Characterization of respiratory bacterial co-infection and assessment of
empirical antibiotic treatment in patients with COVID-19 at hospital admission.
Sci. Rep. 13:19302.

Asma S.T., Imre K., Morar A., Herman V., Acaroz U., Mukhtar H., Arslan-
Acaroz D., Shah S.R.A., Gerlach R. (2022): An overview of biofilm formation-
combating strategies and mechanisms of action of antibiofilm agents. Life
(Basel). 12:1110.

Babin B.M., Atangcho L., van Eldijk M.B., Sweredoski M.J., Moradian A., Hess
S., Tolker-Nielsen T., Newman D.K., Tirrell D.A. (2017): Selective proteomic
analysis of antibiotic-tolerant cellular subpopulations in pseudomonas
aeruginosa biofilms. mBio. 8:e01593-17.

Bagge N., Hentzer M., Andersen J.B., Ciofu O., Givskov M., Heiby N. (2004):
Dynamics and spatial distribution of - lactamase expression in Pseudomonas
aeruginosa biofilms. Antimicrob. Agents Chemother. 48:1168-1174.

Bajanca-Lavado M.P., Cavaco L., Fernandes M., Touret T., Candeias C., Simdes
A.S., Sa-Ledao R. (2022): Haemophilus influenzae Carriage among Healthy
Children in Portugal, 2015-2019. Microorganisms. 10:1964.

64



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Balazs V.L., Nagy-Radvanyi L., Bencsik-Kerekes E., Koloh R., Szabo D.,
Kocsis B., Kocsis M., Farkas A. (2023): Antibacterial and Antibiofilm Effect of
Unifloral Honeys against Bacteria Isolated from Chronic Wound Infections.
Microorganisms. 11:509-516.

Balazs V.L., Nagy-Radvanyi L., Filep R., Kerekes E., Kocsis B., Kocsis M.,
Farkas A. (2021): In Vitro Antibacterial and Antibiofilm Activity of Hungarian
Honeys against Respiratory Tract Bacteria. Foods. 10:1632.

Barnes J.S., Foss F.W., Schug K.A. (2013): Thermally accelerated oxidative
degradation of quercetin using continuous flow kinetic electrospray-ion trap-
time of flight mass spectrometry. J. Am. Soc. Mass Spectrom. 24:1513-1522.

Belfield K., Bayston R., Hajduk N., Levell G., Birchall J.P., Daniel M. (2017):
Evaluation of combinations of putative anti-biofilm agents and antibiotics to
eradicate biofilms of Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. J.
Antimicrobial. Chemother. 72:2531-2538.

Bennis S., Chami F., Chami N., Bouchikhi T., Remmal A. (2004): Surface
alteration of Saccharomyces cerevisiae induced by thymol and eugenol. Lett.
Appl. Microbiol. 38:454-8.

Beretta G., Granata P., Ferrero M., Orioli M., Facino R.M. (2005):
Standardization of antioxidant properties of honey by a combination of
spectrophotometric/fluorimetric assays and chemometrics. Anal. Chim. Acta.
533:185-191.

Bernal-Mercado A.T., Gutierrez-Pacheco M.M., Encinas-Basurto D., Mata-
Haro V., Lopez-Zavala A.A., Islas-Osuna M.A., Gonzalez-Aguilar G.A., Ayala-
Zavala J.F. (2020): Synergistic mode of action of catechin, vanillic and
protocatechuic acids to inhibit the adhesion of uropathogenic Escherichia coli
on silicone surfaces. J. Appl. Microbiol. 128:387-400.

Bhatt P., Bhatt K., Huang Y., Li J., Wu S., Chen S. (2023): Biofilm formation in
xenobiotic-degrading microorganisms. Crit. Rev. Biotechnol. 43:1129-1149.

Bodé A., Radvanyi L., Készegi T., Csepregi R., Nagy D.U., Farkas A., Kocsis
M. (2021): Quality Evaluation of Light- and Dark-Colored Hungarian Honeys,
Focusing on Botanical Origin, Antioxidant Capacity and Mineral Content.
Molecules. 26:2825.

Bodor Z., Kovacs Z., Rashed M.S., Kékai Z., Dalmadi 1., Benedek C. (2020):
Sensory and Physicochemical Evaluation of Acacia and Linden Honey
Adulterated with Sugar Syrup. Sensors (Basel). 20:4845.

Bogdanov S., Liillmann C., Martin P. (1997): Harmonised methods of the
European Honey Commission. Apidologie. 1-59.

Bogdanov S., Ruoff K., Oddo L.P. (2004): Physico-chemical methods for the
characterisation of unifloral honeys: a review. Apidologie. 35:4-17.

Bolognese F., Bistoletti M., Barbieri P., Orlandi V.T. (2016): Honey-sensitive
Pseudomonas aeruginosa mutants are impaired in catalase A. Microbiology
(Reading). 162:1554-1562.

65



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Borges A., Ferreira C., Saavedra M.J., Simdes M. (2013): Antibacterial activity
and mode of action of ferulic and gallic acids against pathogenic bacteria.
Microb. Drug Resist. 19:256-265.

Bouacha M., Besnaci S., Boudiar 1. (2023): An Overview of The Most Used
Methods to Determine The In Vitro Antibacterial Activity of Honey. Acta
Microbiol. Bulg. 39:23-30.

Brooks L.R.K., Mias G.I. (2018): Streptococcus pneumoniae's Virulence and
Host Immunity: Aging, Diagnostics, and Prevention. Front. Immunol. 9:1366

Brudzynski K. (2020): A current perspective on hydrogen peroxide production
in honey. A review. Food Chem. 332:127229.

Brudzynski K., Kim L. (2011): Storage-induced chemical changes in active
components of honey de-regulate its antibacterial activity. Food Chem.
126:1155-1163.

Brudzynski K., Sjaarda C. (2014): Antibacterial Compounds of Canadian
Honeys Target Bacterial Cell Wall Inducing Phenotype Changes, Growth
Inhibition and Cell Lysis That Resemble Action of f-Lactam Antibiotics. PLoS
ONE. 9:€106967.

Bucekova M., Buriova M., Pekarik L., Majtan V., Majtan J. (2018):
Phytochemicalsmediated production of hydrogen peroxide is crucial for high
antibacterial activity of honeydew honey. Sci. Rep. 8:1-9.

Bucekova M., Jardekova L., Juricova V., Bugarova V., Di Marco G., Gismondi
A., Leonardi D., Farkasovska J., Godocikova J., Laho M., Klaudiny J., Majtan
V., Canini A., Majtan J. (2019): Antibacterial Activity of Different Blossom
Honeys: New Findings. Molecules. 24:1573.

Butler D.F., Myers A.L. (2018): Changing epidemiology of Haemophilus
influenzae in children. Infect. Dis. Clin. North. Am. 32:119-128.

Camara M., Green W., MacPhee C.E., Rakowska P.D., Raval R., Richardson
M.C., Slater-Jefferies J., Steventon K., Webb J.S. (2022): Economic significance
of biofilms: a multidisciplinary and crosssectoral challenge. NPJ Biofilms.
Microbiomes. 8:42.

Chantawannakul P., Ramsey S. (2018): The Overview of Honey Bee Diversity
and Health Status in Asia. Asian Beekeeping in the 21st Century. Springer,
Berlin. pp 1-39.

Charani E., Holmes A. (2019): Antibiotic stewardship—Twenty years in the
making. Antibiotics. 8:7.

Chegini Z., Khoshbayan A., Moghadam M.T., Farahani I., Jazireian P., Shariati
A. (2020): Bacteriophage therapy against Pseudomonas aeruginosa biofilms: a
review. Ann. Clin. Microbiol. 19:1-17.

Chou J. W., Skornicki M., Cohen J.T. (2018): Unintended consequences of the
potential phase-out of gamma irradiation. F1000Res. 7:348.

66



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Ciofu O., Moser C., Jensen P.@., Haiby N. (2022): Tolerance and resistance of
microbial biofilms. Nat. Rev. Microbiol. 20:621-635.

CLSI (2012): Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for
Bacteria That Grow Aerobically; Approved Standard — Ninth Edition. CLSI
Document. M07-A9. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute.

Cogen A.L., Nizet V., Gallo R.L. (2008): Skin microbiota: A source of disease
or defence? Br. J. Dermatol. 158:442-455,

ColvinK.M., Irie Y., Tart C.S., Urbano R., Whitney J.C., Ryder C., Howell P.L.,
Wozniak D.J., Parsek M.R. (2012): The Pel and Psl polysaccharides provide
Pseudomonas aeruginosa structural redundancy within the biofilm matrix.
Environ. Microbiol. 14:1913-1928.

Combarros-Fuertes P., Estevinho L.M., Teixeira-Santos R., Rodrigues A.G.,
Pina-Vaz C., Fresno J.M., Tornadijo M.E. (2019): Evaluation of Physiological
Effects Induced by Manuka Honey Upon Staphylococcus aureus and
Escherichia coli. Microorganisms. 7:258.

Combarros-Fuertes P., Estevinho L.M., Teixeira-Santos R., Rodrigues A.G.,
Pina-Vaz C., Fresno J.M., Tornadijo M.E. (2020): Antibacterial Action
Mechanisms of Honey: Physiological Effects of Avocado, Chestnut, and
Polyfloral Honey upon Staphylococcus aureus and Escherichia coli. Molecules.
25:1252.

Cornetti U. (2009): Antioxidant use in nutraceuticals. Clin. Dermatol. 27:175-
94.

Czigle S., Filep R., Balazova E., Szentgyorgyi H., Balazs V.L., Kocsis M.,
Purger D., Papp N., Farkas A. (2022): Antioxidant Capacity Determination of
Hungarian-, Slovak-, and Polish-Origin Goldenrod Honeys. Plants (Basel).
11:792.

Czipa N. Andrési D., Kovécs B. (2015): Determination of essential and toxic
elements in Hungarian honeys. Food Chem. 175:536-542.

da Silva P.M., Gauche C., Gonzaga L..V, Costa A.C., Fett R. (2016): Honey:
Chemical composition, stability and authenticity. Food Chem. 196:309-23.

Davies D.G., Geesey G.G. (1995): Regulation of the alginate biosynthesis gene
algC in Pseudomonas aeruginosa during biofilm development in continuous
culture. Appl. Environ. Microbiol. 61:860-867.

Di Pasquale G., Salignon M., Le Conte Y., Belzunces L.P., Decourtye A.,
Kretzschmar A., Suchail S., Brunet J.L., Alaux C. (2013): Influence of pollen
nutrition on honey bee health: do pollen quality and diversity matter? PLoS One.
8:e72016.

Ding L., Yang Y., Zheng C., Sun G.,, Han R., Guo Y., Yin D., Wu S., Zhu D.,
Hu F. (2022). Activities of eravacycline, tedizolid, norvancomycin,
nemonoxacin, ceftaroline, and comparators against 1,871 Staphylococcus and
1,068 Enterococcus species isolates from china: updated report of the CHINET
study 2019. Microbiol Spectr. 10:0171522.

67



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

Domenech M., Garcia E., Moscoso M. (2012): Biofilm formation in
Streptococcus pneumoniae. Microb. Biotechnol. 5:455-465.

Dubey G.P., Mohan G.B.M., Dubrovsky A, Amen T., Tsipshtein S., Rouvinski
A., Rosenberg A., Kaganovich D., Sherman E., Medalia O., Ben-Yehuda S.
(2016): Architecture and Characteristics of Bacterial Nanotubes. Dev. Cell.
36:453-461.

Durovic V., Mandi¢ L., Mijatovi¢ M., Mileti¢ N., a Radovanovi¢c M.,
Mladenovi¢ J., PeSakovi¢c M., Puki¢ D. (2022): Comparative analysis of
antibacterial and antioxidant activity of three different types of honey. Acta
Agric. Serb. 27:115-120.

Dzugan M., Mitek M., Kielar P., Stepien K., Sidor E., Bocian A. (2022): SDS-
PAGE Protein and HPTLC Polyphenols Profiling as a Promising Tool for
Authentication of Goldenrod Honey. Foods. 11:2390.

Escrichre 1., Juan-Borras M., Visquert M., Valiente J.M. (2023): An overview
of the challenges when analysing pollen for monofloral honey classification.
Food Cont. 143: 109305.

Escuredo O., Dobre 1., Ferndndez-Gonzalez M., Seijo M.C. (2014): Contribution
of botanical origin and sugar composition of honeys on the crystallization
phenomenon. Food Chem. 149:84-90.

Farkas A., Balazs V.L., Koszegi T., Csepregi R., Kerekes E., Horvath G., Szabo
P., Gaal K., Kocsis M. (2022): Antibacterial and Biofilm Degradation Effects of
Hungarian Honeys Linked with Botanical Origin, Antioxidant Capacity and
Mineral Content. Front. Nutr. 9:953470.

Farkasovska J., Bugarova V., Godocikova J., Majtan V., Majtan J. (2019): The
Role of Hydrogen Peroxide in the Antibacterial Activity of Different Floral
Honeys. Eur. Food Res. Technol. 245:2739-2744.

Flemming H.-C., Wingender J. (2010): The biofilm matrix. Nat. Rev. Microbiol.
8:623-633.

Flemming H-C., Baveye P., Thomas N.R., Stoodley P., Szewzyk U., Wingender
J., Wuertz S. (2021): Who put the film in biofilm? The migration of a term from
wastewater engineering to medicine and beyond. NPJ Biofilms Microbiomes
7:10.

Gellatly S.L., Hancock R.E. (2013): Pseudomonas aeruginosa: New insights
into pathogenesis and host defenses. Pathog. Dis. 67:159-173.

Gessard C. (1984): Classics in infectious diseases. On the blue and green
coloration that appears on bandages. By Carle Gessard (1850-1925). Rev. Infect.
Dis. 1984, 6:775-776.

Gorjanovi¢ S.Z., Alvarez-Suarez J.M., Novakovié M.M., Pastor F.T., Pezo L.,
Battino M., Suznjevié¢ D.Z. (2013): Comparative analysis of antioxidant activity
of honey of different floral sources using recently developed polarographic and
various spectrophotometric assays. J. Food Compos. Anal. 30:13-18.

68



67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

Grooters K.E., Ku J.C., Richter D.M., Krinock M.J., Minor A., Li P., Kim A,
Sawyer R., Li Y. (2024): Strategies for combating antibiotic resistance in
bacterial biofilms. Front. Cell. Infect. Microbiol. 14:1352273.

Guler A., Bakan A., Nisbet C., Yavuz O. (2007): Determination of important
biochemical properties of honey to discriminate pure and adulterated honey with
sucrose (Saccharum officinarum L.) syrup. Food Chem. 105:1119-1125.

Gupta K., Marques C.N.H., Petrova O.E., Sauer K. (2013): Antimicrobial
tolerance of Pseudomonas aeruginosa biofilms is activated during an early
developmental stage and requires the two- component hybrid SagsS. J. Bacteriol.
195:4975-4987.

Gupta P., Sarkar S., Das B., Bhattacharjee S., Tribedi P. (2016): Biofilm,
pathogenesis and prevention-a journey to break the wall: a review. Archives of
Microbiology. 198:1-15.

Gupta P., Sarkar S., Das B., Bhattacharjee S., Tribedi P. (2016): Biofilm,
pathogenesis and prevention-a journey to break the wall: a review. Arch
Microbiol. 198:1-15.

Gilindogdul E., Cakmaker S., Sat G.I. (2019): An Overview of Honey: Its
Composition, Nutritional and Functional Properties.

Gyergyak K., Boros B., Marton K., Felinger A., Papp N., Farkas A. (2015):
Bioactive constituents and antioxidant activity of some Carpathian Basin
honeys. Nat. Prod. Res. 11 245-250.

Hakansson A.P., Orihuela C.J., Bogaert D. (2018): Bacterial-Host Interactions:
Physiology and Pathophysiology of Respiratory Infection. Physiological
Reviews. 98:781-811.

Hall-Stoodley L., Nistico L., Sambanthamoorthy K., Dice B., Nguyen D.,
Mershon W.J., Johnson C., Ze Hu F., Stoodley P., Ehrlich G.D., Post J.C. (2008):
Characterization of biofilm matrix, degradation by DNase treatment and
evidence of capsule downregulation in Streptococcus pneumoniae clinical
isolates. BMC Microbiol. 8:173.

Hatjina F, Costa C, Biichler R, et al. Population dynamics of European honey
bee genotypes under different environmental conditions. Journal of Apicultural
Research 53 (2014): 233-247.

Hermanns R., Mateescu C., Thrasyvoulou A., Tananaki C., Wagener
F.A.D.T.G., Cremers N.A.J. (2019): Defining the standards for medical grade
honey. J. Apic. Res. 59:1-11.

Hermosin 1., Chicon R.M., Dolores Cabezudo M. (2003): Free Amino Acid
Composition and Botanical Origin of Honey. Food Chem. 83:263-268.

Hindler J.A., Jorgensen J.H. (2011): Susceptibility Test Methods: Fastidious
Bacteria. In Manual of Clinical Microbiology. Washington, USA.

Heiby N. (1977): Pseudomonas aeruginosa Infection in cystic fibrosis.
Diagnostic and prognostic significance of Pseudomonas aeruginosa precipitins

69



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

determined by means of crossed immunoelectrophoresis. A survey. Acta Pathol
Microbiol Immunol Scand. 262:1-96.

Heiby N., Ciofu O., Bjarnsholt T. (2010): Pseudomonas aeruginosa biofilms in
cystic fibrosis. Futur. Microbiol. 5:1663-1674.

Holubova A., Chlupacova L., Cetlova L., Cremers N.A.J., Pokorna A. (2021):
Medical-Grade Honey as an Alternative Treatment for Antibiotics in Non-
Healing Wounds-A Prospective Case Series. Antibiotics (Basel). 10:918.

Horak R.D., Leonard S.P., Moran N.A. (2020): Symbionts shape host innate
immunity in honeybees. Proc. Biol. Sci. 287:20201184.

Ielapi N., Nicoletti E., Lor¢ C., Guasticchi G., Avenoso T., Barbetta A., de
Franciscis S., Andreucci M., Sapienza P., Serra R. (2020): The role of biofilm in
central venous catheter related bloodstream infections: evidence-based nursing
and review of the literature. Rev. Recent Clin. Trials. 15:22-27.

Jasicka-Misiak I., Makowicz E., Stanek-Wandzel N. (2018): Chromatographic
fingerprint, antioxidant activity, and colour characteristic of polish goldenrod
(Solidago virgaurea L.) honey and flower. Eur. Food Res. Technol. 244:1169-
1184.

Juan-Borras M., Domenech E., Hellebrandova M., Escriche 1. (2014): Effect of
country origin on physicochemical, sugar and volatile composition of acacia,
sunflower and tilia honeys. Food Res. Int. 60:86-94.

Kamal M.A., Klein P. (2011): Determination of sugars in honey by liquid
chromatography. Saudi J. Biol. Sci. 18:17-21.

Kaplan J.B., Ragunath C., Ramasubbu N., Fine D.H. (2003): Detachment of
Actinobacillus actinomycetemcomitans Biofilm Cells by an Endogenous -
Hexosaminidase Activity. J. Bacteriol. 185:4693-4698.

Kelly A.M., McLoughlin R.M. (2020): Target the Host, Kill the Bug; Targeting
Host Respiratory Immunosuppressive Responses as a Novel Strategy to Improve
Bacterial Clearance During Lung Infection. Front. Immunol. 11:767.

Kerekes E.-B., Dedk E., Tako M., Tserennadmid R., Petkovits T., Végvolgyi C.,
Krisch J. (2013): Anti-Biofilm Forming and Anti-Quorum Sensing Activity of
Selected Essential Oils and Their Main Components on Food-Related Micro-
Organisms. J. Appl. Microbiol. 115:933-942.

Khan F., Abadin Z.U., Rauf N. (2007): Honey: Nutritional and Medicinal Value.
Int. J. Clin. Pract. 61:1705-7.

Khan S.U., Anjum S.1., Rahman K., Ansari M.J., Khan W.U., Kamal S., Khattak
B., Muhammad A., Khan H.U. (2018). Honey: single food stuff comprises many
drugs. Saudi J. Biol. Sci. 25:320-325.

Khatami S.H., Vakili O., Ahmadi N., Soltani Fard E., Mousavi P., Khalvati B.,
Maleksabet A., Savardashtaki A., Taheri-Anganeh M., Movahedpour A. (2021):
Glucose oxidase: applications, sources, and recombinant production. Biotechnol.
Appl. Biochem. 69:939-950.

70



94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

Khataybeh B., Jaradat Z., Ababneh Q. (2023): Anti-bacterial, anti-biofilm and
anti-quorum sensing activities of honey: A review. J. Ethnopharmacol.
317:116830.

Kim L., McGee L., Tomczyk S., Beall B. (2016): Biological and
Epidemiological Features of Antibiotic-Resistant Streptococcus pneumoniae in
Pre- and Post-Conjugate Vaccine Eras: a United States Perspective. Clin.
Microbiol. Rev. 29:525-52.

King P. (2012): Haemophilus influenzae and the lung (Haemophilus and the
lung). Clin. Transl. Med. 1:10.

Kirketerp-Mgller K., Stewart P.S., Bjarnsholt T. (2020): The zone model: A
conceptual model for understanding the microenvironment of chronic wound
infection. Wound Repair. Regener. 28:593-599.

Koch C. (2002): Early infection and progression of cystic fibrosis lung disease.
Pediatr. Pulmonol. 34:232-236

Kocsis M., Bod6 A., Kdszegi T., Csepregi R., Filep R., Hoffmann G., Farkas A.
(2022): Quality Assessment of Goldenrod, Milkweed and Multifloral Honeys
Based on Botanical Origin, Antioxidant Capacity and Mineral Content. Int. J.
Mol. Sci. 23:7609.

Koloh R., Balazs V.L., Nagy-Radvanyi L, Kocsis B., Kerekes E.B., Kocsis M.,
Farkas A. (2024): Chestnut Honey Is Effective against Mixed Biofilms at
Different Stages of Maturity. Antibiotics (Basel). 13:255.

Koo H., Xiao J., Klein M., Jeon J. (2010): Exopolysaccharides Produced by
Streptococcus mutans Glucosyltransferases Modulate the Establishment of
Microcolonies within Multispecies Biofilms. J. Bacteriol. 192:3024-3032.

Krishnakumar G.S., Mahendiran B., Gopalakrishnan S., Muthusamy S.,
Elangovan S.M. (2020): Honey based treatment strategies for infected wounds
and burns: A systematic review of recent pre-clinical research. Wound Med.
30:100188.

Krishnan R., Mohammed T., Kumar G.S., SH A. (2021): Honey crystallization:
Mechanism, evaluation and application. J. Pharm. Innov. 10:222-231.

Kus$ P.M., Congiu F., Teper D., Sroka Z., Jerkovi¢ 1., Tuberoso C.I.G. (2014):
Antioxidant activity, color characteristics, total phenol content and general
HPLC fingerprints of six Polish unifloral honey types. LWT - Food Sci. Technol.
55:124-130.

Kus$ P.M., Jerkovi¢ 1., Marijanovi¢ Z., Kranjac M., Tuberoso C.I.G. (2018):
Unlocking Phacelia tanacetifolia Benth. honey characterization through
melissopalynological analysis, color determination and volatiles chemical
profiling. Food Res. Int. 106:243-253.

Ku$ P.M., Szweda P., Jerkovi¢ I., Tuberoso C.I. (2016): Activity of Polish
unifloral honeys against pathogenic bacteria and its correlation with colour,
phenolic content, antioxidant capacity and other parameters. Lett. Appl.
Microbiol. 62:269-76.

71



107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

Lee V.T., Matewish J.M., Kessler J.L., Hyodo M., Hayakawa Y., Lory S. (2007):
A cyclic-di-GMP receptor required for bacterial exopolysaccharide production.
Mol. Microbiol. 65:1474-1484.

Leyva-Jimenez F.J., Lozano-Sanchez J., Borras-Linares I., de la Luz Cadiz-
Gurrea M., Mahmoodi-Khaledi E. (2019): Potential Antimicrobial Activity of
Honey Phenolic Compounds against Gram Positive and Gram Negative
Bacteria. LWT.101:236-245.

Li C., Craig J. (2023): Particle Orientation Adjustment Inside Scanning Electron
Microscope: Side View Approach. Microsc. Microanal. 29:174-175.

Li Y., Min L., Zhang X. (2021): Usefulness of procalcitonin (PCT), C-reactive
protein (CRP), and white blood cell (WBC) levels in the differential diagnosis
of acute bacterial, viral, and mycoplasmal respiratory tract infections in children.
BMC Pulm. Med. 21:386.

Libonatti C., Varela S., Basualdo M. (2014): Antibacterial activity of honey: A
review of honey around the world. JMAA. 6:51-56.

Liu S., Chen L., Wang L., Zhou B., Ye D., Zheng X., Lin Y., Zeng W., Zhou
T., Ye J. (2022): Cluster differences in antibiotic resistance, biofilm formation,
mobility, and virulence of clinical enterobacter cloacae complex. Front.
Microbiol. 13:814831.

Liu W., Russel J., Rader H.L., Madsen J.S., Burmelle M., Serensen S.J. (2017):
Low-abundant species facilitates specific spatial organization that promotes
multispecies biofilm formation. Environ. Microbiol. 19:2893-2905.

Liu Y., Han L., Yang H., Liu S., Huang C. (2020) Effect of apigenin on
surfaceassociated characteristics and adherence of Streptococcus mutans. Dent.
Mater. J. 39:933-940.

Lv X., Wang L., Mei A., Xu Y., Ruan X., Wang W., Shao J., Yang D., Dong X.
(2023): Recent Nanotechnologies to Overcome the Bacterial Biofilm Matrix
Barriers. Small. 19:€2206220.

MaY., Zhang B., LiH., Li Y., Hu J.,, Li J., Wang H., Deng Z. (2017): Chemical
and molecular dynamics analysis of crystallization properties of honey. Int. J.
Food Prop. 20:725-733.

Machado De-Melo A.A., Almeida-Muradian L.B., Sancho M.T., Pascual-Maté
A. (2018): Composition and properties of Apis mellifera honey: A review. J.
Apic. Res. 57:5-37.

Magiorakos A.P., Srinivasan A., Carey R.B., Carmeli Y., Falagas M.E., Giske
C.G., Harbarth S., Hindler J.F., Kahlmeter G., Olsson-Liljequist B., Paterson
D.L., Rice L.B., Stelling J., Struelens M.J., Vatopoulos A., Weber J.T., Monnet
D.L. (2012): Multidrug-resistant, extensively drug-resistant and pandrug-
resistant bacteria: an international expert proposal for interim standard
definitions for acquired resistance. Clin. Microbiol. Infect. 18:268-81.

72



119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

Magyar Elelmiszerkonyv (Codex Alimentarius Hungaricus) (2009a): 1-3-
2001/110 szamu irdnyelv. A termékek megnevezései, meghatirozasai ¢és
jellemz8i — Méz. Magyar Elelmiszerkonyv Bizottsag, Budapest.

Magyar Elelmiszerkonyv (Codex Alimentarius Hungaricus) (2009b): 2-100
szamu iranyelv. Megkiilonboztetd mindségi jeldléssel ellatott mézfélékrol.
Magyar Elelmiszerkényv Bizottsag, Budapest.

Magyar Elelmiszerkényv (Codex Alimentarius Hungaricus) (2009c): 3-2-
2009/1 szamu iranyelv. Méz mintavételi és vizsgalati mddszerei. Magyar
Elelmiszerkonyv Bizottsag, Budapest.

Majewska E., Druzynska B., Wotosiak R. (2019): Determination of the botanical
origin of honeybee honeys based on the analysis of their selected
physicochemical parameters coupled with chemometric assays. Food Sci.
Biotechnol. 28:1307-1314.

Majkut M., Kwiecinska-Pirog J., Wszelaczynska E., Poberezny J., Gospodarek-
Komkowska E., Wojtacki K., Barczak T. (2021): Antimicrobial activity of heat-
treated Polish honeys. Food Chem. 343:128561.

Mama M., Teshome T., Detamo J. (2019): Antibacterial Activity of Honey
against Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus: A Laboratory-Based
Experimental Study. Int. J. Microbiol. 2019:7686130.

Man W.H., de Steenhuijsen Piters W.A.A., Bogaert D. (2017): The microbiota
of the respiratory tract: gatekeeper to respiratory health. Nat. Rev. Microbiol.
15:259-270.

Manzocco L., Calligaris S., Mastrocola D., Nicoli M.C., Lerici C.R. (2001):
Review of non-enzymatic browning and antioxidant capacity in processed foods.
Trends Food Sci. Technol. 11:340-346.

Marks L.R., Davidson B.A., Knight P.R., Hakansson A.P. (2013): Interkingdom
signaling induces Streptococcus pneumoniae biofilm dispersion and transition
from asymptomatic colonization to disease. mBio. 4:e00438-13.

Masomian M., Ahmad Z., Gew L.T., Poh C.L. (2020): Development of Next
Generation Streptococcus pneumoniae Vaccines Conferring Broad Protection.
Vaccines (Basel). 8:132.

Matsumoto-Nakano M. (2018): Role of Streptococcus mutans surface proteins
for biofilm formation. Jpn. Dent. Sci. Rev. 54:22-29.

Matzen R.D., Leth-Espensen J.Z., Jansson T., Nielsen D.S., Lund M.N., Matzen
S. (2018): The Antibacterial Effect in Vitro of Honey Derived from Various
Danish Flora. Dermatol. Res. Pract. 2018:7021713.

Maurizio A. (1975): Microscopy of honey. In: Honey: A Comprehensive Survey
(Ed. E. Crane). Heinemann, London, 240-257.

McTaggart L.R., Cronin K., Seo C.Y., Wilson S., Patel S.N., Kus J.V. (2021):
Increased incidence of invasive Haemophilus influenzae disease driven by non-
type B isolates in Ontario, Canada, 2014 to 2018. Microbiol. Spectr. 9:e0080321.

73



133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

Messaoudi M., Milenkov M., Albrich W.C., van der Linden M.P., Bénet T.,
Chou M., Sylla M., Barreto Costa P., Richard N., Klugman K.P., Endtz H.P.,
Paranhos-Baccala G., Telles J.N. (2016): The Relevance of a Novel Quantitative
Assay to Detect up to 40 Major Streptococcus pneumoniae Serotypes Directly
in Clinical Nasopharyngeal and Blood Specimens. PLoS One. 11:e0151428.

Mishra S., Pang S., Zhang W., Lin Z., Bhatt P., Chen S. (2021): Insights into the
microbial degradation and biochemical mechanisms of carbamates.
Chemosphere. 279:130500.

Moniruzzaman M., Sulaiman S.A., Khalil M.1., Gan S.H. (2013): Evaluation of
Physicochemical and Antioxidant Properties of Sourwood and Other Malaysian
Honeys: A Comparison with Manuka Honey. Chem. Cent. J. 7:138.

Miinstedt K., Momm F., Hiibner J. (2019): Honey in the management of side
effects of radiotherapy- or radio/chemotherapy-induced oral mucositis. A
systematic review. Complement Ther Clin Pract. 34:145-152.

Newby R.S., Dryden M., Allan R.N., Salib R.J. (2018): Antimicrobial activity
of a novel bioengineered honey against non-typeable Haemophilus influenzae
biofilms: An in vitro study. J. Clin. Pathol. 71:554-558.

Nishino K., Yamasaki S., Nakashima R., Zwama M., Hayashi-Nishino M.
(2021): Function and inhibitory mechanisms of multidrug efflux pumps. Front.
Microbiol. 12:737288.

Nolan V.C., Harrison J., Cox J.A. (2019): Dissecting the antimicrobial
composition of honey. Antibiotics. 8:251.

Nwodo U.U., Green E., Okoh A.l. (2012): Bacterial exopolysaccharides:
Functionality and prospects. Int. J. Mol. Sci. 13:14002-14015.

Oddo L.P., Piro R., Bruneau E., Guyot-Declerck C., Ivanov T., Piskulova J.,
Flamini C., Lheritier J., Morlot M., Russmann H., Von der Ohe W., VVon der Ohe
K., Gotsiou P., Karabournioti S., Kefalas P., Passaloglou-Katrali M.,
Thrasyvoulou A., Tsigouri A., Luigi Marcazzan G., Lucia Piana M., Piazza
M.G., Sabatini A.G., Kerkvliet J., Godinho J., Bentabol A., Ortiz VValbuena A.,
Bogdanov S., Ruoff K. (2004): Main European unifloral honeys: descriptive
sheets. Apidologie. 35:38-81.

Olas B. (2020): Honey and its phenolic compounds as an effective natural
medicine for cardiovascular diseases in humans? Nutrients. 12:283.

Oli M\W., Otoo H.N., Crowley P.J., Heim K.P., Nascimento M.M., Ramsook
C.B., Lipke P.N., Brady L.J. (2012): Functional amyloid formation by
Streptococcus mutans. Microbiology. 158:2903-2916.

Oliveira A., Sousa J.C., Silva A.C., Melo L.D., Sillankorva S. (2018): Chestnut
Honey and Bacteriophage Application to Control Pseudomonas aeruginosa and
Escherichia coli Biofilms: Evaluation in an ex vivo Wound Model. Front.
Microbiol. 9:1725.

OliveiraJ., Reygaert W.C. (2024): Gram-Negative Bacteria. StatPearls, Treasure
Island (FL)

74



146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

Osmon S., Ward S., Fraser V.J., Kollef M.H. (2004): Hospital mortality for
patients  with bacteremia due to Staphylococcus aureus or Pseudomonas
aeruginosa. 125:607-616.

Pal T. (ed) (2013): Az orvosi mikrobioldgia tankonyve. 2. kiadas, Medicina
Konyvkiadd, Budapest.

Pang Z., Raudonis R., Glick B.R., Lin T.-J., Cheng Z. (2019): Antibiotic
resistance in Pseudomonas aeruginosa: Mechanisms and alternative therapeutic
strategies. Biotechnol. Adv. 37:177-192.

Panlilio H., Rice C.V. (2021): The role of extracellular DNA in the formation,
architecture, stability, and treatment of bacterial biofilms. Biotechnol. Bioeng.
118:2129-2141.

Paramasivan S., Bassiouni A., Shiffer A., Dillon M.R., Cope E.K., Cooksley C.,
Ramezanpour M., Moraitis S., Ali M.J., Bleier B., Callejas C., Cornet M.E.,
Douglas R.G., Dutra D., Georgalas C., Harvey R.J., Hwang P.H., Luong A.U.,
Schlosser R.J., Tantilipikorn P., Tewfik M.A., Vreugde S., Wormald P.J.,
Caporaso J.G., Psaltis A.J. (2020): The international sinonasal microbiome
study: A multicentre, multinational characterization of sinonasal bacterial
ecology. Allergy. 75:2037-2049.

Paul J. (2024): Respiratory Tract Infections. Disease Causing Microbes.
Springer, Berlin. 99-148.

Pauliuc D., Oroian M., Ciursa P. (2021): Organic acids content, sugars content
and physicochemical parameters of Romanian acacia honey. Ukr. Food J. 10:1.

Peeters E., Nelis H.J., Coenye T. (2008): Comparison of multiple methods for
quantification of microbial biofilms grown in microtiter plates. J. Microbiol.
Methods. 72:157-65.

Pellegrini N., Serafini M., Colombi B., Del Rio D., Salvatore S., Bianchi M.,
Brighenti F. (2003): Total antioxidant capacity of plant foods, beverages and oils
consumed in Italy assessed by three different in vitro assays. J. Nutr. 133:2812-
28109.

Pefia R.M., Barciela J., Herrero C., Garcia-Martin S. (2004): Solid-phase
microextraction gas chromatography-mass spectrometry determination of
monoterpenes in honey. J. Sep. Sci. 27:1540-4.

Perry E.K., Tan M.-W. (2023): Bacterial biofilms in the human body: prevalence
and impacts on health and disease. Front. Cell. Infect. Microbiol. 13:1237164.

Persano Oddo. L., Bogdanov S. (2004): Determination of honey botanical origin:
Problems and issues. Apidologie. 35:2-3.

Petrova O.E., Sauer, K. (2009): A novel signaling network essential for
regulating Pseudomonas aeruginosa biofilm development. PLoS Pathog.
5:€1000668.

75



159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

Pinto R.M., Soares F.A., Reis S., Nunes C., Van Dijck P. (2020): Innovative
strategies toward the disassembly of the EPS matrix in bacterial biofilms. Front.
Microbiol. 11:952.

Pitt T. (1998): Pseudomonas, Burkholderia and related genera. Microbiol.
Microb. Infect. 2:1109-1138.

Pontis J.A., Costa L.A.M.A,, Silva S.J.R.D., Flach A. (2014): Color, phenolic
and flavonoid content, and antioxidant activity of honey from Roraima, Brazil.
Food Sci. Technol. 34:69-73.

Preda V.G., Sandulescu O. (2019): Communication is the key: biofilms, quorum
sensing, formation and prevention. Discoveries. (Craiova). 7:¢100.

Proafio A., Coello D., Villacrés-Granda 1., Ballesteros I., Debut A., Vizuete K.,
Brenciani A., Alvarez-Suarez J.M. (2021): The osmotic action of sugar
combined with hydrogen peroxide and bee-derived antibacterial peptide
Defensin-1 is crucial for the antibiofilm activity of eucalyptus honey. LWT—
Food Sci. Technol. 136:110379.

Puscion-Jakubik A., Borawska M.H., Socha K. (2020): Modern Methods for
Assessing the Quality of Bee Honey and Botanical Origin Identification. Foods.
9:1028.

Qiao J., Chen L., Kong L., Dong J., Zhou Z., Zhang H. (2020): Characteristic
Components and Authenticity Evaluation of Rape, Acacia, and Linden Honey.
J. Agric. Food Chem. 68:9776-9788.

Rampelotto P.H. (2013): Extremophiles and extreme environments. Life. 3:482-
485.

Ramsay E.l., Rao S., Madathil L., Hegde S.K., Baliga-Rao M.P., George T.,
Baliga M.S. (2019): Honey in oral health and care: a mini review. J. Oral. Biosci.
61:32-36.

Ranzato E., Martinotti S., Burlando B. (2013): Honey Exposure Stimulates
Wound Repair of Human Dermal Fibroblasts. Burn. Trauma. 1:2321-3868.

Rather M.A., Gupta K., Mandal M. (2021): Microbial biofilm: formation,
architecture, antibiotic resistance, and control strategies. Braz. J. Microbiol.
52:1701-1718.

Reynolds D., Kollef M. (2021): The Epidemiology and Pathogenesis and
Treatment of Pseudomonas aeruginosa Infections: An Update. Drugs. 81:2117-
2131.

Rodis N., Tsapadikou V.K., Potsios C., Xaplanteri P. (2020): Resistance
Mechanisms in Bacterial Biofilm Formations: A Review. J. Emerg. Med. 4:30.

Sager M. (2017): The honey as a bioindicator of the environment. Ecol. Chem.
Eng. S. 24:583-594.

Saka¢ M., Jovanov P., Mari¢ A., Cetojevié-Simin D., Novakovi¢ A., Plavsi¢ D.,
Skrobot D., Kovaé R. (2022): Antioxidative, Antibacterial and Antiproliferative

76



174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

Properties of Honey Types from the Western Balkans. Antioxidants (Basel).
11:1120.

Sanchez C.J., Shivshankar P., Stol K., Trakhtenbroit S., Sullam P.M., Sauer K.
Hermans P.W., Orihuela C.J. (2010): The Pneumococcal Serine-Rich Repeat
Protein Is an Intra-Species Bacterial Adhesin That Promotes Bacterial
Aggregation in Vivo and in Biofilms. PLoS Pathog. 6:61001044.

Sari E., Ayyildiz N. (2012): Biological activities and some physicochemical
properties of sunflower honeys collected from the thrace region of Turkey. Pak.
J. Biol. Sci. 15:1102-1110.

Sauer K., Camper A.K., Ehrlich G.D., Costerton J.W., Davies D.G. (2002):
Pseudomonas aeruginosa displays multiple phenotypes during development as
a biofilm. J. Bacteriol. 184:1140-1154.

Sauer K., Stoodley P., Goeres D.M., Hall-Stoodley L., Burmeolle M., Stewart
P.S., Bjarnsholt T. (2022): The biofilm life cycle: expanding the conceptual
model of biofilm formation. Nat. Rev. Microbiol. 20:608-620.

Schmalz G., Cieplik F. (2021): Biofilms on restorative materials. Monogr. Oral
Sci. 29:155-194.

Shapla U.M., Solayman M., Alam N., Khalil Md. I., Gan S.H. (2018): 5-
Hydroxymethylfurfural (HMF) levels in honey and other food products: effects
on bees and human health. Chem. Cent. J. 12:1-18.

Shrivastava S.R., Shrivastava P.S., Ramasamy J. (2018): World health
organization releases global priority list of antibiotic-resistant bacteria to guide
research, discovery, and development of new antibiotics. J. Med. Soc. 32:76.

Sierra Y., Gonzalez-Diaz A., Tubau F., Imaz A., Cubero M., Camara J., Ayats
J., Marti S., Ardanuy C. (2020): Emergence of multidrug resistance among
Haemophilus parainfluenzae from respiratory and urogenital samples in
Barcelona, Spain. Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 39:703-710.

Sindi A., Chawn M.V.B., Hernandez M.E., Green K., Islam, M.K., Locher C.,
Hammer K. (2019): Anti-biofilm effects and characterisation of the hydrogen
peroxide activity of a range of Western Australian honeys compared to Manuka
and multifloral honeys. Sci. Rep. 9:1-17.

Singer R., Abu Sin M., Tenenbaum T., Toepfner N., Berner R., Buda S.,
Schlaberg J., Schonfeld V., Reinacher U., van der Linden M., Claus H., Lam
T.T., Schneider M., Noll I., Haller S., von Laer A. (2024): The Increase in
Invasive Bacterial Infections With Respiratory Transmission in Germany,
2022/2023. Dtsch. Arztebl. Int. 121:114-120.

Singh 1., Singh S. (2018): Honey moisture reduction and its quality. J. Food Sci.
Technol. 55:3861-3871.

Skadins 1., Labsvards K.D., Grava A., Amirian J., Tomsone L.E., Rusko J.,
Viksna A., Bandere D., Brangule A. (2023): Antimicrobial and Antibiofilm
Properties of Latvian Honey against Causative Agents of Wound Infections.
Antibiotics (Basel). 12:816.

7



186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

Sohlenkamp C., Geiger O. (2016): Bacterial membrane lipids: diversity in
structures and pathways. FEMS Microbiol. Rev. 40:133-59.

Solayman M., Islam M.A., Paul S., Ali Y., Khalil M.l., Alam N., Gan S.H.
(2016): Physicochemical Properties, Minerals, Trace Elements, and Heavy
Metals in Honey of Different Origins: A Comprehensive Review. Compr. Rev.
Food Sc.i Food Saf. 15:219-233.

Sonawane J.M., Rai A.K., Sharma M., Tripathi M., Prasad R. (2022): Microbial
biofilms: recent advances and progress in environmental bioremediation. Sci.
Total Environ. 824:153843.

Steindler L., Bertani I., De Sordi L., Schwager S., Eberl L., Venturi V. (2009):
Lasl/R and RhII/R quorum sensing in a strain of Pseudomonas aeruginosa
beneficial to plants. Appl Env. Microbiol. 75:5131-5140.

Stoodley P., Sauer K., Davies D.G., Costerton J.W. (2002): Biofilms as complex
differentiated communities. Annu. Rev. Microbiol. 56:187-209.

Strateva T., Mitov I. (2011): Contribution of an arsenal of virulence factors to
pathogenesis of Pseudomonas aeruginosa infections. Ann. Microbiol. 61:717-
732.

Tafere D.A. (2021): Chemical composition and uses of Honey: A Review. J.
Food Sci. Nutr.Res. 4:194-201.

Tan H.T., Rahman R.A., Gan S.H., Halim A.S., Hassan S.A., Sulaiman S.A.,
Kirnpal-Kaur B. (2009): The antibacterial properties of Malaysian tualang honey
against wound and enteric microorganisms in comparison to manuka honey.
BMC Complement. Altern. Med. 9:34.

Thi M.T.T., Wibowo D., Rehm B.H.A. (2020): Pseudomonas aeruginosa
Biofilms. Int. J. Mol. Sci. 21:8671.

Thomas C.M., Nielsen K.M. (2005): Mechanisms of and Barriers to, Horizontal
Gene Transfer between Bacteria. Nat. Rev. Microbiol. 3:711-721.

Tikhomirova A., Kidd S.P. (2013): Haemophilus influenzae and Streptococcus
pneumoniae: living together in a biofilm. Pathog. Dis. 69:114-26.

Tkaczenko H., Kurhaluk N., Lukash O., Yakovenko O., Opryshko M., Maryniuk
M., Gyrenko O., Buyun L. (2023): In vitro antibacterial efficacy of different
natural linden honey against some gram-positive and gram-negative strains.
Agrobiodivers. Improv. Nutr. 7:173-180.

Tomasz A., Beiser S.M. (1965): Relationship between the competence antigen
and the competence-activator substance in pneumococci. J. Bacteriol. 90:1226-
1232.

Toyofuku M., Roschitzki B., Riedel K., Eberl L. (2012): Identification of
proteins associated with the Pseudomonas aeruginosa biofilm extracellular
matrix. J Proteome Res. 11:4906-4915.

Tsuchido T., Takano M. (1988): Sensitization by heat treatment of Escherichia
coli K-12 cells to hydrophobic antibacterial compounds. Antimicrob. Agents
Chemother. 32:1680-1683.

78



201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

Van Hoecke H., De Paepe A.-S., Lambert E., Van Belleghem J.D., Cools P., Van
Simaey L., Deschaght P., Vaneechoutte M., Dhooge I. (2016): Haemophilus
influenzae biofilm formation in chronic otitis media with effusion. Eur. Arch.
Oto-Rhino-Laryngol. 273:3553-3560.

Vazquez-Rodriguez A., Vasto-Anzaldo X.G., Barboza Perez D., Vazquez-Garza
E., Chapoy-Villanueva H., Garcia-Rivas G., Garza-Cervantes J.A., Gomez-
Lugo J.J., Gomez-Loredo A.E., Garza Gonzalez M.T., Zarate X., Morones-
Ramirez J.R. (2018): Microbial Competition of Rhodotorula mucilaginosa
UANL-001L and E. coli increase biosynthesis of Non- Toxic Exopolysaccharide
with Applications as a Wide-Spectrum Antimicrobial. Sci. Rep. 8:798.

Vermee Q., Cohen R., Hays C., Varon E., Bonacorsi S., Bechet S., Thollot F.,
Corrard F., Poyart C., Levy C., Raymond J. (2019): Biofilm production by
Haemophilus influenzae and Streptococcus pneumoniae isolated from the
nasopharynx of children with acute otitis media. BMC Infect. Dis. 19:44.

Vestby LK., Grenseth T., Simm R., Nesse L.L. (2020): Bacterial Biofilm and
its Role in the Pathogenesis of Disease. Antibiotics. 9:59.

Vetrivel A., Ramasamy M., Vetrivel P., Natchimuthu S., Arunachalam S., Kim
G., Murugesan R. (2021): Pseudomonas aeruginosa Biofilm Formation and Its
Control. Biologics. 1:312-336.

Von Der Ohe W., Oddo L.P., Piana M.L., Morlot M., Martin P. (2004):
Harmonized Methods of Melissopalynology. Apidologie. 35:18-25.

Wahl B., O'Brien K.L., Greenbaum A., Majumder A., Liu L., Chu Y., Luksi¢ L.,
Nair H., McAllister D.A., Campbell H., Rudan I., Black R, Knoll M.D. (2018):
Burden of Streptococcus pneumoniae and Haemophilus influenzae type b
disease in children in the era of conjugate vaccines: global, regional, and national
estimates for 2000-15. Lancet. Glob. Health. 6:e744-e757.

Walsh C. (2000): Molecular mechanisms that confer antibacterial drug
resistance. Nature. 406:775-781.

Wang Y., Liu B., Grenier D., Yi L. (2019): Regulatory mechanisms of the
luxS/Al-2 system and bacterial resistance. Antimicrob. Agents Chemother. 63:
e01186-19.

Weeks J.R., Staples K.J., Spalluto C.M., Watson A., Wilkinson T.M.A. (2021):
The Role of Non-Typeable Haemophilus influenzae Biofilms in Chronic
Obstructive Pulmonary Disease. Front. Cell Infect. Microbiol. 11:720742.

Wei X-L., Zeng Q-L., Xie M., Bao Y. (2023): Pathogen Distribution, Drug
Resistance Risk Factors, and Construction of Risk Prediction Model for Drug-
Resistant Bacterial Infection in Hospitalized Patients at the Respiratory
Department During the COVID-19 Pandemic. Infect. Drug Resist. 16:1107-
1121.

Weiser J.N., D.M. Ferreira, J.C. Paton (2018): Streptococcus pneumoniae:
transmission, colonization and invasion. Nat. Rev. Microbiol. 16:355-367.

79



213.

214.

215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

224.

225.

226.

Wen S., Feng D., Chen D., Yang L., Xu Z. (2020): Molecular epidemiology and
evolution of Haemophilus influenzae. Infect. Genet. Evol. 80:1-6.

Wildman E., Mickiewicz B., Vogel H.J., Thompson G.C. (2023): Metabolomics
in pediatric lower respiratory tract infections and sepsis: a literature review.
Pediatr. Res. 93:492-502.

Willian de Alencar Pereira E., Fontes V.C., da Fonseca Amorim E.A., de
Miranda R.C.M., Carvalho R.C., de Sousa E.M., Cutrim S.C.P.F., Alves Lima
C.Z.G.P., de Souza Monteiro A., Neto L.G.L. (2023): Antimicrobial effect of
quercetin against Streptococcus pneumoniae. Microb. Pathog. 180:106119.

Won S.-R., Lee D.-C., Ko S. H., Kim J.-W., Rhee H.-1. (2008): Honey Major
Protein Characterization and Its Application to Adulteration Detection. Food
Res. Int. 41:952-6.

Wood S.J., Goldufsky J.W., Seu M.Y., Dorafshar A.H., Shafikhani S.H.
(2023b): Pseudomonas aeruginosa Cytotoxins: Mechanisms of Cytotoxicity and
Impact on Inflammatory Responses. Cells. 12:195.

Wood S.J., Kuzel T.M., Shafikhani S.H. (2023a): Pseudomonas aeruginosa:
Infections, Animal Modeling, and Therapeutics. Cells. 12:199.

World Health Organization (2013): WHO Traditional Medicine Strategy: 2014-
2023.

Xiao J., Su L., Huang S., Liu L., Ali K., Chen Z. (2023): Epidemic Trends and
Biofilm Formation Mechanisms of Haemophilus influenzae: Insights into
Clinical Implications and Prevention Strategies. Infect. Drug Resist. 16:5359-
5373.

Xu L., Fang J., Ou D., Xu J., Deng X., Chi G., Feng H., Wang J. (2023):
Therapeutic potential of kaempferol on Streptococcus pneumoniae infection.
Microbes. Infect. 25:105058.

Yadav P., Verma S., Bauer R., Kumari M., Dua M., Johri A.K., Yadav V.,
Spellerberg B. (2020): Deciphering Streptococcal Biofilms. Microorganisms.
8:1835.

Yan J., Bassler B.L. (2019): Surviving as a community: antibiotic tolerance and
persistence in bacterial biofilms. Cell Host Microbe. 26:15-21.

Yang Y., Yang Y., Scherpbier R.W., Zhu X., Chen Y., Zhou Y., Jiang Q. (2019):
Coverage of Haemophilus influenzae Type b Conjugate Vaccine for Children in
Mainland China: Systematic Review and Meta-analysis. Pediatr. Infect. Dis. J.
38:248-252.

Yanwei S., Sijia C., Chen Z., Yali L., Li M., Xiangyu Z. (2018): Effect of sub-
minimum inhibitory concentrations of lemon essential oil on the acid tolerance
and biofilm formation of Streptococcus mutans. Arch. Oral Biol. 87:235-241.

Yilmaz A.C., Aygin D. (2020): Honey Dressing inWound Treatment: A
Systematic Review. Complement. Ther. Med. 51:102388.

80



227.

228.

229.

230.

Yoon S.S., Hennigan R.F., Hilliard G.M., Ochsner U.A., Parvatiyar K., Kamani
M.C., Allen H.L., DeKievit T.R., Gardner P.R., Schwab U., Rowe J.J., Iglewski
B.H., McDermott T.R., Mason R.P., Wozniak D.J., Hancock R..E, Parsek M.R.,
Noah T.L., Boucher R.C., Hassett D.J. (2002): Pseudomonas aeruginosa
anaerobic respiration in biofilms: Relationships to cystic fibrosis pathogenesis.
Dev. Cell. 3:593-603.

Zamuz S., Munekata P.E., Dzuvor C.K., Zhang W., Sant’Ana A.S., Lorenzo J.M.
(2021): The role of phenolic compounds against Listeria monocytogenes in food.
A review. Trends Food Sci. Technol. 110:385-392.

Zhu X.,Ge Y.,WuT., Zhao K., Chen Y., Wu B., Zhu F., Zhu B., Cui L. (2020):
Co-infection with respiratory pathogens among COVID-2019 cases. Virus Res.
285:198005.

Zimmermann S., Klinger-Strobel M., Bohnert J.A., Wendler S., Rodel J., Pletz
M.W., Léffler B., Tuchscherr L. (2019): Clinically approved drugs inhibit the
Staphylococcus aureus multidrug norA efflux pump and reduce biofilm
formation. Front. Microbiol. 10: 2762.

81



7. KOSZONETNYILVANITAS

Ezaton szeretném koszonetemet kifejezni mindazoknak, akik munkdm feltételeit

biztositottak és egyiittmiikddésiikkel hozzajarultak a kutatas céljainak megvalositasdhoz.

Kiilon koszonom témavezetéimnek Dr. Farkas Agnesnek és Dr. Kocsis Mariannanak,
akik végig tamogattak, biztattak és rengeteg hasznos szakmai tanaccsal lattak el az évek
alatt. Mindig tiirelemmel és megértéssel fordultak felém, barmilyen kérdés és probléma

esetén mellettem alltak.

Koszonettel tartozom Dr. Balazs Viktoria Lillanak, aki mindvégig segitette a munkamat,
a mikrobiologiai vizsgalatok megtervezésénél €s kivitelezésénél is mindig szamithattam
ra. Baratként biztatd hozzaallasaval mindig segitett taljutnom a nehézségeken,

hozzajarult a munkam sikerességéhez.

Ko6szonom Dr. Kocsis Bélanak a mikrobiologiai vizsgéalatok elokészitésében nyujtott

segitségét és szakmai irdnymutatasat.

Koszonettel tartozom Dr. Szabd Péternek, akire a SEM felvételek elkészitésében

szamithattam.

Ko6szonom tovabba a PTE GYTK Farmakogndziai Intézet Osszes munkatarsanak a

messzemeno tamogatast.

Halas vagyok sziileimnek, akik végig segitettek a céljaim elérésében, illetve férjemnek és

kislanyomnak tiirelmiikért és kitartasukeért.

A munka a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Hivatal NKFI K 132044 palyazata

segitségével valosult meg.

82



8. PUBLIKACIOS JEGYZEK

8.1. Az értekezés alapjat képezo publikaciok

Nagy-Radvanyi L., Balazs V.L., Kocsis B., Csikoés E., Angyén V.D., Szabo P., Bir6 V.,
Kocsis M., Farkas A. (2024): Antibacterial activity of Hungarian varietal honeys against
respiratory pathogens as a function of storage time. Scientific Reports. 14:10200. [IF:
4,996; Q1, D1]

Balazs V.L., Nagy-Radvanyi L., Bencsik-Kerekes E., Koloh R., Szab6 D., Kocsis B.,
Kocsis M., Farkas A. (2023): Antibacterial and Antibiofilm Effect of Unifloral Honeys
against Bacteria Isolated from Chronic Wound Infections. Microorganisms. 11:509-516.
[IF: 4,5; Q2]

Balazs V.L.", Nagy-Radvanyi L.", Filep R., Kerekes E., Kocsis B., Kocsis M., Farkas A.
(2021): In vitro antibacterial and antibiofilm activity of Hungarian honeys against
respiratory tract bacteria. Foods. 10:16-32. [IF: 5,561; Q1]

*: osztott els6 szerzok

8.2. Egyéb publikacidk

Koloh R., Balazs V.L., Nagy-Radvanyi L, Kocsis B., Kerekes E.B., Kocsis M., Farkas
A. (2024): Chestnut Honey Is Effective against Mixed Biofilms at Different Stages of
Maturity. Antibiotics. 13:255. [IF: 4,8; Q2]

Bodo A., Radvanyi L., Készegi T., Csepregi R., Nagy D. U., Farkas A., Kocsis M.
(2021): Quality Evaluation of Light- and Dark-Colored Hungarian Honeys, Focusing on
Botanical Origin, Antioxidant Capacity and Mineral Content. Molecules. 26:2825. [IF:
4,927; Q1]

83



Bodé A., Radvanyi L., K8szegi T., Csepregi R., Nagy D. U., Farkas A., Kocsis M.
(2020): Melissopalynology, antioxidant activity and multielement analysis of two types
of early spring honeys from Hungary. Food Bioscience. 35:100587. [IF: 4,24; Q1]

Kocsis M., Ayaydin F., Kérosi L., Teszlak P., Radvanyi L., Jakab G., Hideg E. (2017):
Contrasting acclimation mechanisms of berry color variant grapevine cultivars (Vitis
vinifera L. cv. Furmint) to natural sunlight conditions. Acta Physiologiae Plantarum.
39:178. [IF: 1,438; Q2]

Egyéb, nem impakt faktoros publikacié

Radvanyi L., Farkas A. (2020): Hazai akéc-, hars- és napraforgdémézek antibakterialis

hatasanak vizsgalata. Méhészet. 60:18-19.

8.3. Konferencia szereplések

Nagy-Radvanyi L., Farkas A., Kocsis M., Kocsis B., Angyén V.D., Balazs V.L. (2024):
Hazai fajtamézek membrandegradald hatdsanak valtozéasa a tarolasi id6 fliggvényében.
Magyar Biologiai Tarsasag XXXIII. Vandorgytlés. 2024 janius 6-7., Pécs,
Magyarorszag. In: Book of Abstracts p. 35.

Farkas A., Nagy-Radvanyi L., Balazs V.L., Bodé A., Koloh R., Angyan V.D., Csetneki
JK., Kocsis M. (2024): Pollentipusok azonositdsa magyar fajtamézekben. Magyar
Biologiai Tarsasag XXXIII. Vandorgyiilés. 2024 junius 6-7., Pécs, Magyarorszag. In:
Book of Abstracts p. 14.

Nagy-Radvanyi L., Balazs V.L., Kocsis B., Angyan V.D., Kocsis M., Farkas A. (2024):
Changes of physicochemical properties and antibiofilm activity of Hungarian unifloral
honeys as a function of storage time. Congressus Pharmaceuticus Hungaricus XVII. and
EUFEPS Annual Meeting 2024. 2024 majus 23-25., Debrecen, Magyarorszag. In: Book
of Abstracts p. 351.

84



Angyan V.D., Farkas A., Kocsis B., Nagy-Radvanyi L. (2024): Harsméz, levendula
ill6olaj és kombinacidjuk antibakterialis aktivitasa. XII. Interdiszciplinaris Doktorandusz

Konferencia. 2024 aprilis 5-6., Pécs, Magyarorszag. In: Book of Abstracts p. 85.

Angyan V.D., Farkas A., Kocsis B., Nagy-Radvanyi L. (2023): Honey and essential oil
combination versus bacterial biofilm. The Grastyan Endre College Natural Sience
Workshop’s International Scientific Forum. 2023 november 16., Pécs, Magyarorszag. In:

Book of Abstracts p. 3.

Angyan V., Baldzs V.L., Farkas A., Nagy-Radvanyi L. (2023): Akéc-, hars- és
napraforgomézek hatasa baktériumok biofilmképzésére. Fiatal Gyogynovénykutatok
Foruma. MGYT Gyoégynovény Szakosztaly. 2023 oktober 6., Budapest, Magyarorszag.
In: Book of Abstracts p. 15.

Farkas A., Nagy-Radvanyi L., Kocsis M., Koloh R., Balazs V.L. (2023): Antibacterial,
biofilm-inhibiting and anti-quorum-sensing activity of Hungarian unifloral honeys, with
special focus on chestnut honey. Chestnut honey for medical use — Symposium. 2023.

marcius 24-26., Ljubljana, Szlovénia. In: Book of Abstracts p. 7.

Balazs V.L., Nagy-Radvanyi L., Kocsis B., Farkas A. (2021): Fajtamézek gatlo hatésa
Pseudomonas bakterialis biofilm képzésére. XIX. Szentdgothai Janos Multidiszciplinaris

Konferencia. 2021. marcius 26., Pécs, Magyarorszag. In: Book of Abstracts p. 244.

Balazs V.L., Szabo P., Kocsis B., Nagy-Radvanyi L., Farkas A. (2021): Akéc, hars és
napraforgd mézek biofilm képzodést gatld hatasanak szemléltetése scanning
elektronmikroszkop segitségével. XVI. Novényanatomiai Szimpozium. 2021. november

12., Pécs, Magyarorszag. In: Book of Abstracts p. 21.

Nagy-Radvanyi L., Balazs V.L., Kocsis B., Kocsis M., Farkas A. (2020): Antibacterial
activity of domestic acacia, lime and sunflower honeys. ACTA PHARMACEUTICA
HUNGARICA 90: 2-3 pp. Congressus Pharmaceuticus Hungaricus, XVI. 2020.
szeptember 10-12., Debrecen, Magyarorszag. In: Book of Abstracts p. 133.

85



Nagy-Radvanyi L., Kocsis B., Farkas A. (2020): Hazai fajtamézek antimikrobas
hatdsanak vizsgalata agarlyuk diffizios modszerrel. XVIII. Szentdgothai Janos
Multidiszciplinaris Konferencia. 2020. marcius 12-13., Pécs, Magyarorszag. In: Book of

Abstracts pp. 89-90.

Kocsis M., Bodo A., Radvanyi L., Teszlak P., Nagy D.U. Farkas A. (2019):
Environmental impacts on bioactivity of grape and honey. FARMACEUTICKY OBZOR
151/08. In: Book of Abstracts p. 180.

Kocsis M., Radvanyi L., Teszlak P., Hideg E. O., Jakab G. (2016): Acclimative
responses of grapevine leaves (Vitis vinifera var. Furmint) to varying sunlight conditions.
Plant Biology Europe EPSO/FESPB 2016 Congress. 2016. jinius 26-30., Praga,
Csehorszag. In: Book of Abstracts p. 758.

Kocsis M., Papp N., Abranké L., Csepregi K., Radvanyi L., Pour Nikfardjam M., Hideg
E., Jakab G. (2014): Changes in grapevine leaf anatomy and polyphenolic composition
during adaptive responses to different solar irradiation. 11th Congress of the Hungarian
Society of Plant Biology. 2014. augusztus 27-29., Szeged, Magyarorszag. In: Book of
Abstracts p. 31.

86



www.nature.com/scientificreports

scientific reports

OPEN

W) Check for updates

Antibacterial activity of Hungarian
varietal honeys against respiratory
pathogens as a function of storage
time

Lilla Nagy-Radvanyi?, Viktéria L. Balazs?, Béla Kocsis?, Eszter Csikés?, Virag D. Angyan?,
Péter Szabo3, Viktéria Biré?!, Marianna Kocsis“** & Agnes Farkas!

Today, antibiotic therapies that previously worked well against certain bacteria due to their natural
sensitivity, are becoming less effective. Honey has been proven to inhibit the biofilm formation

of some respiratory bacteria, however few data are available on how the storage time affects the
antibacterial effect. The activity of black locust, goldenrod, linden and sunflower honeys from three
consecutive years (2020, 2021, 2022) was analyzed in 2022 against Gram-negative (Haemophilus
influenzae, H. parainfluenzae, Pseudomonas aeruginosa) and Gram-positive (Streptococcus
pneumoniae) bacteria using in vitro microbiological methods. After determining the physicochemical
parameters of honey, broth microdilution was applied to determine the minimum inhibitory
concentration of each honey type against each bacterium, and crystal violet assay was used to test
their antibiofilm effect. The possible mechanism of action was explored with membrane degradation
test, while structural changes were illustrated with scanning electron microscopy. Honeys stored

for one or two years were darker than fresh honeys, while older honeys had significantly lower
antibacterial activity. The most remarkable inhibitory effect was exerted by linden and sunflower
honeys, and P. aeruginosa proved to be the most resistant bacterium. Based on our results, honey
intended for medicinal purposes should be used as fresh as possible during a treatment.

Respiratory infections are extremely common, being one of the main causes of illness and death worldwide, and
one of the most significant problems in clinical medicine. In the beginning, the symptoms are caused by viruses,
and this is often followed by bacterial superinfection, primary bacterial infection develops only in a smaller
proportion'. Regarding the resistance conditions of the most important upper respiratory tract pathogens, it can
generally be said that macrolide and trimethoprim/sulfamethoxazole resistance is significant, and the number of
penicillin-resistant or moderately sensitive bacterial strains is increasing. Antibiotic resistance can also occur in
natural populations to a small extent, however, the clinical use and overuse of certain antibiotics exerts a strong
selection pressure on the emergence of resistance®.

Bacterial communities colonize both the upper and lower respiratory tracts, but the highest bacterial density is
found in the upper respiratory tract (URT). A characteristic of respiratory infections is that the causes of inflam-
mation are actually members of the naturally present bacterial flora of the respiratory tract and primarily cause
disease in an immunosuppressed state. Potentially infectious genera such as Streptococcus spp., Haemophilus spp.,
Pseudomonas spp. or Moraxella spp. can also be found in the microbiome of a healthy person>®. These microbial
communities often form biofilms, and mature biofilms show tolerance to environmental stressors, antibiotics and
the body’s immune responses. The bacterial biofilm provides optimal conditions and protection for the entire
bacterial community”®. The high degree of resistance can be attributed to the metabolic changes of the cells
connected in the biofilm and the structural characteristics affecting the permeability of the drugs®. Extracellular
polysaccharides (EPS), which play an important role in the formation of biofilms, can prevent the antibiotic
from reaching the bacterial DNA, thereby providing a high degree of resistance to bacterial colonies'®!!. Bacteria
embedded in the polysaccharide matrix communicate with each other, the metabolism takes place through the
channels of the matrix'2. With the help of horizontal gene transfer, bacterial cells are able to transfer antibiotic
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resistance genes to each other, hence it is not necessary to develop resistance to a given agent from generation
to generation®’. In order to ensure the effectiveness of the treatment, it is definitely necessary to reduce the for-
mation of biofilm or to destroy the biofilm, because 80% of bacterial infections are due to biofilm formation'*.

Pseudomonas aeruginosa and Streptococcus pneumoniae, as well as Haemophilus species, are among the most
frequently isolated respiratory bacteria capable of forming biofilms'. P. aeruginosa is a particularly dangerous
Gram-negative opportunistic pathogenic bacterium, as most of its strains are antibiotic resistant'®. The biofilm
layer it creates reduces the surface area suitable for breathing in the lungs, thus creating optimal conditions for
the reproduction of other microbes'”. Two members of the Gram-negative Haemophilus genus, H. influenzae and
H. parainfluenzae, are frequent colonizers of the respiratory system and can cause local and systemic infections
and pose a serious threat to the human body. Due to the adhesion of biofilms, patients are exposed to increased
risk, as antibiotic therapy is not successful in some cases'®'*. In contrast to the pathogens mentioned so far, S.
pneumoniae is a Gram-positive bacterium, and the symptoms of the disease are rather due to the inflammatory
reactions than to the invasiveness of the microbe. It is a capsulated bacterium, which makes it easy to stick to
the surface of the respiratory tract”. During pneumococcal infections, the bacterium adheres to the surface of
the bronchi and creates a biofilm, thereby making the treatment of the infection more difficult. In many cases,
biofilm structures can also be observed in certain areas of the lungs*??. In light of these facts, and as a result
of the large increase in antibiotic resistance, the use of natural agents and a more thorough knowledge of the
microorganisms that cause diseases affecting the respiratory system become even more relevant?.

The antibiofilm effect of honey has been confirmed in several clinical studies, so its use as an additional
therapy can be significant in the case of respiratory tract infections®. The glucose oxidase enzyme present in
honey is secreted by the pharyngeal gland of the bee and its task is to convert glucose into gluconic acid §-lactone,
producing hydrogen peroxide as a by-product. The fact that the H,O, content of honey is essential for its antibac-
terial activity has been supported by several research groups, with the maximum H,0O, concentration observed
at honey dilutions between 15 and 50% (w/v)*, except for manuka honey, where H,0, does not accumulate?.
The hydrogen peroxide responsible for the bactericidal effect breaks down into water and oxygen over time, so
its level decreases thanks to the plant-derived catalase enzyme. Based on these, it can be assumed that honeys
stored for years lose their antibacterial effect due to the decrease in the activity of the enzyme glucose oxidase*”.
H,0, can also be produced as a result of the prooxidant action of the biologically active polyphenols present
in large quantities in honey. In this case, the pH value is an important parameter, it determines whether these
compounds act as antioxidants or have an antibacterial effect’>*°. However, low pH and high sugar content are
often sufficient to inhibit microbial growth®'.

During the antibiofilm activity, the active ingredients of honey diffuse into the biofilm matrix and, in addition
to destroying the biofilm, prevent further biofilm formation by inhibiting adhesion processes®. Proano et al.
observed that osmotic activity, H,O, content, high sugar concentration and the presence of defensin-1 peptide
are responsible for the hypertension in honey, and this condition leads to the suppression of biofilm formation™®.
H,0, disrupts the attachment of bacterial cells and destabilizes the biofilm matrix, while bee-derived defensin-1
inhibits the formation of extracellular polymeric substances in addition to initial adhesion®***. Polyphenolic
components also prevent bacterial cells from connecting to each other or attaching to a given surface (biotic,
abiotic), thus disrupting one of the most sensitive steps of biofilm formation. In addition to all this, polyphenolic
compounds can inhibit the synthesis of EPS*. Sindi and his research team (2019) found that honey can reduce
the number of viable bacterial cells within the mixed biofilm, and honey treatment also has a significant effect
on metabolic activity®’.

For the therapeutic use of honey, it is essential to ensure its quality. Honey can be contaminated with various
microorganisms, including endospores of Clostridium botulinum and C. tetani. This fact is often overlooked,
and in order to avoid a possible infection, it is important to sterilize honey intended for medicinal purposes®.
In addition, nectar-producing plants are often sprayed with various herbicides and pesticides, compounds that
also appear in honey. Environmental pollution, heavy metals from industrial areas, and antibiotic treatment of
bees can also affect the quality of honey. Because of this, a clear definition of "medical grade honey" is definitely
necessary to guarantee the safety and effectiveness of honeys during a treatment. Medical grade honey must
fulfil the following criteria: “(1) organic, free of contaminants and toxic substances; (2) gamma-sterilized under
standardized conditions, free of dangerous microorganisms; (3) can be safely implemented in medical therapies;
(4) follows strict production and storage standards, legal and safety regulations; (5) complies to physicochemical
criteria that are important for the use of honey as a wound care product™.

The amount of catalase enzyme, the composition of the active ingredients and, in this context, the complex
effect of different types of honeys can show significant differences depending on which species or region the
honey comes from. The basic question of our research is to what extent storage time, and the botanical and
geographical origin of four Hungarian varieties of honey (black locust, goldenrod, linden, sunflower) influence
their antibacterial effect, and against which biofilm-forming bacterial strains is the antibacterial effect of each
honey sample most effective. To our knowledge, no similar comparative study covering several years has been
carried out yet for Hungarian varietal honeys.

Methods

Honey samples

For our tests, we used black locust/acacia (Robinia pseudo-acacia), goldenrod (Solidago gigantea), linden (Tilia
spp.) and sunflower (Helianthus annuus) honeys purchased from the same Hungarian apiaries in three consecu-
tive years (2020, 2021, 2022). The examination of the physicochemical parameters of honey and the testing of its
antibacterial effect took place in 2022, not only in 2022 samples, but also in the case of samples from 2020 and
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2021. The honey samples came from the southern Transdanubian region and were stored at room temperature
(20-21 °C) and in the dark until used.

Melissopalynological analysis

In order to establish the true type of honeys, it is crucial to clarify their exact botanical origin, so we performed
a melissopalynological analysis following the method of Von der Ohe et al.*. Ten grams of our honey samples
were added to centrifuge tubes and mixed with 20 mL of distilled water using a Combi-spin FVL-2400N Vortex
(Biocenter Kft., Szeged, Hungary). The subsequent centrifugation lasted for 10 min at a speed of 8753xg with
a Neofuge 15R centrifuge (Lab-Ex Ltd., Budapest, Hungary), after which the supernatant was poured off. This
step was followed by another centrifugation (5 min, 8753xg) and decantation, then 10 mL of distilled water was
measured to the sediment left from the first centrifugation. In what follows, 250 ul of distilled water was added to
the sediment remaining in the centrifuge tube, and after vortexing, 20 ul of the thus prepared pollen suspension
was pipetted onto a microscope slide which was then placed on a heating plate set to 40 °C (OTS 40, Tiba Kft.,
Gyor, Hungary). The water was evaporated, and then a small piece of Kaiser’s glycerin jelly with fuchsine (Merck
Life Science Ltd., Budapest, Hungary) was added to each pollen sample. When the jelly melted, the preparations
were covered with a coverslip. Pollen preparations were analyzed with Nikon Eclipse E200 microscope equipped
with a Michrome 20MP CMOS digital camera (Auro-Science Consulting Kft., Budapest, Hungary), and photo-
micrographs were taken at 400 x magnification using 4.3.0.605 version of TCapture software*!. At least 500 pollen
grains were counted per honey sample, indicating how many pollen grains belong to a given plant species, genus
or family. The relative frequency of pollen types was given as a percentage of all pollen grains.

Physicochemical parameters

The color intensity of the varietal honeys used in the tests was determined according to Beretta et al.*>. The
50% (w/w) honey solutions prepared were placed in an ultrasonic water bath (water temperature: 45-50 °C) for
5 min and then filtered (0.45 um pore size, Agilent Technologies, Milan, Italy). Color intensity results from the
difference in absorbance values measured at 450 and 720 nm using a Shimadzu UV-1800 spectrophotometer
(Shimadzu Schweiz GmbH, Reinach, Switzerland) were expressed in milliabsorbance units (mAU).

A DSZ-708 Multiparameter analyzer (Simex Ltd., Budapest, Hungary) was used to examine pH values and
electrical conductivity. The pH value of the honey samples was determined according to the Codex Alimentarius
and the pH meter was calibrated each time with buffer solutions at values of 4 and 9*. For the measurement,
10 g of honey was dissolved in 75 ml of freshly distilled carbon dioxide-free water, and in the case of electri-
cal conductivity, a 20% honey solution was prepared with distilled water. The electrical conductivity of honey
means the conductivity of the honey solution measured at 20 °C, the results were expressed in milli-Siemens
per centimeter (mS/cm)*.

Culture bacteria

The antibacterial effect of varietal honeys was investigated in case of both Gram-negative and Gram-positive
bacteria. Haemophilus influenzae (DSM 4690) and H. parainfluenzae (DSM 8978) strains were grown in a sup-
plemented Mueller Hinton broth special. 500 ul Haemophilus supplement B (Diagon Kft., Budapest, Hungary)
and 750 pl (1 mg/ml) NAD were added to 3750 ul of Mueller-Hinton IT Broth (MHB, Oxoid Ltd., London, UK).
For Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) and Streptococcus pneumoniae (DSM 20566), 100 ml of sterile MHB
medium was used. The incubation time of bacterial suspensions was 12 h at 37 °C in a shaker incubator at 60 rpm
(C25 Incubator Shaker, New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA)*. Before the tests, the bacteria were diluted
to the given concentration with the appropriate medium.

Determination of minimum inhibitory concentrations (MIC) and minimum bactericidal con-
centration (MBC)

A broth microdilution test was used to determine the minimum inhibitory concentrations (MIC), which is com-
monly used in microbiological laboratories in accordance with CLSI guidelines (Clinical & Laboratory Standards
Institute)*. The procedure was performed on 96-cell microtiter plates. Three dilution series were used, as we
expected—based on preliminary experiments—that the antibacterial activity would decrease with increasing
storage time. The following dilution series were prepared (using Mueller-Hinton broth): 42.5, 45, 47.5, 50, 52.5,
55,57.5% (w/w) (2020 honeys), 25, 27.5, 30, 32.5, 35, 37.5, 40% (w/w) (2021 honeys) and 10, 12.5, 15, 17.5, 20,
22.5,25% (w/w) (2022 honeys). Then 100 pL of the honey solutions and bacterial suspensions (10° CFU/mL)
were measured into one cell of the microtiter plate, followed by incubation at 37 °C for 24 h. We performed our
tests with six repetitions and considered the lowest honey concentration as the MIC, in which case there was no
visible bacterial growth in the cells.

After the MIC determination, 10 pL of culture medium was taken from each cell of the microtiter plate, where
no visible growth was observed, to test the minimum bactericidal concentration (MBC). In this case, the samples
were cultured on BA plates and the incubation at 37 °C lasted for 24 h. Finally, we read the lowest concentration
where no bacterial growth was observed on the plates®.

Biofilm inhibition study

The biofilms were formed on 96-cell microtiter plates applying the crystal violet (CV) assay, thereby testing the
anti-biofilm effect of the honey samples*®. The treatments were performed with honey samples with a concentra-
tion of MIC/2 and a bacterial suspension nutrient solution with a cell count of 108 CFU/mL was used as a positive
control, and a cell-free honey nutrient solution was used as a negative control. As a first step, 200 uL of bacterial
suspension was measured into one cell of the microtiter plate and the subsequent incubation at 37 °C lasted for
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four hours, thereby promoting the adhesion of the bacterial cells. The non-adherent cells were removed with
physiological saline and only then were the honey solutions pipetted into the cells. In this case, the incubation
was 24 h at 37 °C, and then the non-adherent cells were washed again with physiological saline. In order to fix
the cells, 200 uL of methanol was added to each well for 15 min at room temperature (RT). In order to stain the
bacterial biofilm, 200 pL of 0.1% crystal violet dye was applied after removing the methanol. After 20 min (RT),
the excess dye was removed with water, and the crystal violet bound to the biofilm was dissolved with 200 uL of
33% acetic acid per cell. The absorbance values were determined at 590 nm using a plate reader (BMG Labtech
SPECTROstar Nano, Budapest, Hungary). Among other things, the crystal violet dye binds to extracellular
polysaccharides (EPS) which play an important role in the formation of biofilms, therefore enabling the estima-
tion of the total biomass of the biofilm in the cell of the microtiter plate. The inhibition rate was determined
based on the following formula: (1 — S/C) x100% (C and S were defined as the average absorbance of control
and sample groups, respectively)®.

Membrane degradation assay

During the study of cell material release, each bacterial suspension (10 CFU/mL) was prepared in PBS (phos-
phate buffer saline) and bacterial cells without honey treatment were used as a control. The bacterial cells were
treated with honey samples of 20, 40 and 60% (w/w) concentration for one hour. In addition, the time dependence
of membrane degradation was also investigated, in this test the bacterial cells were suspended in PBS containing
60% (w/w) honey. The treatments lasted: 0, 10, 20, 40, 60 and 90 min. After the treatments, the bacterial cells were
centrifuged in both cases (Neofuge 15R, Lab-Ex Ltd., Budapest, Hungary) at 12,000xg for 2 min. The absorbance
of the supernatant containing nucleic acid was measured at 260 nm with a Metertech SP-8001 (Abl&e-Jasco Ltd.,
Budapest, Hungary) spectrophotometer. The results were expressed as a percentage, compared to the control®.

Scanning electron microscopy (SEM)

In order to visualize the inhibitory effect of honey on biofilm and to illustrate the structural changes, SEM images
were taken. Both Gram-positive (S. pneumoniae) and Gram-negative (P. aeruginosa) bacteria were included in
the study, and the samples were treated with linden honey which has an effective antibiofilm effect.

During the procedure, biofilms were formed on degreased and sterilized coverslips after the plates were
incubated for 4 h at 37 °C in 5 mL of bacterial suspension (10° CFU/mL). After the adhesion, washing with
physiological saline followed, and then linden honey from three different years was applied at a concentration
of MIC/2 (5 mL). Untreated coverslips were used as controls. After 24 h of incubation (37 °C), non-adherent
cells were washed again, and this was followed by 2 h (RT) incubation in 2.5% glutaraldehyde to fix the biofilm.
The samples were dehydrated in absolute ethanol (50%, 70%, 80% and 90% solutions) for 2x 15 min (RT). As a
next step, the coverslips were placed in a 1:2, 1:1, 2:1 mixture of t-butyl alcohol and absolute ethanol. The sam-
ples were then transferred to absolute t-butyl alcohol for 1-1 h (RT) followed by overnight freeze-drying. The
examination of biofilms coated with a gold membrane was performed with a JEOL JSM IT500-HR scanning
electron microscope (Jeol Ltd., Tokyo, Japan)*'.

Statistical analysis

Statistical analyses were carried out using Excel® (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA) and the PAST soft-
ware package version 3.11% after normality checking with the Shapiro-Wilk test. Data were expressed as
means * standard deviations (SD) in case of honey type absorbance (Table 2) and membrane degradation results
(Tables 5, 6). Results of antibiofilm activity (Fig. 1) were expressed as median (minimum to maximum) in box
plots. The honey types had been compared with each other based on a given parameter using one-way ANOVA.
If the null hypothesis of the ANOVA was rejected, we used Student t-test to establish a difference between the
two group pairs (honey types). The p-values at 1% (p <0.01) or 5% (p <0.05) were considered significant.

Results

Melissopalynological analysis and Physicochemical parameters of honey samples

Based on the pollen analysis and examination of the physicochemical properties of the honeys included in the
research, all honey samples can be considered unequivocally as varietal honey (Tables 1 and 2). In black locust
honeys, R. pseudoacacia pollen was the dominant pollen type in accordance with the honey type declared by the
beekeeper, similarly to goldenrod, linden and sunflower honeys which also contained high amounts of Solidago,
Tilia and Helianthus pollen, respectively.

The color of honey is one of the most variable parameters, which can range from white, through pale yellow
and red, to black. In this case, the determining factor is the plant origin and the storage time. The color of fresh
black locust honey was pale, yellowish green, but the stored samples were darker (44.4+ 1.7 vs. 103.1+3.0 mAU),
approaching the color of light amber colored linden honey. We observed a similar color change in the case of
the other honey samples. The most obvious contrast between fresh and stored honey colors was experienced
in sunflower honeys (116.6 £1.5 vs. 422.8 +2.0 mAU). The highest difference in color intensity was measured
between honey samples stored for two vs. one year, afterwards we did not observe any significant difference in
smell and texture in the next 2 years.

The pH of honey mainly depends on dissociated acids, which affects both the development of microorganisms
and enzyme activity. The pH value of the varietal honeys varied between 3.22 and 4.32. Regarding the average of
3 years, the highest values were measured in linden honeys (4.26 £ 0.07), the lowest values in black locust honeys
(3.26 £0.04). Also electrical conductivity was the lowest in black locust honey (0.126 +£0.01 mS/cm), followed by
sunflower (0.222+£0.002 mS/cm), linden (0.589 +0.02 mS/cm) and goldenrod honey (0.616 £7.2 mS/cm). The
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Figure 1. Biofilm inhibitory rates of honey samples against H. influenzae (A), H. parainfluenzae (B), P

aeruginosa (C) S. pneumoniae (D). Bl-black locust honey, L-linden honey, S-sunflower honey, G-goldenrod
honey. Data are expressed using box plots, minimum to maximum values are presented by vertical lines, while
median within the plot as horizontal line. Lowercase letters above the boxes indicate significant differences
between the means of inhibitory rates, the same lowercase letters above the boxes indicate mean values that are
not significantly different from each other; different lowercase letters indicate means, which are significantly
different (p<0.01).
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Pollen type —relative frequency (%)
Honey samples Robinia | Solidago | Helianthus | Tilia | Brassica | Asteraceae | Other
2020 | 56.1 2.4 3.8 16.2 13.1 3.6 4.8
Black locust | 2021 |51.8 - 8.8 145 |83 9.1 7.5
2022 | 46.6 3.7 6.5 10.3 | 20.6 1.9 10.4
2020 | 1.7 63.2 23 0.6 7.6 9.8 14.8
Goldenrod 2021 | 4.8 73.4 3.6 1.9 6.7 8.4 1.2
2022 | 0.8 60.6 6.3 2.6 10.2 7.8 11.7
2020 |18.8 0.7 16.3 47.2 1.7 4.4 10.9
Linden 2021 | 203 1.5 10.2 53.6 |21 5.6 6.7
2022 | 22.6 2.2 11.2 455 3.2 5.9 9.4
2020 |13.2 3.4 66.5 8.4 - 3.6 4.9
Sunflower 2021 |16.4 2.7 58.7 13.8 0.5 1.8 6.1
2022 |55 3.2 69.6 42 - 7.6 9.9

Table 1. Relative frequency of pollen types in the studied honeys. Dominant pollen >45%, secondary pollen
16-45%, important minor pollen 3-15%, minor pollen <3% of the pollengrains counted.

Honey type, plant name Year | Sensory characteristics (color, odor and consistency) ABS,50_720 (mAU) | Electrical conductivity (mS/cm) | pH
2020 | Light amber, weak odor, liquid, viscous 103.1+3.0° 0.132+0.01 3.30+0.02
Black locust, Robinia pseudoacacia | 2021 | Light amber, weak odor, liquid, viscous 99.3+3.3 0.121+0.01 3.22+0.03
2022 | Pale, yellowish green, weak odor, liquid, viscous 44.4+1.7° 0.126+0.01 3.27+0.06
2020 112?21( amber, moderately intense odor, semisolid, fine granu- 280.7+ 1.5 0.624+0.01 3.56+0.03
Goldenrod, Solidago gigantea 2021 12?;11( amber, moderately intense odor, semisolid, fine granu- 279.4+ 1.9° 0.609+0.01 3524004
2022 | Amber, moderately intense odor, semisolid, fine granulated 236.9+3.20 0.615+0.00 3.59+0.03
2020 | Amber, strong odor, semisolid fine granulated 221.9+1.7% 0.567+0.03 4.27+0.04
Linden, Tilia spp. 2021 | Amber, strong odor, semisolid fine granulated 211.1+3.4> 0.607 £0.02 4.32+0.03
2022 | Light amber, strong odor, semisolid, fine granulated 166.3+4.0° 0.592+0.02 4.19+0.03
2020 | Dark golden yellow, weak odor, semisolid, coarse granulated | 422.8+2.0° 0.221+0.01 3.68+0.04
Sunflower, Helianthus annuus 2021 | Dark golden yellow, weak odor, semisolid, coarse granulated | 413.5+4.2° 0.224+0.01 3.61+0.05
2022 | Golden yellow, weak odor, semisolid, coarse granulated 116.6+1.5° 0.223+0.01 3.66+0.04

Table 2. Sensory characteristics and physicochemical parameters of honey samples. ABS,5,_;,o: absorbance
of diluted honey samples referring to their color. Data are means + standard deviations of three independent
determinations (n=3). Different lowercase letters indicate a significant difference among years according to
Student’s t-test (p<0.05).

pH and electrical conductivity did not change with storage time, so similar values were obtained for honeys of
the same variety from different years.

MIC and MBC determination
The MIC and MBC values of the investigated honey samples showed variation in terms of the storage time, the
type of honey, and the bacterial strains included in the study (Tables 3 and 4). Based on our results, it can be
observed that as the storage time increased, higher concentrations of honey solutions were needed to achieve
the appropriate inhibitory effect. In the case of the 2020 honeys, the MIC values ranged between 42.5 and 50%,
while for the 2022 samples, between 10 and 17.5%. A difference of a similar magnitude was also experienced
for the MBC values.

Linden and sunflower honey exerted the most significant inhibitory effect, while black locust honey was the
least active. Haemophilus strains were the most sensitive, while P. aeruginosa proved to be the most resistant
bacterium.

Antibiofilm activity

When examining the inhibitory effect of honey on biofilm formation, the individual honeys were used at a
concentration of MIC/2. It is clearly visible also in this series of tests that the antibacterial activity of stored
honeys is lower than that of fresh honeys (Fig. 1). When measured in 2022, the average inhibition rate of 2020
honeys (34.7-53.4%) was about half of that of 2022 honeys (67.9-83.2%). The 2021 samples inhibited biofilm
formation by 45.3-66.8%. The antibiofilm effect of linden and sunflower honey was the most remarkable, the
inhibition rate for the 2022 samples reached 80% against Haemophilus strains. Black locust and goldenrod
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MIC values (%) H. infl; H. parainfl P. aeruginosa | S. pneumoniae
2020 |50 50 50 50
Black locust | 2021 | 30 30 35 325
2022 | 125 12.5 17.5 12.5
2020 | 47.5 47.5 50 50
Goldenrod 2021 |27.5 27.5 35 30
2022 | 125 12.5 17.5 12.5
2020 |42.5 42.5 47.5 45
Linden 2021 |25 25 32.5 27.5
2022 |10 10 12.5 10
2020 |42.5 42.5 47.5 45
Sunflower 2021 |25 25 32.5 30
2022 |10 10 12.5 10

Table 3. MIC values of honey samples. Percentage values of the table correspond to dilution % of honey
causing antimicrobial effects.

MBC values (%) H. infl H. parainfl; P. aeruginosa | S. pneumoniae
2020 |55 55 57.5 57.5
Black locust | 2021 | 37.5 37.5 40 37.5
2022 |20 20 25 20
2020 |55 55 57.5 55
Goldenrod 2021 |35 35 40 35
2022 |20 20 25 20
2020 |47.5 47.5 52.5 50
Linden 2021 |30 30 35 325
2022 |15 15 20 15
2020 |50 50 55 50
Sunflower 2021 | 325 30 37.5 35
2022 |15 15 20 15

Table 4. MBC values of honey samples. Percentage values of the table correspond to dilution % of honey
causing antimicrobial effects.

honeys showed lower activity, but the fresh samples from 2022 also inhibited biofilm formation by an average
of 70% in the selected bacterial strains. Considering each sampling year, the honey samples were able to exert
the most significant antibiofilm effect against Haemophilus strains, while their activity was lower in the case of
P. aeruginosa and S. pneumoniae strains.

Membrane degradation

To demonstrate one of the mechanisms of action of honey, we chose linden honey, which showed high activity
in previous studies. In this series of experiments, we also worked with samples from three consecutive years
and studied the membrane-degrading effect of honey solutions of different concentrations (20, 40, 60, 90%) in
the case of Gram-negative (P. aeruginosa) and Gram-positive (S. pneumoniae) bacteria (Table 5). In the 2020
linden honey treatment, the loss of integrity of the bacterial membrane was observed at concentrations of 60%
and above, while when the 2021 sample was used, membrane degradation occurred already at a concentration
of 40%. The highest release of cell material was measured when 2022 linden honey was used, here some activity
occurred even at the low concentration of 20%. Using the 2022, 60% honey treatment, the proportion of lysed
cells for the S. pneumoniae bacterium reached 43.7%.

In order to investigate the kinetics of cell material release, the 60% solution of the samples was measured at
different time intervals (20, 40, 60, 90 min). This experiment showed how many minutes it took for the bacte-
rial membrane to start breaking down after the treatment with linden honey from different years (Table 6).
The release of DNA from the bacterial cells started at 20 and 60 min in case of 2022 and 2020 linden honey;,
respectively. Based on our results, Gram-negative P. aeruginosa proved to be a more resistant bacterium in this
case as well (Tables 5 and 6).

Scanning electron microscopy (SEM)

The inhibitory effect of highly active linden honey on the biofilm formation of Gram-negative (P. aeruginosa)
and Gram-positive (S. pneumoniae) bacteria was illustrated in SEM images (Fig. 2). In the case of untreated
samples, the three-dimensional structure of bacterial biofilms was formed (Fig. 2A,E), while in the case of
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DNA release from bacterial
Linden honey cells (%)
Year | Concentrations (%) | P. aeruginosa | S. pneumoniae
0 0 0
20 0 0
2020 40 0 0
60 7.6+0.9° 9.7+1.3"
90 45.2%2.5° 49.9+3.0°
0 0 0
20 0 0
2021 40 8.7+1.3° 11.3+2.1°
60 18.8+2.3* 21.6+2.6*
90 56.2+2.5% 60.1+2.9°
0 0 0
20 10.9+2.1° 152+2.4°
2022 40 28.7+2.1* 38.6+1.2°
60 39.2+1.7° 43.7+2.8"
90 100 100

Table 5. Effect of linden honeys on the release of DNA in Gram-negative (P. aeruginosa) and Gram-positive
(S. pneumoniae) bacteria. Data are means + standard deviations of six independent determinations (n=6).
Different lower case letters in the same row for each year indicate significant differences among the two
bacteria according to Student’s ¢-test (p <0.05).

DNA release from bacterial
Linden honey cells (%)
Year Time (min) | P. aeruginosa | S. pneumoniae
0 0 0
20 0 0
2020 40 0 0
60 7.6+0.9° 9.7+1.3
90 9.8+1.3* 10.5£2.2°
0 0 0
20 0 0
2021 40 12.4+2.3* 14.2+2.3*
60 18.8+2.3% 21.6+2.6*
90 232+1.8° 23+3.1°
0 0 0
20 22.5+2.5° 26.5+1.8°
2022 40 35.1+2.5% 40.5+2.2°
60 39.2+1.7° 43.7+2.8°
90 65.1+3.0° 69.8+2.2°

Table 6. Kinetics of 260 nm absorbing material released from Gram-negative (P. aeruginosa) and Gram-
positive (S. pneumoniae) bacteria treated with 60% (w/w) linden honeys. Data are means + standard deviations
of six independent determinations (n=6). Different lower case letters in the same row for each year indicate
significant differences among the two bacteria according to Student’s ¢-test (p<0.05).

treated samples, biofilm formation was inhibited to an extent corresponding to the age of the honeys. The 2020
and 2021 linden honey reduced biofilm formation to a lesser extent (Fig. 2B,C,EG) than the 2022 (Fig. 2D,H),
similar to previous results. S. prneumoniae bacterial cells treated with 2022 linden honey were crushed and their
cell material burst out (Fig. 2H). In addition, it can be observed in the images of the untreated samples that P
aeruginosa produces a larger amount of biofilm than S. pneumoniae during the same time, thus contributing to
the increase of its resistance (Fig. 2A,E).

Discussion

Prior to our current research, we had already demonstrated the antibiofilm effect of several Hungarian varieties
of honey against bacterial strains that cause respiratory and wound infections®***, however, no studies have yet
been conducted to determine the extent to which honeys stored for several years lose from their antibacterial
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Figure 2. Scanning electron microscopic images of P. aeruginosa (A-D) and S. pneumoniae (E-H). Control
samples of bacterial strains (A, E); treatment with linden honey from different years with MIC/2 concentration
in the case of P. aeruginosa (B-D) and S. pneumoniae (F-H).

activity. We once again included respiratory biofilm-forming bacteria in our series of experiments, as there are
still few data available on the reaction of these bacteria after treatment with honey, and respiratory diseases
of bacterial origin are a serious problem worldwide. Our research work, which has been going on for several
years, helps us to get to know these bacteria more thoroughly, as well as to develop alternative complementary
therapies that could reduce the risk of developing antibiotic resistance. In the present study, we demonstrated
for the first time how the antibiofilm effect of stored vs. fresh honey samples changes in case of four different
types of Hungarian honeys against both Gram-positive and Gram-negative respiratory bacteria. In addition,
we were able to gain insight into the kinetics and possible mechanism of the antibacterial effect with the help
of membrane degradation tests. As a limitation of our study, it has to be noted that not the same honey samples
were studied in three consecutive years, but the same honey type harvested in the same geographical region in
three consecutive years, with highly similar pollen profile each year.

Based on the examination of the physicochemical parameters of the samples, the electrical conductivity,
which is closely related to the pH and macro- and microelement content, proved to be constant over the years,
and several research groups measured values similar to our results®->%. However, the color intensity of stored
honeys was higher, reflecting their darker color compared to fresh honeys. Brudzynski and Kim* measured a
lower degree of color change for lighter honeys (e.g. borage) than for darker honeys (e.g. sunflower). We also
observed a significant difference in the color of stored vs. fresh sunflower honey, but the difference was also
relevant for the lighter black locust honey. The change was not so remarkable in the lighter linden honey and
the darker goldenrod honey, so it is assumed that the type of honey and not the starting color of the honey is the
decisive factor in the degree of change in color intensity.

Several research groups found that the antibacterial effect of most types of honey is largely dependent on
the H,0, content®®®!, but low pH, high sugar content (osmolarity), and the presence of antimicrobial proteins/
peptides also all contribute to the antibacterial activity of the honey®"*2. In general, the higher the hydrogen
peroxide and total polyphenol content of a given honey is, the more significant its bacteriostatic and bactericidal
effects are®. The advantage of the non-peroxide antibacterial effect is that it remains intact even after a longer
storage time®, while H,0, degrades over time thanks to the catalase enzyme?®. From this, we can conclude that
H,0, plays a key role in the process of changing activity, since the ratio of the other components responsible for
antibacterial activity (non-peroxides) does not change to such an extent over the years®. However, high heat and
light exposure can also contribute to the degradation of biologically active polyphenols®.

Our research has proven that even honeys stored for one year display lower levels of antibacterial effect,
and in the case of two-year-old samples, lower activity was even more pronounced. The antibiofilm activity of
the 2021 honey samples was lower by an average of 20-25%, however, the inhibition ratio of the linden honeys
was over 60% against all bacterial strains even after one year. Our results suggest that the strong antibacterial
effect of linden honey is partially attributable to the non-peroxide factor(s), as reported by Farkasovska et al.®!.
Compared to the 2022 harvest, the antibiofilm effect of the 2020 honeys was almost halved. During the study of
buckwheat honeys, Brudzynski and Kim* determined that the MIC value of honeys decreased by 50% in the first
3-6 months of storage, while the further decrease in antibacterial activity took place gradually against Bacillus
subtilis and Escherichia coli bacteria. In our series of experiments, after one year, a 50-60% decrease in activity
was observed in terms of the MIC values for each type of honey for all tested bacterial strains. The MIC values
of the most active linden and sunflower honeys were 12.5% vs. 32.5% against the most resistant P. aeruginosa
bacterium in 2022 vs. 2021, respectively.

Farkasovska et al.%' studied acacia, linden, rapeseed, sunflower and multifloral honey from Slovakia and
found that in most honey samples H,O, content correlated with their antibacterial activity, expressed as MIC.
Similarly to our findings, sunflower and linden honeys exhibited the strongest antibacterial effect. While the
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H,O0, content of sunflower honeys showed correlation with their MIC values; linden honeys were exceptional
in terms of antibacterial activity, which showed weak or no correlation with H,0, content, depending on the
bacterial strains. The outstanding inhibitory effect of linden honey has already been described in several stud-
ies, and factors other than H,0, content were suggested as potential inhibitors of bacteria®*>-¢7, Few data are
available regarding the level of antibacterial activity of sunflower honey, in this case the variety and geographical
origin of the floral source may be an important influencing factor. Of the three Serbian honey samples studied
by Durovi¢ et al.®®, sunflower honey had the second strongest antibacterial effect, which was higher than that
of acacia honey, but lower than that of forest-meadow honey, with a MIC value of 12.5% against Staphylococcus
aureus or Serratia marcescens bacteria. We also obtained similar results, the MIC value for P. aeruginosa was
12.5%, while for the other bacteria it was 10%. In accordance with the data published in our previous study, all
Hungarian varieties of honey had an antibiofilm and bacteriostatic effect, but black locust honey and goldenrod
honey showed less relevant inhibition®***.

Similar to what was observed in our previous series of membrane degradation experiments®’, the amount
of DNA released from bacterial cells was more significant for Gram-positive S. pneumoniae than for Gram-
negative P. aeruginosa bacteria after linden honey treatment. The studies of Otmani et al.*’ also support the fact
that Gram-positive bacteria are less resistant to honey treatments due to their structure. However, several stud-
ies have been published in which Gram-negative bacteria proved to be more sensitive®®”’, including one of our
previous studies®, which supports this, where we used bacterial strains that cause wound infection. Although
the outer membrane of these bacteria may provide greater protection, the destruction of the lipopolysaccharide
layer increases the permeability of the outer membrane, which can greatly contribute to release of the genetic
material of the bacterial cell”’. These different results show that the structure of the bacteria may play a smaller
role in the development of resistance, rather the specific defense mechanisms of each strain are decisive. In our
series of tests, we were the first to explore which concentration of linden honey is required for the degradation
of the bacterial membrane, depending on the storage time. To date no other study has examined the effect of
varietal honeys on the bacterial membrane as a function of storage time.

Conclusions

Honey has a strong antibacterial effect, however, in order for it to be an additional therapy to an antibiotic
course, several aspects must be taken into account. Our study highlights the importance of the botanical origin
of honey, as some types of honey can exert a more significant inhibitory effect, and it is also relevant that the
treatment should be applied against the bacterial strains that are the most sensitive to the given honey type. In
addition, our research also answered the question of how much the age of honey can influence its antibacterial
effect, and to what extent the antibiofilm activity decreases depending on the storage time. Our research group
was the first to investigate the antibiofilm effect of honey samples stored for different time periods, as well as one
of the mechanisms behind this, bacterial membrane degradation and its kinetics. Based on our results, honeys
suitable for medicinal purposes should be used as fresh as possible during the various treatments, since in this
case they exert the most significant antibacterial activity.

Data availability
The datasets generated during and/or analysed during the current study are available from the corresponding
author on reasonable request.
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Abstract: Honey is known as an alternative remedy for the treatment of wounds. To evaluate the
potential of five Hungarian honey types against wound-associated bacteria, in vitro microbiological
assays were conducted on Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis and methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). Minimum inhibitory concentration (MIC) was determined with the
broth macrodilution method, and biofilm degradation capacity was tested with a crystal violet
assay. To understand the underlying mechanisms, the effects of honey treatments were assessed on
bacterial membrane integrity and quorum sensing (QS). The highest antibacterial activity, indicated
by the lowest MIC values, as well as the highest biofilm inhibition rates and membrane disruption,
was displayed by chestnut and linden honeys. The most sensitive bacterium was S. epidermidis.
Bacterial membrane degradation took place 40 min after treatment with honey solutions of at least a
40% concentration. Each honey sample exhibited anti-QS activity, which was most pronounced in the
case of chestnut honey. It was concluded that the antibacterial, biofilm-inhibiting and anti-QS activities
of linden and chestnut honeys were superior to those of acacia, goldenrod and milkweed honeys. In
addition to the floral source, the antibacterial effect of honey is influenced by the microbial species
treated. The use of honey in wound treatment can be justified by its diverse antibacterial mechanisms.

Keywords: acacia honey; chestnut honey; goldenrod honey; linden honey; milkweed honey; antibacterial
effect; antibiofilm activity; wound healing; quorum sensing

1. Introduction

The most common types of chronic or non-healing wounds include pressure ulcers,
venous ulcers and diabetic ulcers [1,2]. Bacterial colonization of the wound is an important
step in the pathogenesis of chronic wounds, particularly if the bacteria involved are able to
form biofilms. A microbial biofilm is a structured community of microbial cells surrounded
by a self-produced polymer matrix. Biofilms can be created by bacteria, viruses or fungi,
either as monomeric or polymeric cultures. Within biofilms, bacterial cells are located close
to each other, which in itself promotes survival, as the process of horizontal gene transfer
can take place quickly and easily. Bacterial cells are able to transfer resistance genes with the
help of plasmids, thereby increasing antibiotic resistance, which complicates treatment [3,4].
Van der Waals forces and hydrogen bridges enable the strong adhesion of biofilms to biotic
or abiotic surfaces with the help of glycocalyx. The glycocalyx, with enzymes and proteins
produced, prevents antibacterial agents from entering the biofilm between the bacterial
cells, thus enabling resistance to treatment with antibiotics and disinfectants [5-7].
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In recent years, it has been proven that bacteria can communicate with each other,
which leads to changes in gene expression. This is called the quorum sensing (QS) process,
which controls the various physiological activities of bacterial cells. Quorum is the mini-
mum cell density necessary for the formation of the stimulus-response system, and sensing
refers to the detection of signal molecules that regulate the process [8]. Both Gram-negative
and Gram-positive bacteria have QS mechanisms, but the signal molecules they transmit
are different. Microbial cell-to-cell communication often occurs by releasing and receiving
quorum-sensing molecules (QSMs). QSMs are abundant and widely distributed in natural
or artificial microbial communities, of which N-acyl homoserine lactones (AHLS), as typical
representatives of QSMs, could strongly affect the physiological metabolism of microor-
ganisms. As a result of QS, it increases the expression of autoinducer synthase, so more
AHL is produced, which amplifies the QS effect [9,10]. The bacteria influence, modify and
control the functioning of the bacterial population arranged in the biofilm with the help
of the released signal molecules. When the concentration of signal molecules reaches a
threshold value that corresponds to the density of bacterial cells, specific gene expression is
initiated. Quorum sensing systems only work if there is a sufficient number of bacterial
cells in a given area, i.e., it is density dependent. Through the mechanism, it becomes
possible to increase the pathogenicity of infections, the development of antibiotic resistance,
the initiation of inflammatory processes in the body and the continuous increase of the
biofilm [11,12]. As a result, the development of antibiotic resistance is accelerated [13,14].

Biofilm-related diseases develop slowly but are usually long lasting; the immune
system is rarely able to suppress them. In addition, bacterial biofilms show little response to
antibiotic treatments [15]. Biofilm-forming bacteria cause chronic infections with persistent
tissue damage [11,16]. According to estimates, 65-70% of bacterial infections are associated
with biofilm formation [11,17]. The biofilms of Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
epidermidis and methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) are common on the
surface of chronic wounds [18]. From a clinical point of view, one of the most dangerous
multi-resistant nosocomial bacteria is Pseudomonas aeruginosa [19], which can be held
responsible for at least 10% of hospital infections [20]. It is a Gram-negative opportunistic
pathogen that occurs frequently both in our environment and in the human body as part
of the normal bacterial flora (skin, upper respiratory tract, gastrointestinal tract) [20]. Its
biofilm-forming properties play a significant role in the colonization of the wound surface
and its biofilm is extremely resistant to antibiotics and disinfectants due to the production
of alginate [21,22]. S. epidermidis is able to adapt to different microenvironments of the skin,
so it can be found on the entire skin surface [23]. It is a Gram-positive, coagulase-negative
(CoNS), opportunistic pathogen that can be easily isolated from areas of the body containing
sebum and sweat glands or from the mucous membrane around body openings [20]. It is a
common cause of nosocomial bacteremia and sepsis, and due to its mucus production, it
adheres to skin and plastic surfaces with extreme affinity. The treatment of suture, implant
and intravenous catheter infections is complicated by the bacteria’s multidrug resistance
and biofilm-forming ability [24,25]. MRSA occurs both in the epithelium of the human
outer covering and in the upper respiratory tract and is one of the most common pathogens
of nosocomial infections. MRSA has several virulence factors, as a result of which it
causes very diverse pathologies (skin and soft tissue infections, lung and endocarditis,
food poisoning). The main problem in the treatment of infections is the strain’s resistance
to most penicillin and cephalosporin derivatives. The use of glycopeptides (vancomycin,
teicoplanin), linezolid, tigecycline and daptomycin, which are emerging as therapeutic
alternatives, is greatly limited by the fact that strains with reduced sensitivity or resistance
to these are increasingly common nowadays [26,27].
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According to the above, it is absolutely important to investigate alternative remedies
that offer an opportunity to reduce chronic wound infections. The wound healing activity
of various uni- and multifloral honeys, associated with their antibacterial and anti-biofilm
effects, was proven in several experiments. A great advantage of the therapeutic use of
individual honeys is their diverse composition of active ingredients, which is largely de-
termined by their botanical and geographical origins. The physicochemical properties of
honey, such as pH, free acidity, electrical conductivity, moisture content, sugar spectrum,
diastase and glucose oxidase activity, can be influenced even by the bee species that produce
the honey [28]. Unlike other natural agents, the antibacterial effect of honey is not due to
a specific compound or active ingredient but to their combination, so different strains of
bacteria develop resistance to it to a lesser extent. The slightly acidic pH, hydrogen peroxide
release and high polyphenol content also help tissue regeneration and contribute to an-
tibacterial activity [29]. In general, the higher the hydrogen peroxide and total polyphenol
content of honeys, the more they inhibit the growth of bacteria [30]. The high sugar content
and high viscosity of honey greatly contribute to the inhibition of microbial growth and
biofilm-forming ability [31], performing a barrier function in the infection process, thus
preventing various pathogens from entering the wound. In addition, honey contributes to
absorbing wound exudate, initiating the exfoliation of wounds, and keeping the wound
area moist [32]. Furthermore, it has been documented that honey can inhibit the QS system
of bacterial communities [33-35]. Recent experiments have indicated that honey could
become an effective alternative, even in the elimination of antibiotic-resistant bacteria,
including wound-infecting bacteria [36,37].

From the assortment of Central European honeys, there is evidence supporting the
antimicrobial activity of acacia, chestnut, linden, rapeseed and sunflower honeys, but
such data are scarce regarding goldenrod and milkweed honeys. Our aim was to test and
compare the antibacterial and antibiofilm effects of five Hungarian honey varieties (black
locust/acacia, chestnut, goldenrod, linden, milkweed) against the wound surface colonizing
bacteria P. aeruginosa, S. epidermidis and MRSA. To understand the underlying mechanisms,
experiments were designed to assess the effect of honey treatments on bacterial membrane
integrity and QS.

2. Materials and Methods
2.1. Origin of Honey Samples

The honey samples were purchased from three local apiaries in Hungary in the year
2021. Milkweed (Asclepias syriaca) honeys originated from the Southern Great Plain area,
while black locust/acacia (Robinia pseudo-acacia), linden (Tilia spp.), goldenrod (Solidago
gigantea) and chestnut (Castanea sativa) honeys were harvested in the Southwest Transdanu-
bium area. They were stored at room temperature (20-21 °C) in the dark for a maximum of
three weeks.

2.2. Melissopalynological Analysis and Color Determination

The botanical origin of the honey samples was confirmed by microscopic pollen
analysis following the modified method of Von der Ohe [38]. Ten grams of honey were
dissolved in 20 mL of distilled water, and the mixture was vortexed with Combispin
FVL-2400N (Biocenter Kft., Szeged, Hungary). The samples were centrifuged using a
Neofuge 15R centrifuge device (Lab-Ex Ltd., Budapest, Hungary) at a speed of 8753 x g
for 10 min. Afterwards, the supernatant was decanted, and 10 mL of distilled water
was added to the sediment. Another centrifugation phase followed (8753 x g for 5 min).
Distilled water (0.25 mL) was added to the precipitate and vortexed. Twenty milliliters
of the resulting pollen suspension was pipetted onto the microscope slides. The slides
were preheated to 40 °C using a heating plate (OTS 40, Tiba Kft., Gy6r, Hungary). The
pollen preparations were placed in Kaiser’s glycerin jelly with fuchsine (Merck Life Science
Ltd., Budapest, Hungary), and then the pollen grains were examined with a Nikon Eclipse
E200 light microscope equipped with a Michrome 20MP CMOS digital camera (Auro-
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Science Consulting Kft., Budapest, Hungary). Micrographs were taken with the Capture
1.2 program at 400 x magnification. We counted at least 500 pollen grains from each honey
sample. The botanical source was identified at the level of plant species, genera or families.
The relative frequency of pollen types was calculated as a percentage of the total number of
pollen grains.

The color intensity of honey samples was determined according to the protocol of [39].
We prepared 50% w/v honey solutions (water temperature: 45-50 °C). After preparing the
solutions, they were treated with ultrasound for 5 min and then filtered (0.45 um pore size,
Agilent Technologies, Milan, Italy). Absorbance was measured at 450 and 720 nm using a
Shimadzu UV-1800 spectrophotometer (Shimadzu Schweiz GmbH, Reinach, Switzerland).
Color intensity was calculated as the difference between absorbance at 450 and 720 nm,
and the results were expressed in milliabsorbance units (mAU).

2.3. Cultivation of Test Bacteria

The antibacterial effect of honey samples was determined on Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 and methicillin-resistant Staphylococcus
aureus ATCC 700698. Test bacteria were grown in 100 mL sterile BHI (Brain Heart Infusion,
Sigma Aldrich Ltd., Budapest, Hungary), except for the MIC determination, in which case
Mueller-Hinton Broth (MHB, Oxoid Ltd., London, UK) culture medium was used. Each
bacterium was incubated in a shaker incubator (C25 Incubator Shaker, New Brunswick
Scientific, Edison, NJ, USA) at 37 °C and at a speed of 60 rpm for 12 h [40]. The bacterial
suspensions were diluted with clear BHI to the appropriate concentrations for each assay.
For the anti-QS tests, the Chromobacterium violaceum 85WT (SZMC 6269) bacterial strain
was used. The bacterium was cultivated on LB agar (Luria Bertani Broth, 10 g tryptone,
10 g NaCl, 6.6 g yeast extract, 15 g agar in 1000 mL distilled water, Sigma Aldrich Ltd.,
Budapest, Hungary) at 30 °C for 48 h.

2.4. Determination of Minimum Inhibitory Concentrations (MIC)

To investigate the minimum inhibitory concentrations (MIC), a broth macrodilution
test (BDT) was used, which is commonly used in microbiological laboratories according to
CLSI guidelines (Clinical & Laboratory Standards Institute). From each honey sample, a
serial twofold dilution (using Mueller-Hinton Broth) was prepared from 50 to 1.56% and
40 to 1.25%. As a control of bacterial growth, honey was not added to the tubes. For the
dilution series of antibiotics, a detergent was not used. Ten microliters of an overnight
bacterial culture (~10° cells/mL) was added to each tube and incubated at 37 °C for 24 h.
Then, the tubes were plated out on 5% sheep blood agar and incubated again for 48 h.
The number of bacterial colonies was compared to the controls and then the values of
the minimum inhibitory concentrations (MIC) were determined. The MIC value was the
concentration that could reduce the visible growth of bacteria in comparison with the
controls. All tests were carried out in triplicate and under aerobic conditions.

2.5. Antibiofilm Capacity and Cell Viability Test

In order to prove the anti-biofilm effect of the honey sample, a crystal violet (CV)
assay was used [41]. Bacterial biofilms were formed on 96-cell polystyrene microtiter
plates. Two hundred microliters of 108 CFU/mL cell suspensions were measured in the
wells. The microtiter plate was incubated at 37 °C for 4 h, which time interval is sufficient
for bacteria to adhere to the surface. After the incubation time, the non-adherent cells
were washed with physiological saline solution. In the next step, the adherent cells were
treated with MIC/2 concentrations of honey samples. After incubation (24 h, 37 °C) and
washing with physiological saline, 200 pL of methanol was measured to the wells to fix
the adherent cells. The incubation period was 15 min at room temperature (RT). After
that 200 uL of 0.1% crystal violet solution was measured into the cells to dye the bacterial
biofilms (20 min, RT). After 20 min, the dyed biofilm was dissolved with a 33% acetic
acid solution and absorbance was measured at 595 nm with a plate reader (BMG Labtech
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SPECTROstar Nano, Budapest, Hungary). Crystal violet binds to negatively charged
surface molecules and polysaccharides within the extracellular matrix of biofilms, thus
allowing measurement of the total biomass of the biofilm in the cells of the microtiter
plate. The effect of inhibiting biofilm formation is expressed using the following relation:
Inhibitory rate = (1 —S/C) x 100% (C and S were defined as the average absorbance of
control and sample groups, respectively) [42]. The measurements were carried out six
times. In order to observe the viable bacterial cells in the biofilm unit, we performed cell
viability tests. An MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]
assay was used based on He et al. [43]. The biofilms were prepared in 96-well microtiter
plates. After incubation (4 h, 37 °C) the non-adherent cells were washed with physiological
saline solution and the honey samples were added to the biofilms. After 24 h (37 °C) the
non-adherent cells were washed and MTT (5 mg/mL) was added to the biofilms. MTT can
color only viable cells. After 3 h, the lysing solution (1 N NaOH) was added to dissolve the
biofilm for 2 h at room temperature [44]. The absorbance was measured at 590 nm using a
plate reader. The results are expressed as percentages compared to the untreated control.

2.6. Scanning Electron Microscopy (SEM)

Scanning electron microscopy was used to investigate the structural modifications
of biofilms after treatment with chestnut honey, which was the most effective sample in
previous assays. Both Gram-positive (S. epidermidis) and Gram-negative (P. aeruginosa)
bacteria were included in this investigation.

For biofilm formation, 5 mL of bacterial culture (108 CFU/mL) was added to a ster-
ilized bottle. During the preparation of the scanning electron microscopic examinations,
biofilms were formed on degreased, sterilized coverslips. The coverslips were incubated in
the bacterial suspensions for 4 h (37 °C). Adhesion occurred during the incubation time.
After incubation time, the plates were washed with physiological salt solution, and then the
chestnut honey sample was used as an inhibitor at a concentration of MIC/2 (5 mL). The
control coverslips were the untreated ones. After 24 h (37 °C), the solutions were removed,
and the non-adherent cells were removed with physiological saline. Then, the samples
were prepared according to the SEM protocol: In order to fix the biofilm, the samples
were incubated in 2.5% glutaraldehyde at RT for 2 h. In order to dehydrate the biofilms,
absolute ethanol was used with 50%, 70%, 80%, 90% solutions and for 2 x 15 min (RT). The
coverslips were then placed in a 1:2, 1:1, 2:1 mixture of t-butyl alcohol: absolute ethanol
and then in absolute t-butyl alcohol for 1-1 h (RT). Finally, the samples were freeze-dried in
t-butyl alcohol overnight. The sample was coated with a gold membrane and observed
with a JEOL JSM IT500-HR scanning electron microscope (Jeol Ltd., Tokio, Japan) [45].

2.7. Membrane Degradation Study

The release of cellular material was examined in each bacterium. The bacterial sus-
pension (108 CFU/mL) was made in PBS (phosphate buffer saline) and its absorbance
was measured at 260 nm. The bacterial cells were treated with different concentrations of
honey samples (20, 40, 60%) for 1 h. As a positive control, 90% solution of honey samples
was used.

In order to examine the time dependence of membrane degradation, the bacterial cells
were suspended in PBS, which contained 60% honey. The treatment was made for different
periods of time: 0, 10, 20, 40, 60 and 90 min. The bacterial cells were centrifuged after each
treatment (Neofuge 15R, Lab-Ex Ltd., Budapest, Hungary) at 12,000 g for 2 min, and
the absorbance of the supernatant was determined at 260 nm with a Metertech SP-8001
(Abl&e-Jasco Ltd., Budapest, Hungary) spectrophotometer. During the test, the nucleic
acid in the supernatant was measured. The results were expressed as percentage values,
which were compared to the untreated cells [42].
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2.8. Anti-Quorum Sensing Effect

The synthesis of violacein in Chromobacterim violaceum is under QS regulation, which
makes this bacterium suitable for screening compounds with an anti-QS capacity. The anti-
QS activity of the honey samples was assessed through the inhibition of violacein synthesis
in this model organism [45]. In this assay, the violacein pigment produced in liquid culture
was extracted and detected spectrophotometrically according to the modified method of
Choo, Rukayadi and Hwang (2016) [46] and Zambrano et al. (2019) [47]. Erlenmeyer
flasks containing 10 mL of LB medium and honey in different concentrations (75%, 50%,
25%, 10%, 5%, 2%, 1%, 0.5%) were inoculated with 100 uL 24-h old bacterial culture with
108 CFU/mL concentration. Flasks consisting of LB medium and bacterial suspension
were used as positive controls, and flasks containing LB medium and honey were used as
negative controls. After the preparation, samples were incubated at 30 °C for 24 h under
continuous shaking at 150 rpm. Before pigment extraction, the cell number of all samples
was determined by plating them on LB agar media. Bacterial colonies were counted, and the
results were given in log CFU/mL. Two mL aliquots were placed in sterile Eppendorf tubes
and subjected to centrifugation procedure (16,200 x g for 20 min) in order to precipitate the
insoluble violacein pigment. After discarding the supernatant, the pellet was solubilized in
1 mL of dimethyl sulfoxide (vortex for 20 min). Cellular debris was removed by further
centrifugation (16,200 g, 20 min) and 200 pL of supernatant was added into a sterile
96-well microtiter plate. Absorbance was measured at 585 nm using a SPECTROstar Nano
microplate reader (BMG Labtech, Germany). We compared the absorbance of the amount
of pigment extracted from the liquid cultures of C. violaceum 85 WT with the measured cell
numbers, so it could be confirmed that QS was inhibited instead of growth inhibition. The
results are given as the mean & SD of two parallel measurements.

2.9. Statistical Analysis

Statistical analyses were carried out using ExcelR (Microsoft Corp., Redmond, WA,
USA) and the PAST software package version 3.11 [48] at a 5% significance level (p < 0.05),
after normality checking with the Shapiro-Wilk test. Data were expressed as means and
standard deviations (SD). The comparisons of quantitative variables between the two
groups (honey types) were conducted with one-way ANOVA and Mann-Whitney pairwise
comparison. If the null hypothesis of the ANOVA was rejected, we used a Student’s t-test
to establish a difference between the two groups.

3. Results
3.1. Pollen Analysis and Sensory Characteristics of Honey Samples

Identification of honey samples based on their sensory characteristics and melissopa-
lynological analysis revealed that each sample was a unifloral honey (Tables 1 and 2). The
pale color and liquid consistency of the black locust (acacia) honey sample, as well as the
high percentage of Robinia pollen, confirmed that its botanical source was the flowers of
Robinia pseudoacacia. Chestnut honey was characterized by dark amber color and liquid
consistency and met the requirement of strongly over-represented Castanea pollen. In the
amber-colored, semisolid goldenrod honey sample, Solidago pollen was determined as the
dominant pollen type, while Asteraceae and Brassicaceae pollen were important minor
pollen. The dominant pollen of the light amber, semisolid linden honey was Tilia, confirm-
ing its unifloral origin. Milkweed honey was treated as unifloral honey, even though it did
not contain any Asclepias pollen, but Brassica pollen was identified as the dominant pollen
type. This can be explained by the fact that the pollen grains of Asclepias are dispersed in
large units called pollinia, which cannot be collected by honeybees and thus do not enter
the honey. The sensory traits of our milkweed honey sample were in accordance with what
was expected in the case of this honey type.
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Table 1. Sensory characteristics and color of the analyzed honey samples.
Sensory Characteristics ABSy450-720
Nr. Honey Type, Plant Name (Color, Odor and Consistency) (mAU)
1 Black locust, Robinia pseudoacacia Pale, yellowish green, weak odor, liquid, viscous 833+ 1424
2 Chestnut, Castanea sativa Amber with reddish tone, strong odor, liquid, viscous 413.0 £21.2b
3 Goldenrod, Solidago gigantea Amber, moderately intense odor, semisolid, fine granulated 4123 +13.0b
4 Linden, Tilia spp. Light amber, strong odor, fine granulated, semisolid 284.04+92°¢
5 Milkweed, Asclepias syriaca Light yellowish amber, intense flower-like odor, viscous 119.0 + 17.8 4

ABSy50.770: absorbance of diluted honey samples referring to their color. Each code number in the first column rep-
resents three biological replicates (n = 3) of the honey samples. Data in the last column with different superscripted
letters mean significant differences among various honeys according to the Student’s t-test (p < 0.01).

Table 2. Pollen spectrum of the studied honeys.

Honey Type Castanea Robinia Solidago Tilia Asteraceae Brassica Other
black locust - 64.2 11.2 0.4 1.9 6.8 15.5
chestnut 79.9 - 0.8 3.2 2.8 3.1 10.2
goldenrod - - 724 1.9 8.4 6.7 10.6
linden - 1.9 19.5 724 2.7 3.2 0.3
milkweed - 15 - - 0.9 65.4 32.2

Dominant pollen >45%, secondary pollen 16-45%, important minor pollen 3-15%, minor pollen <3% of the pollen
grains counted.

3.2. MIC Determination

The MIC values are summarized in Table 3. Our results showed that the darker
chestnut and linden honey samples were more active than the light-colored honeys, such
as black locust and milkweed. In the case of chestnut and linden samples, the MIC values
were between 10 and 12.5%; however, the MIC was 20 to 25% when treating the bacterial
strains with black locust, goldenrod and milkweed honey samples. The most resistant
pathogen was P. aeruginosa, which required the highest concentrations of honey to inhibit
growth (Table 3).

Table 3. The MIC value of black locust, chestnut, goldenrod, linden and milkweed honey.

Honey Samples 1 2 3
black locust 25% 20% 20%
chestnut 12.5% 10% 10%
MIC values goldenrod 25% 20% 20%
linden 12.5% 10% 10%
milkweed 25% 20% 20%

1: P. aeruginosa, 2: S. epidermidis, 3: MRSA: methicillin-resistant S. aureus. Percentage values of the table correspond
to dilution % of honey causing antimicrobial effects.

3.3. Antibiofilm Capacity and Cell Viability

The antibiofilm activity of chestnut and linden honey was the most remarkable, in-
hibiting the most sensitive S. epidermidis by 71.1 and 68.7%, respectively. The biofilms of P.
aeruginosa and MRSA were more resistant than that of S. epidermidis. The biofilm formation
of P. aeruginosa was inhibited by 49.2 to 66.0 and 68.2% by the least active milkweed honey
and the most effective linden and chestnut honeys, respectively. Similarly, in the case
of MRSA, linden and chestnut honeys were the most effective, with inhibitory rates of
63.2 and 66.9%, respectively. Milkweed and black locust honey showed the lowest activity
for each bacterium (Figure 1).
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Figure 1. Biofilm inhibitory rates of honey samples against P. aeruginosa (A), S. epidermidis (B), MRSA:
methicillin-resistant S. aureus (C). Bl-black locust honey, Ch-chestnut honey, Gr-goldenrod honey,
L-linden honey, Mw-milkweed honey. Different lower case letters above the boxes indicate significant
differences among various honeys according to Student’s t-test (p < 0.01).

Our cell viability assay revealed that there were viable bacterium cells in the biofilm
besides the dead cells. In the case of all three bacteria, the percentage of living cells was
over 50%. The greatest reduction in the number of viable cells was observed in the case of
chestnut honey (Table 4).

Table 4. Cell viability of S. epidermidis, MRSA and P. aeruginosa treated by honey samples.

Percentage of Viable Cells (%)

Honey Samples 1 2 3
black locust 57.4 62.7 52.7
chestnut 56.7 50.4 52.3
goldenrod 67.4 53.7 56.7
linden 61.1 61.2 62.8
milkweed 72.1 75.2 79.4

1: P. aeruginosa, 2: S. epidermidis, 3: MRSA.

3.4. Scanning Electron Microscopy (SEM)

The SEM images illustrate the inhibitory effect of chestnut honey on biofilm formation.
SEM tests were performed with this honey type because in our antibiofilm assays chestnut
honey proved to be the most active. In the case of untreated samples, the formation of
bacterial biofilms and the appearance of a three-dimensional structure can be observed
(Figure 2A,C). In the case of samples treated with chestnut honey, no bacterial biofilm was
formed (Figure 2B,D). It is worth mentioning that biofilm formation started in the case
of P. aeruginosa; however, as can be seen in the picture, the process stopped due to the
treatment (Figure 2C,D).

3.5. Membrane Degradation

From the tested concentrations of honey solutions (20, 40, 60, 90%), loss of integrity
of the bacterial membrane was observed at concentrations of 40% and above, but no
membrane degradation was found at 20% (Table 5). Chestnut and linden honey samples
resulted in high membrane degradation; at a 60% concentration of these honeys, the lysis
of bacterial cells reached up to 39.2% and 44.5%, respectively. The performance of black
locust, goldenrod and milkweed honeys was weaker; the lowest activity was detected
for milkweed honey (Tables 5 and 6). To investigate the kinetics of the effect of honey
samples, their 60% solutions were measured at different time intervals (20, 40, 60 min). This
experiment revealed that bacterial membrane degradation started after 40 min (Table 6).
Furthermore, our results showed that Gram-positive bacteria were more resistant than
Gram-negative P. aeruginosa (Tables 5 and 6).
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Figure 2. Scanning electron microscopic images of S. epidermidis (A,B) and P. aeruginosa (C,D) Control
samples of bacterial strains (A,C); treatment with MIC/2 concentrations of chestnut honey in the case
of S. epidermidis and P. aeruginosa (B,D).

Table 5. Effect of honey solutions at different concentrations on the release of cellular material from
Gram+ (S. epidermidis, MRSA) and Gram— (P. aeruginosa) bacteria.

Lysis of S. epidermidis cells

C %

onc (%) Black Locust Chestnut Goldenrod Linden Milkweed
0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0
40 1745 +312 22354+20bc 2087 +223 3072+169 1688+202
60 2592+292  3068+19P 3205+22P 3830+429 2408+29°2
90 100 100 100 100 100

Lysis of MRSA cells
0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0
40 2138 +£162 2337+252 2218+433 3042418 1635+15¢
60 3022 +152 3545+29P 3382+26P 3938+21°¢ 2513+334
90 100 100 100 100 100
Lysis of P. aeruginosa cells

0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0
40 2155+223  26804+45P 22234413 35774389 1760+ 3.3¢
60 32.72+412 3915+13°% 3630+423 4453+39¢ 2548 +3.149
90 100 100 100 100 100

Different lower case letters in the same row for each bacterium indicate significant differences among various
honeys according to Student’s ¢-test (p < 0.05).



Microorganisms 2023, 11, 509

10 of 16

Table 6. Kinetics of 260 nm absorbing material released from Gram+ (S. epidermidis, MRSA) and
Gram— (P. aeruginosa) bacteria treated with 60% (w/v) honey solutions.

Lysis of S. epidermidis cells

Time (Min)
Black Locust Chestnut Goldenrod Linden Milkweed
0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0
40 2137 +£142 2460+32°% 2243 +283 2707+643 1515+33¢
60 2592 +292  3068+19P 3205+22P 3830+42¢ 2408+292
90 62.63£3.02 6485+4.02 5485+42P 69.08+44¢ 3528+6249
Lysis of MRSA cells
0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0
40 27.82+193 2995+193 2225436 3228+683 1650+ 3.3°¢
60 3022 +152  3545+29b 3382 +26P 3938+21¢ 2513 +339d
90 6143 +£482 6570+7.73 5248+40P 7128+1.1¢ 3387 +5649
Lysis of P. aeruginosa cells
0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0
40 1658 +£323  2608+40P 1818+233 2640+28P 1145+13¢
60 32.72+412 3915+13P 3630+423 4453+39¢ 2548 +3.149
90 6322 +£372 7038+56° 5767+34¢ 74154+39P 4338 +70d

Different lower case letters in the same row indicate significant differences among various honeys according to
Student’s t-test (p < 0.05).

3.6. Anti-Quorum Sensing Effect

Based on the liquid culture assays performed, all honey samples exhibited anti-QS
activity (Figure 3). Chestnut had a very strong growth inhibitory effect; no cell numbers
could be detected between 75% (v/v) and 5% (v/v) concentrations. Between 2-0.5% (v/v)
cell numbers increased to log 6-log 8 CFU/mL, but no pigment production could be
detected, indicating the anti-QS effect of this type of honey. Black locust, goldenrod, linden
and milkweed honey totally reduced cell growth between 75-25% (v/v) concentrations. QS
inhibition was observed from a 10% honey concentration, where cell numbers reached log
5-log 7 CFU/mL, respectively, but pigment production was still inhibited compared to
the control samples. At the lowest concentration tested (0.5% (v/v)) neither of the samples
reached the CFU/mL or OD value of the control, indicating that both growth inhibition
and anti-QS effects took place.
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Figure 3. Anti-quorum sensing activity of unifloral honey samples. Bars represent OD values at
585 nm and lines represent cell numbers defined in log10 CFU/mL. Data are given as mean =+ SD.

4. Discussion

Our previous research demonstrated the antibacterial and antibiofilm effects of Central
European unifloral honeys against food-borne pathogens and respiratory tract bacteria [49,50].
The present study confirmed that black locust (acacia), chestnut, goldenrod, linden and
milkweed honeys effectively hinder the growth, biofilm formation and QS mechanisms
of wound-associated bacteria, and thus can serve as valuable alternatives to antibiotics
in topical therapies. The novelty of our research is that it reports on the effects of both
common and less well-known honey types against bacteria in chronic wounds. This
is the first study to investigate the antibacterial and biofilm-inhibiting effects of some
specialty honeys, such as goldenrod and milkweed honeys. In addition, our work sheds
some light on the mechanisms of action behind honey’s antibiofilm activity, including the
demonstration of the anti-quorum sensing effect of varietal honeys. All honey types were
good anti-QS agents even at low concentrations (0.5% v/v), chestnut being the strongest
inhibitor. Based on these results, without a growth inhibitory effect, an anti-QS effect was
detectable, which indicates that the honey samples tested intervened in the biosynthesis of
AHL signal molecules.

Our results revealed that the most significant antibacterial activity was shown by the
darker-colored chestnut and linden honeys, in accordance with Albaridi (2019) [51]. This
is also in agreement with the work of Truchado et al. [52], who tested 29 honey samples
and found that each honey type was capable of interfering with QS, but chestnut and
linden honeys had the highest anti-QS activity [52]. In accordance with our findings,
Oliveira and coworkers [53] proved the antibiofilm effect of 50% chestnut honey against
Escherichia coli and P. aeruginosa in connection with wound healing. In our study, a much
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lower concentration (6.25%) of chestnut honey inhibited the biofilm of P. aeruginosa, with a
68% inhibitory rate. In a recent study by Sevin and Yarsan [54], the efficiency of chestnut
honey cream was proven in a rat wound model where inflammation, as well as levels
of granulation tissue, were significantly reduced by the honey treatment compared to
the control.

Similarly, linden honeys from Central and Northern Europe were found to exhibit
strong antibacterial and antibiofilm activity [49,50,55,56]. In a study analyzing the effect
of eleven Danish honeys and manuka honey, linden honey exhibited an even stronger
antibacterial effect than manuka honey [55]. The analysis of five Slovakian honey types by
Farkasovska et al. [56] revealed that linden honey samples showed the strongest antibacte-
rial activity against S. aureus and P. aeruginosa, compared to acacia, rapeseed, sunflower
and multifloral honey samples. The antibacterial activity of most honey types was found
to be mainly H,O,-dependent [30,56]; however, the strong antibacterial effect of linden
honey seems to be at least partially attributed to non-peroxide factor(s) [56]. Saka¢ and
co-workers [57] also observed the outstanding antibacterial effect of chestnut and linden
honeys from the Balkan region against S. aureus and S. epidermidis, with 3.12 to 12.5% and
6.25 to 12.5% MIC values, respectively, which were in a similar range to those of our linden
and chestnut honeys, their MIC being 10% against S. epidermidis. Differences in MIC values
measured for the same type of honey in different countries or even in different regions of
the same country can be due to differences in the actual composition of honey types, which
in turn can be influenced by the year of harvest and geographical origin.

Although in our experiments black locust/acacia honey displayed weaker activity
against wound-associated bacteria, in the study of Ranzato et al. [58] acacia and buckwheat
honeys were more active in promoting scratch wound closure compared to manuka honey
samples. Cytokines are known to play a role in wound healing. Ranzato et al. [58]
reported that acacia honey induced significant increases of primary interleukins present in
the fibroblast culture and pointed out a correlation between interleukin modulation and
wound healing activity.

Our study was the first to report on the antibacterial, antibiofilm and anti-QS activity
of goldenrod and milkweed honeys against the bacteria S. epidermidis and MRSA. The an-
tibacterial effect of goldenrod honey was investigated against P. aeruginosa and S. aureus [49],
but no previous research has been dedicated to the wound-healing potential of this honey
type. The present study revealed that goldenrod honey had a medium level of antibacterial
and antibiofilm activity against wound-associated pathogens, which was lower than that
of chestnut and linden honeys but higher than that of acacia and milkweed honeys. As
for milkweed honey, only our previous study [49] reported its ability to hinder the growth
and biofilm formation of P. aeruginosa and S. aureus, but this honey type showed the lowest
antimicrobial activity in each assay from a set of four Hungarian honeys. Similarly, in the
present study, we found that milkweed honey had the lowest or second lowest (after acacia
honey) antibacterial potential in most assays against wound-associated bacteria.

The outcomes of the current study, performed on wound-infecting bacteria, confirmed
the high antibacterial and antibiofilm potential of linden and chestnut honeys, which were
demonstrated previously against the respiratory tract and food-borne pathogens [49,50].
Regardless of the year when our honey samples were harvested, honey types of the same
botanical origin inhibited the growth and biofilm formation of various bacteria in a similar
manner. Similarly, Truchado et al. [52] concluded that the floral origin of honeys was the
most decisive factor regarding QS inhibitory activity, independent of geographic location.
In addition, they found that unifloral honey samples showed “non-peroxide” anti-QS
activity, which was not linearly correlated with total and individual phenolic compounds.
Our previous results also indicated that linden honey, exhibiting high levels of antibacterial
activity in each assay, had a lower total phenolic content/total reducing capacity [49,59]
compared to other unifloral honeys with weaker antibacterial properties. Similarly, a
study of 12 honey types from the Balkan region reported that linden honey was one of
the strongest antibacterial agents against Staphylococcus strains, but its polyphenol levels
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were significantly lower than those of similarly effective phacelia honey [57]. Besides
the marker compound lindenin, high levels of methyl syringate were measured in linden
honey [60]. The latter phenolic compound is known to act as a potent antioxidant and
antibacterial agent [61], and may thus contribute to the exceptional antibacterial properties
of linden honey. In chestnut honey, kynurenic acid was identified as a specific compound
with antioxidant and antibacterial potential; however, it did not reach a concentration that
could justify its high level of antibacterial activity [62]. Further investigation is needed to
determine which other unique compounds are associated with the high antibacterial and
antibiofilm potential of chestnut and linden honeys.

Not all bacterial strains tested reacted in the same manner to the honey treatments.
In our study, the most sensitive pathogen was S. epidermidis, which required the low-
est concentration of honey to inhibit growth. Additionally, the biofilms of MRSA and
P. aeruginosa were more resistant than that of S. epidermidis, being inhibited by 66.9%, 68.2%
and 71.1% by the most effective chestnut honey, respectively. In contrast, when treated
with sidr and manuka honeys, P. aeruginosa biofilms were more sensitive compared to
both methicillin-susceptible and -resistant S. aureus strains [63]. At the same time, in our
membrane degradation experiments, Gram-positive Staphylococcus strains were more re-
sistant than Gram-negative P. aeruginosa. Similar observations were reported for avocado,
chestnut and manuka honeys, which were more effective against Gram-negative E. coli
than Gram-positive S. aureus [64,65]. A possible explanation for this difference is that honey
increases the permeability of the outer membrane of Gram-negative bacteria by destroying
the lipopolysaccharide layer [66].

5. Conclusions

Honey has great potential as a topical agent in the treatment of wounds due to its
antimicrobial, anti-inflammatory and antioxidant properties. It has to be highlighted that
different honey types display different levels of health benefits. From a set of five unifloral
Hungarian honeys tested against wound-associated bacteria, the antibacterial, biofilm-
inhibiting and anti-QS activities of linden and chestnut honeys were superior to those of
acacia, goldenrod and milkweed honeys. In addition to the floral origin, the antibacterial
effect of honey is also affected by the microbial species treated. Honey can play a significant
role as a supplement to antibiotic therapy because it achieves its antibacterial effect at
several points of attack.
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Abstract: Honey is a rich source of carbohydrates, while minor compounds such as amino acids
and polyphenols contribute to its health-promoting effects. Honey is one of the oldest traditional
remedies applied for microbial infections, due to its antibacterial, anti-inflammatory, and antioxidant
properties. The aim of this study was to investigate the antibacterial and antibiofilm effects of
Hungarian black locust, linden, and sunflower honeys against the most common biofilm-forming
respiratory tract pathogens Haemophilus spp., Pseudomonas aeruginosa, and Streptococcus pneumoniae.
The unifloral character of all three honey types was confirmed by melissopalynological analysis. The
antibacterial activity of each honey sample against each bacterium strain was proven with agar well
diffusion assay and thin layer chromatography—direct bioautography. Kinetics and mechanisms
of antibacterial action were clarified with time-kill assay and membrane degradation study. The
anti-biofilm activity was evidenced using crystal violet assay. In each assay, linden honey was the
most effective, followed by sunflower and black locust honey. In addition, each honey sample had
greater potential to suppress respiratory tract bacteria, compared to major sugar components. In
conclusion, honey in general and linden honey in particular, can have a role in the treatment of
respiratory tract infections caused by biofilm-forming bacteria.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; Haemophilus spp.; Streptococcus pneumoniae; antibiofilm activity;
antibacterial effect; honey; respiratory tract

1. Introduction

Honey is a natural substance produced by Apis mellifera bees from the nectar of plants
or from secretions of living parts of plants or excretions of plant-sucking insects on the living
parts of plants, which the bees collect and transform by combining with specific substances
of their own [1]. Honey of all origins is composed mainly of the sugars glucose, fructose,
and sucrose, which constitute ~80% of its weight, with water composing the remaining
20%. In addition, vitamins, flavonoids, amino acids, enzymes, minerals, and phenolic acids
are also present in honey [2]. Honey is one of the oldest traditional medicines, often applied
as a remedy for microbial infections [3]. Honey can prevent and relieve the symptoms
of respiratory tract infections, as well as gastrointestinal and cardiovascular diseases,
due to the antioxidant, anti-inflammatory, antiviral, and antibacterial effects [4-12]. Both
Gram-positive and Gram-negative pathogenic bacteria are susceptible to honey, including
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) [13], Shigella sonnei [14], Helicobacter
pylori [15], and yeasts like Candida albicans [16].
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Recently, antibacterial resistance poses a major problem, which is in correlation with
the biofilm forming ability of bacteria. Many of the resistant bacterial cells take advantage of
being embedded in a biofilm, which is a complex matrix of polysaccharides and other com-
ponents, providing optimal conditions and protection for the bacterial community [17-20].
Infections associated with biofilm growth are usually challenging to eradicate, since mature
biofilms display tolerance towards environmental stress factors, as well as antibiotics and
the immune response. Biofilms are compact structures of bacteria, which can resist the
worst environmental circumstances and even survive the antibiotic treatment. Furthermore,
during the antibiotics treatment the subclinical concentration can diffuse into the biofilm,
which is not enough to kill the bacterial cells, but it can enhance the appearance of antibi-
otics resistance genes [21,22]. Moreover, biofilms can cause chronic diseases, as well [23,24].
The respiratory tract is the barrier between the environment and the human body, which
may facilitate pathogens entering this area. The most common respiratory tract bacteria are
Haemophilus spp., Pseudomonas aeruginosa, and Streptococcus pneumoniae [25,26]. Haemophilus
species with Aggregatibacter species, Cardiobacterium hominis, Eikenella corrodens, and Kingella
species (HACEK group) are a small, heterogeneous group of fastidious, Gram-negative
bacteria that frequently colonize the oropharynx, and can cause endocarditis due to their
biofilm-forming ability. In the respiratory tract, they are often responsible for chronic
otitis media, pharyngitis, and laryngitis [27-29]. P. aeruginosa is a well-known pathogen,
which can develop biofilms on respiratory tract mucosa, being the causing agent of otitis
media, sinusitis, and pharyngitis. This is the most significant Gram-negative bacterium
in nosocomial diseases [30-32]. P. aeruginosa’s biofilm is highly resistant to antibiotics
and disinfectants, due to its ability to produce alginate mucus [17,33]. Besides causing
pneumonia, S. pneumoniae is common in otitis media and sinusitis, sepsis, and meningitis
as well [34-36]. This Gram-positive bacterium can stick to the surface of bronchi easily,
where it can create biofilms, making treatment more difficult [37,38]. The significance
of the above-mentioned pathogens lies in the high risk they pose in health care. Due to
the increased frequency of antibiotic resistance and the biofilm forming ability of several
bacteria, it is essential to research new and natural antibacterial and antibiofilm agents,
including honeys of various botanical origin.

There are data on the physicochemical properties, as well as sugar and volatile compo-
sition of black locust, linden, and sunflower honeys produced in various countries [39-42],
including Hungary [43-45], but data are lacking about the antibacterial activity of Hungar-
ian honeys. Our recent study, regarding the antioxidant activity of eight different unifloral
honeys from Hungary (acacia/black locust, amorpha, phacelia, linden, sunflower, chestnut,
fennel and meadow sage), revealed that linden honey had exceptionally high antioxidant
activity despite its light colour [46]. Our hypothesis was that linden honey will be effective
also as an antibacterial agent. From the eight Hungarian honey types mentioned above, for
the purposes of the present study, we chose the ones that are readily available for customers
and have different levels of antioxidant capacity: black locust with pale colour and low
antioxidant activity, linden honey with light colour and high antioxidant activity, and
sunflower honey with darker colour and high antioxidant activity. The aim of this study
was to evaluate the antibacterial and antibiofilm properties of Hungarian black locust,
linden, and sunflower honey samples against both Gram-negative and Gram-positive
respiratory tract bacteria in three in vitro test systems. In addition, we intended to gain
insight into the kinetics and possible mechanisms of action of the antibacterial activity,
therefore time-kill assays and membrane degradation studies were performed as well.

2. Materials and Methods
2.1. Melissopalynological Analysis

The honey samples were purchased in 2020 from two Hungarian apiaries, directly from
beekeepers, who identified the samples as black locust, linden, and sunflower honeys. The
botanical origin of each honey sample was checked with melissopalynological analysis [47].
Honey samples, when fluid, were stirred thoroughly. In case they contained large crystals,
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they were heated on a 40 °C water bath, until fluid, then stirred. 10 g of honey was measured
into 50-mL centrifuge tubes, 20 mL of distilled water was added, then vortexed with
Combi-spin FVL-2400N (Biocenter Ltd., Szeged, Hungary). The solution was centrifuged at
3000 rpm for 10 min with a Neofuge 15R centrifuge (Lab-Ex Ltd., Budapest, Hungary). The
supernatant was decanted, then 10 mL of distilled water was added to the sediment, and
this mixture was centrifuged again at 3000 rpm for 10 min, and decanted. Any remaining
fluid was removed by setting the centrifuge tubes on filter paper. A frame of the size of the
cover glass was drawn on each microscope slide with a paint marker (Edding 750), then the
microscope slides were placed on a heating plate (OTS 40, Tiba Ltd., Gy6r, Hungary) set to
40 °C. Then, 0.25 mL of distilled water was added to the sediment in the centrifuge tube,
then vortexed. A volume of 20 uL of the pollen suspension was pipetted on the microscope
slide within the frame. Water was allowed to evaporate from the slide on the heating plate.
The pollen preparation was mounted in fuchsine glycerol jelly (fuchsine added to Kaiser’s
glycerol jelly). Pollen preparations were studied with a Nikon Eclipse E200 microscope
equipped with a Michrome 20MP CMOS digital camera (Auro-Science Consulting Ltd.,
Budapest, Hungary), and microphotos were taken with the software Capture 1.2 at 400 x

magnification. At least 500 pollen grains per honey sample were counted, and the source
plants were identified at species level, or at least at family level. The relative frequency for
each type of pollen was calculated as the percentage of the total number of pollen grains.

2.2. Thin Layer Chromatography—Direct Bioautography (TLC-DB)

The antibacterial effect of honey samples was screened against Haemophilus influenzae
(DSM 4690), H. parainfluenzae (DSM 8978), Pseudomonas aeruginosa (PAO I), and Streptococcus
pneumoniae (DSM 20566). For growing bacteria, Brain Heart Infusion Broth (BHI) (Sigma
Aldrich Ltd., Darmstadt, Germany) was used, and in the case of Haemophilus species, 1 mL
of supplement B (Diagon Kft., Budapest, Hungary) and 15 pg/mL NAD solution (1 mg/mL)
was added to BHI. After that, the solution was shaken at 37 °C in a shaker incubator (C25
Incubator Shaker, New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA) at a speed of 60 rpm for
24 h. The honey samples were dissolved in sterilized distilled water. The concentration
of the stock solution was 1 g/mL in each honey sample. From these solutions 1.0 uL was
applied to the silica gel 60 F254 aluminum sheet 5 x 10 cm TLC plates (Merck, Darmstadt,
Germany) with Thermo Fisher Scientific Finnpipette (Merck, Darmstadt, Germany), so
the substance content on the plate was 1 mg. The negative control was the distilled water,
the positive control was gentamicin (Sandoz, 40 mg/mL) against P. aeruginosa, ceftriaxone
(Hospira, 250 mg powder, stock solution: 40 mg/mlL) against Haemophilus spp., and
S. pneumoniae. From the antibiotic samples we applied 1.0 puL. The plates were dipped
into 100 mL of bacterial suspensions (4 x 10 CFU/mL). After that the plates were put in
low-wall horizontal chambers, with dimensions of 20 x 14.5 x 5 cm. The incubation time
was 1.5 h and the temperature of the box was 37 °C. In order to visualize the inhibition
zones, MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma Aldrich
Ltd.) solution (0.05 g MTT powder dissolved in 90 mL of water) was used. The MTT
solution is a bacterial selective dye, the color of which will change to blue or violet in
the presence of viable bacteria. After using MTT solution, the incubation time was 12 h
(37 °C). The antibacterial activity of the samples, following 13.5 h of total incubation time,
was shown by the white inhibitory zones on the plates. The diameter of inhibition zones
(expressed in mm) was measured with Motic Images Plus 2.0 program (Motic Deutschland
GmbH, Wetzlar, Germany). All tests were carried out in eight replicates.

Since our preliminary statistical analysis revealed no significant differences between
honey samples from different apiaries, but with the same botanical origin, in the subse-
quent microbiological assays we worked with pooled black locust, linden, and sunflower
honey samples.
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2.3. Agar Well Diffusion Assay

In this assay, the antibacterial activity of honey samples and sugar solutions (glu-
cose:fructose, 1:1) was examined. We used chocolate agar for Haemophilus species and
Streptococcus pneumoniae, and Miiller-Hinton agar for Pseudomonas aeruginosa. In order to
compare the antibacterial effects of honeys and sugar solutions, honey samples and also
glucose and fructose (Sigma Aldrich Ltd.) were diluted in sterilized distilled water to
50% (w/w) and 25% (w/w). As a positive control, we used gentamicin against P. aeruginosa,
ceftriaxone against Haemophilus spp., and S. pneumoniae. The stock solutions from antibi-
otics were 5 ug/mL. We added 150 uL from honey and sugar solutions, and 75 uL from
antibiotic solutions to the wells. The plates were incubated at 37 °C for 12 h, after which
period the diameter of the inhibition zones (expressed in cm) was measured. All tests were
carried out six times.

2.4. Time-Kill Assay

Time-kill studies were conducted with escalating concentrations of honey samples and
glucose:fructose (1:1) solution against Pseudomonas aeruginosa (Gram—) and Streptococcus
pneumoniae (Gram+). The bacterial suspensions were diluted with BHI (37 °C, 12 h);
100 uL of the suspension was transferred to 96-well microtiter plates, each containing
100 pL of a honey or sugar solution at 20%, 40%, and 60% (w/w) concentrations. The final
concentrations of the bacterial suspension in each well at baseline were approximately
10° CFU/mL. As a control, we used the bacterial suspensions without treatment. We
measured the absorbance (600 nm) seven times (0, 2, 4, 6, 8, 12, and 24 h) with plate reader
(BMG Labtech, SPECTROstar Nano).

2.5. Membrane Degradation Study

The release of cellular material was examined in P. aeruginosa (Gram—) and S. pneumo-
niae (Gram+). The absorbance of 1 mL bacterial suspension containing 2 x 107 CFU/mL in
PBS (phosphate buffer saline) was measured at 260 nm. The bacterial cells treated with
honey were suspended for 1 h in PBS containing 20%, 40%, and 60% (w/w) concentrations
of honey samples. Control cells were suspended in PBS without honey treatment. As
positive control 90% solution of honey samples was used. In order to examine the an-
tibacterial effect of sugar components, glucose:fructose (1:1) solutions were tested, as well.
Moreover, the bacterial cells suspended in PBS containing honey and sugar samples (60%)
were treated for different periods of time: 0, 10, 20, 40, 60, and 90 min. After treatment, cells
were centrifuged (Neofuge 15R, Lab-Ex Ltd., Budapest, Hungary) at 11,107 rpm (12,000 x g)
for 2 min, and the absorbance of the supernatant at 260 nm was determined in Metertech
SP-8001 (Abl&E-Jasco Ltd., Budapest, Hungary) spectrophotometer [48,49]. The results
were expressed in percentage values, which were compared to the untreated cells.

2.6. Microdilution Assay

During biofilm inhibition experiments, honey samples with half the minimum in-
hibitory concentration (MIC/2) were used. The MICs were determined with broth microdi-
lution test. We used 96-well microtiter plates to perform this assay. From each bacterium
solution (10° CFU/mL) 100 uL was measured to the wells. From our honey samples
12.5%, 25%, 40% 50%, and 70% (w/w) stock solutions were prepared. Our preliminary
experiments revealed that the MIC value will be between 40-55%, thus a dilution series
of 40%, 40.5%, 41%, 41.5% to 55.5% was made. From stock solutions, 100 pnL. was added
to each well. After incubation (24 h, 37 °C) we measured the absorbance (600 nm) with
plate reader (BMG Labtech, SPECTROstar Nano). Distilled water was used as negative
control, and the untreated bacterial suspension as positive control. All tests were carried
out in six replicates, from which the average value was calculated, and then the mean of
the negative control was subtracted from the value obtained. The concentration at which
the absorbance was lower than 10% of the positive control samples, i.e. bacterial growth
was inhibited by 90% or more, was considered as the MIC value.
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2.7. Antibiofilm Activity

The biofilms were prepared in 96-well microtiter plates. 200 pL 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. Distilled water was
used as a negative control, and the untreated bacterial suspension as a positive control.
The biofilms were treated with 20% solution of honey samples. After the treatments the
microtiter plate was incubated at 37 °C for 24 h. Then the adherent cells were fixed with
methanol for 20 min. The biofilms were dyed with 0.1% crystal violet solution for 25 min.
33 w/w% of acetic acid was added to each well, then the absorbance intensity was measured
at A= 595 nm with microtiter plate reader (BMG Labtech SPECTROstar Nano). All tests
were carried out six times [50].

2.8. Statistical Analysis

The data were compared with One-way ANOVA with Tukey’s pairwise compar-
isons. If the normality assumption was violated, we applied Kruskal-Wallis test with
Mann-Whitney pairwise comparisons. Differences were considered statistically signifi-
cant at p < 0.05. All statistical data were calculated using Past statistic software (Version
2.17b; [51]).

3. Results
3.1. Melissopalynological Analysis

The botanical origin of the honey samples, identified as black locust (Robinia pseu-
doacacia), linden (Tilia sp.), and sunflower (Helianthus annuus) honeys by the producers,
was confirmed by means of microscopic pollen analysis. The relative frequencies of pollen
types in each honey sample are summarized in Table 1. In black locust honey samples, the
dominant pollen was R. pseudoacacia (Figure 1a), accompanied by pollen grains of Brassica
napus, Solidago sp., and Tilia sp. (Figure 1b). In linden honeys, the majority of pollen grains
belonged to Tilia sp., but H. annuus and R. pseudoacacia pollen was also identified in lower
percentage. Sunflower honeys contained H. annuus pollen (Figure 1c) as their dominant
pollen type.

Table 1. Relative frequency of pollen types in Hungarian black locust, linden, and sunflower honeys.

Honey Type

Pollen Type—Relative Frequency (%)

Robinia Tilia Helianthus Solidago Brassica Apiaceae Other
black locust 67.0 0.5 - 13.8 5.4 0.5 12.8
R. pseudoacacia
linden 27.6 41.0 16.1 - - - 15.3
Tilia sp.
sunflower 16.3 7.4 481 3.8 - 2.3 22.1
H. annuus

(a)

(b) (c) *

Figure 1. Analysis of botanical origin of honey samples with light microscopy. Pollen grains of: (a) black locust, (b) linden,
and (c) sunflower. Scale bar = 25 um.
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Linden 1

Black locust 1

Sunflower 1

3.2. Antibacterial Activity of Honeys
3.2.1. Thin Layer Chromatography-Direct Bioautography (TLC-DB) Assay

Thin layer chromatography-direct bioautography (TLC-DB) is a well-known method
to detect the antibacterial activity of dissolved samples, but it is less frequently used with
honey samples [52]. Thus, as the first step, we optimized the TLC-DB assay successfully,
which allowed us to detect the inhibition zones of honey samples against respiratory tract
pathogens as shown for P. aeruginosa in Figure 2.

Pseudomonas

Linden 2 aeruginosa
(PAO 1)

Black locust 2 Negative control (H,0)

Sunflower 2 Positive control (Gentamicin)

Figure 2. TLC-DB plate in the case of P. aeuruginosa. Negative control: distilled water, Positive control: gentamicin

(40 mg/mL) from which 1.0 uL was applied to the plate. The numbers after each honey type refer to Apiary 1 and Apiary 2.

The stock solutions from honey samples were 1.0 g/mL, 1.0 uL was applied to the plate. The blue background shows the

viable bacteria. The white spots (as inhibition zones) indicated the lack of dehydrogenase activity due to the antibacterial

activity of honey samples.

Distilled water as a negative control did not inhibit the growth of any of the bacteria,
while the 1-uL solution of the antibiotics (gentamicin against P. aeruginosa, ceftriaxone
against Haemophilus spp. and S. pneumoniae) was effective against each bacterial strain. Our
results showed that all honey samples were active against each bacterium. Linden honey
was significantly more active against Haemophilus and Pseudomonas strains, compared to
black locust honey samples, while the activity of sunflower honey did not differ statistically
from that of either black locust or linden honey. In the case of S. pneumoniae, both black
locust and linden honeys were significantly more active compared to sunflower honey, but
the antibacterial effect of black locust and linden honeys did not differ statistically from
each other (Table S1).

Comparing the two Haemophilus species, H. parainfluenzae was more sensitive to each
honey sample than H. influenzae, indicated by larger zones of inhibition, with average values
of 4.0 and 3.8 mm for linden honey, and 3.5 and 3.2 mm for black locust honey, respectively.
Treatment with linden honey resulted in larger inhibition zones, compared to black locust
honey, both against P. aeruginosa (4.1 and 3.5 mm, respectively), and S. pneumoniae (3.9 and
3.6 mm, respectively). Sunflower honey inhibited each bacterium strain to a similar degree
(Figure 3).
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Inhibition zone (mm)

[ Positive control
[ Black locust

13 . N Linden
12 [ Sunflower
1 '1‘ a
10
9 a -I_
8
7
61
i i’ bc c b be c b - be b
) -
2
1
0
H. influenzae H. parainfluenzae P. aeruginosa S. pneumoniae

Figure 3. Antibacterial activity of black locust, linden, and sunflower honey samples against respiratory tract bacteria.

The diameter of the inhibition zones was expressed in mm. Positive controls: gentamicin against P. aeruginosa, ceftriaxone

against Haemophilus spp., and S. pneumoniae. Different letters above bars representing the same bacterial strain indicate

significant differences at p < 0.05.

3.2.2. Agar Well Diffusion Assay

As Tables 2 and 3 show, each honey sample proved to be more effective compared
to sugar solutions, although the latter substances displayed some antibacterial activity,
too. However, in the agar well diffusion assay, no significant differences could be detected
in the antibacterial activity of various honey types. Regarding the sensitivity of bacterial
strains, the lowest antibacterial effect was detected in case of P. aeruginosa, whose growth
was inhibited to lesser degree by honey treatments, compared to other bacteria (Table S2).

3.3. Kinetics and Mechanisms of Action of Antibacterial Activity
3.3.1. Time-Kill Assay

The time-kill assay kinetics additionally confirmed the bactericidal potential of 40%
(w/w) and 60% (w/w) black locust, linden, and sunflower honey samples against S. pneu-
moniae (Gram+) and P. aeruginosa (Gram—) bacteria. As a control, we used sugar solutions
(glucose:fructose; 1:1) in order to exclude the sole antibacterial activity of the sugar content
in honey. Our results showed that each honey sample exhibited antibacterial activity from
the second hour, compared to the control. Between 6 and 8 h after treatment with honeys
and sugar controls, the growth of P. aeruginosa and S. pneumoniae was retained steadily.
We can conclude that some antibacterial activity can be attributed to the sugar samples,
however, they showed lower activity than honey samples against both bacterial strains.
Linden honey was the most effective sample against both bacterial strains compared to
black locust and sunflower samples, as shown by Figure 4 in the case of P. aeruginosa.

Table 2. Results of the agar well diffusion assay with 25% honey and sugar solutions, compared to antibiotics as positive

control. Inhibition of bacterial growth was indicated by the appearance of a zone of inhibition around the well.

Diameter of Inhibition Zones (cm) !

Test Solution H. influenzae H. parainfluenzae P. aeruginosa S. pneumoniae
black locust 25% 17+02° 1.6+03° 124+0.1%® 1.6+02%®
linden 25% 1.8+£0.2° 1.8+£0.2° 14+02° 1.7+02%
sunflower 25% 1.5+0.12 1.6 £02° 1.0+02P 1.3+02°
sugar solution 25% 12+£02° 11+£01° 09+02° 09+03°¢
antibiotic control 35+03¢ 35+03¢ 34+02° 3.6+034

! Data are presented as means =+ standard deviations, based on 6 parallel measurements. Different superscript letters within the same
column indicate significant differences at p < 0.05.
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Table 3. Results of the agar well diffusion assay with 50% honey and sugar solutions, compared to antibiotics as positive

control. Inhibition of bacterial growth was indicated by the appearance of a zone of inhibition around the well.

Diameter of Inhibition Zones (cm) !

Test Solution H. influenzae H. parainfluenzae P. aeruginosa S. pneumoniae
black locust 50% 1.9+03% 19+022 1.7+032 19+022
linden 50% 21+012 21+01°2 19+032 20+01°2
sunflower 50% 1.8+022 1.8+022 1.7+022 19+022
sugar solution 50% 14402°P 1.34+03P 1240.1° 13+01°
antibiotic control 35+03¢€ 35+03¢ 34+02°€ 3.6+£03°€

! Data are presented as means + standard deviations, based on 6 parallel measurements. Different superscript letters within the same
column indicate significant differences at p < 0.05.

Growth control — 40%
200/0 600/0
1.4 - " 1.4 -
s N B
E 1.2 E
o c
8 101 S 1.0 .
=~ ©
9 084 o 081 e om
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Figure 4. Time-kill assay in case of P. aeruginosa: (A) black locust honey samples, (B) linden honey samples, (C) sunflower

honey samples, and (D) sugar (glucose:fructose, 1:1) solutions.

3.3.2. Membrane Degradation Study

In order to investigate potential mechanisms of action of honey, we studied the process
of bacterial membrane degradation, by measuring the degree of bacteriolysis in P. aeruginosa
and S. pneumoniae cells, treated with a range of concentrations of sugar and honeys. The 20%
solutions of sugar and honey did not cause any lysis; however, the 40% and 60% solutions
were active. S. pneumoniae responded more sensitively to treatment than P. aeruginosa. Each
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honey sample performed better than the sugar solutions, and from the honey samples,
linden honey showed the best activity against both bacteria (Table 4).

Table 4. The effect of sugar and honey solutions at different concentrations on the release of cellular material, absorbing
at 260 nm, from P. aeruginosa and S. pneumoniae. The degree of bacteriolysis was expressed in percentage compared to
the control.

Lysis of P. aeruginosa Cells Lysis of S. pneumoniae Cells
Concentrations (%) Sugar Black Locust Linden Sunflower Sugar Black Locust Linden Sunflower
Aazgo (%) Aze0 (%)
0 0 0 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0 0 0
40 221 25.8 32.9 27.0 26.4 31.6 39.5 30.9
60 30.2 36.8 40.2 35.9 33.7 389 425 40.1
90 100 100 100 100 100 100 100 100

In order to investigate the kinetics of the release of cellular material, we performed
time course lysis with 60% (w/w) honey and sugar solutions, assessing the degree of
cell lysis after various time intervals, up to 90 min (Table 5). Contact for 20 min with
these antibacterial agents was shown to be enough to induce consistent release of 260-nm
absorbing material. Our results showed that sugar solutions had lower activity compared
to honey samples. From honey samples, linden honey was the most effective in case of both
bacteria. The highest degree of membrane degradation was detected at 90 min, following
treatment with linden honey.

Table 5. Kinetics of 260-nm absorbing material release from P. aeruginosa and S. pneumoniae treated with 60% (w/w) sugar
and honey solutions.

Lysis of P. aeruginosa Cells Lysis of S. pneumoniae Cells
Time (min) Sugar Black Locust Linden Sunflower Sugar Black Locust Linden Sunflower
Azep (%) Asgo (%)
0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0
20 15.8 224 26.1 21.9 17.1 25.6 30.1 24.8
40 23.5 325 36.2 33.1 24.1 34.5 38.6 34.7
60 30.2 36.8 40.2 35.9 33.7 38.9 42.5 40.1
90 35.8 45.2 51.6 46.1 371 47.2 549 50.6

Based on the above experiments we can conclude that black locust, linden, and sun-
flower honey solutions can induce bacteriolysis, by disrupting the membrane of bacterial
cells, not only in case of Gram—, but also in Gram+ bacterial strains. It was also proven that
the sugar components of honey can be responsible for some of this activity, nevertheless,
honey samples had higher membrane degradation activity compared to sugars alone in
each experimental setup.

3.4. Antibiofilm Activity
3.4.1. Broth Microdilution Test

The MIC value of honey samples was determined by microdiluton assay. Our samples
showed similar activity, their MIC value ranging between 40.5 and 52.5% (Table 6). The
most sensitive strains were the Haemophilus spp., their growth being inhibited by 40.5%
concentration of linden honey. The most resistant pathogen was P. aeruginosa, inhibited
only by the 50.5% solution of linden honey, and the 52.5% solution of black locust and
sunflower honeys. Afterwards, a two-fold dilution of the MIC value (MIC/2 value) was
used in the antibiofilm assay.
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Table 6. The MIC and MIC/2 value of linden, black locust, and sunflower honey:.

Honey Samples 1 2 3 4
black locust 42.0% 42.0% 52.5% 44.0%
MIC value linden 40.5% 40.5% 50.5% 42.5%
sunflower 42.0% 42.0% 52.5% 45.0%
black locust 21.0% 21.0% 26.3% 22.0%
MIC/2 value linden 20.3% 20.3% 25.3% 21.3%
sunflower 21.0% 21.0% 26.3% 22.5%

1: H. influenzae, 2: H. parainfluenzae, 3: P. aeruginosa, 4: S. pneumoniae. Percentage values of the table correspond to
dilution % of honey causing antimicrobial effect.

3.4.2. Antibiofilm Activity

The potential of each honey sample to inhibit the biofilm forming ability of various
bacterial strains was examined with MIC /2 concentration. The anti-biofilm formation
activity of the honey samples was calculated and demonstrated in terms of inhibitory
rate [53] (Figure 5). Our experiments revealed that each honey sample in this study was
able to inhibit the formation of biofilm by each bacterium strain tested. Similar to the
results of the TLC-DB assays, linden honey showed the best performance also regarding
the inhibition of biofilm formation, with mean inhibitory rates above 80% against each
strain (80 to 82%). In contrast, black locust samples exerted the lowest inhibition against
respiratory tract biofilms, with inhibitory rates ranging between 69 and 75% (Table S3).
It should be highlighted that S. pneumoniae was the most sensitive bacterium from the
respiratory tract pathogens (Figure 5).

95.
90 C
85

80

biofilm (%)

65

60. -

50- 1

Inhibitory rate against H. influenzae
biofilm (%)
S o
Inhibitory rate against H. parainfluenzae

Black locust Linden  Sunflower Black locust Linden  Sunflower

1004 100-

C

954

a
904 c
854 r
804
754
704

654

1
biofilm (%)
223 3 8

604

Inhibitory rate against P aeruginosa
biofilm (%)

3
3]

554

o
=]

50

Inhibitory rate against S. pneumoniae

Black locust Linden  Sunflower Black locust Linden  Sunflower

Figure 5. Biofilm inhibition activity of different honey samples against respiratory tract bacteria: (A)
Huaemophilus influenzae, (B) H. parainfluenzae, (C) Pseudomonas aeruginosa, and (D) Streptococcus pneumo-
nige. The anti-biofilm formation activity was calculated and demonstrated in terms 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). Different lower case letters (a, b, c) above
boxes in figures (A-D) indicate significant differences at p < 0.05.
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4. Discussion

The antibacterial activity of honey is highly complex and still remains not fully rec-
ognized. To date, it has been established that the mechanism of antibacterial effect varies,
attributed to the fact that honey can have multiple attack points. The high concentration of
sugars (80%) can inhibit the growth of bacteria, due to the high osmotic pressure. Moreover,
the Gram-positive bacteria (like S. pneumoniae) are sensitive to defensin-1, which is a pep-
tide secreted by the honeybee hypopharyngeal glands. One of the most important enzymes
involved in honey ripening processes is glucose-oxidase, which can transform glucose to
gluconic acid. The side product of this reaction, hydrogen peroxide is a strong antibacterial
agent [12,54-58]. Besides, gluconic acid itself causes low pH-values (3.4-6.1) in honey,
which prevents the development of most microorganisms. However, the antimicrobial
efficiency of each honey type is not only dependent on its glucose oxidase activity, but
also on its profile and concentration of honey constituents, particularly phenolic com-
pounds [59-61].

Many bacteria were reported to display a high sensitivity to honey, particularly
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Helicobacter pylori,
Moycobacterium tuberculosus, Escherichia coli, Psuedomonas aeruginosa, Micrococcus luteus, and
Bacillus subtilis [12,58,62—64], but there were no previous studies that focused exclusively
on the reaction of respiratory tract bacteria following treatment with honey. For this reason,
we chose to test the antibacterial potential and anti-biofilm activity of black locust, linden,
and sunflower honeys, three well-known honeys that are readily available in Hungary,
against the most common respiratory tract bacteria, including H. influenzae (DSM 4690),
H. parainfluenzae (DSM 8978), P. aeruginosa (PAO L), and S. pneumoniae (ATCC 20566), using
agar well diffusion, time-kill and biofilm inhibitory assays, as well as TLC-DB. Since
the latter technique was used only in a few instances with honey, e.g. [52], our research
group had to optimize the process for use with honey samples. Optimizing TLC-DB for
two Haemophilus species involved altering conditions such as incubation time, and the
composition of agar for growing the bacterium, the necessity of which was also confirmed
in our previous study [65].

Brown and co-workers proved the anti-Haemophilus activity of various honey samples
(produced by Apis mellifera, Frieseomelitta nigra, and Melipona favosa bees), using agar
diffusion assay [66]. Al-Waili’s research group examined the antibacterial activity of
multifloral honey against Staphylococcus aureus, S. hemolyticus, Escherichia coli, Klebsiella sp.,
P. aeruginosa, Enterobacter cloacae, H. influenzae, and Proteus sp., because these are the most
common bacteria in wounds. The results of this research group showed that the growth
of S. aureus, H. influenzae, and P. aeruginosa was inhibited by the 30-50% multifloral honey
samples, which values were comparable to the MIC values obtained in our study, being
40.5-42% and 50.5-52.5% for H. influenzae and P. aeruginosa, respectively [67]. Newby et al.
described that H. influenzae biofilm was sensitive to SurgihoneyRO (a licensed, CE-marked
sterile honey that has been bioengineered to enable the controlled release of HyO, over a
prolonged period), because this honey was able to cause significant reduction in biofilm
growth [68]. It has to be highlighted that the bioactivity of honey against H. parainfluenzae
has not been described yet. Our study was the first to prove that black locust, linden, and
sunflower honeys were active against both H. influenzae and H. parainfluenzae, the highest
activity shown by linden honey both in TLC-DB and antibiofilm assays.

Salonen et al. compared the antibacterial effect of sweet clover (Melilotus officinalis),
buckwheat (Fagopyrum esculentum), multifloral, raspberry (Rubus idaeus), and heather
(Calluna vulgaris) honeys, as well as honeydew against P. aeruginosa by microdilution
assay. Their experiments revealed that from the five honey samples, buckwheat and
raspberry honey inhibited the growth of P. aeuruginosa, similarly to the honeydew sam-
ple [69]. Our findings are in accordance with Awan and co-workers’ results regarding the
anti-Pseudomonas activity of sunflower honey, which was, however, inferior compared to
the effect of eucalyptus honey [70]. Manuka (Leptospermum scoparium) honey proved to
be effective against P. aeruginosa both in antibacterial and antibiofilm assays [71-73]. In
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addition, clover (Trifolium sp.), buckwheat and sidr (Ziziphus spina-christi) honey samples
were found to be effective against P. aeruginosa biofilm [74]. A recent study supported the
antibacterial activity of lime (linden), rapeseed (Brassica napus), buckwheat, and multifloral
honey samples against P. aeruginosa [75]. In the latter study, linden honey was one of the
most effective honey samples against this bacterium, similarly to our findings. Another
recent study revealed that multiple mechanisms of actions are responsible for the antibacte-
rial activity of pine honey against P. aeruginosa, exerting an inhibitory effect on quorum
sensing, bacterial chemotaxis and biofilm formation [76].

The reaction of S. pneumoniae to honey treatment has received very limited attention so
far. Some research supported that Streptococcus spp. in general were sensitive to treatment
with honey [77-79]. From five different types of Finnish honeys, willow herb (Epilobium
angustifolium) honey was found to be the most effective against S. pneumoniae, compared
to heather, lingonberry (Vaccinium vitis-idaea), buckwheat, and cloudberry (Rubus chamae-
morus) honey samples. Huttunen highlighted that S. pneumoniae was the most sensitive
bacterium to the treatment (microbroth dilution assay), in comparison with S. pyogenes and
Staphylococcus aureus [80]. Our study was the first to present data regarding the effect of
black locust, linden, and sunflower honeys on the growth and biofilm formation ability of
S. pneumoniae. Similarly to the Finnish honeys, we found that honey concentrations slightly
above 40% were necessary to inhibit the growth of this bacterium, when treated with the
three Hungarian honeys involved in our study (MIC values in the range 42.5-45%).

As for the kinetics of the antibacterial activity, time-kill studies revealed that our
honey samples started inhibiting bacterial growth between 6 and 8 h of incubation both for
P. aeruginosa and S. pneumoniae, similarly to a recent study performed with Iranian honeys
and P. aeruginosa [73].

An important component of honey’s antimicrobial activity is the disruption of bacterial
membrane. Due to membrane damage, honey can induce bacteriolysis, both in the case
of Gram-negative and Gram-positive bacteria [49]. In our study, S. pneumoniae (Gram+)
was more sensitive compared to P. aeruginosa (Gram—) both in the time-kill assay and
membrane degradation studies, which is likely due to structural differences. Similarly,
Otmani et al. [81] found that a Gram+ strain (Staphylococcus aureus FRI S6) was inhibited to
larger extent by honey samples, compared to a Gram- strain (Salmonella typhi ATCC 14028).

5. Conclusions

This study highlighted the effectiveness of commonly available Hungarian honey
types against the essential respiratory tract bacteria. To the best of our knowledge, our
research group was the first to demonstrate the bioactivity of honey against H. parainfluen-
zae, as well as the inhibitory effect of black locust, linden, and sunflower honeys on S.
pneumoniae; thus, the novelty of our study is indisputable. Our findings support the view
that honeys of various botanical origin can provide an alternative means to treat respiratory
tract infections, due to their potential to decrease the growth and biofilm production and
disrupt the membrane of respiratory tract bacteria. At the same time, our study revealed
that even in the case of honeys from the same geographical region, the botanical source of
the honey can have a high impact on its biological activity. From the investigated Hungar-
ian honey types, linden honey particularly deserves more attention as a powerful natural
antibacterial agent.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/10
.3390/foods10071632/s1, Table S1: Statistical data of thin layer chromatography-direct bioautography
(TLC-DB) assays. Table S2: Statistical data of agar well diffusion assays. Table S3: Statistical data of
antibiofilm assays.
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