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1 Bevezetés

Modern vildgunk rohamos technoldgiai fejlédése emberi Iéptékben nehezen
kovethetd. A nyilvanvald eldnyok mellett az eldttiink allo kihivasok is hasonlé litemben
bontakoznak ki. Ezek egy része jelentés méreteket 61tott, és annyira siirgetd az emberiség
szamara, hogy megoldasukra vald Osszpontositds tobb vezetd orszag stratégiai
iranyvonalava valt. Ide tartozik a kdrnyezetvédelem, az antibiotikum-rezisztencia elleni
kiizdelem és a digitalizacid (példaul a tervezést segitd haromdimenzids statisztikai
modellek).

Az antibiotikum-rezisztencia névekvé problémaja folyamatos kihivast jelent az
egészségiigyi szakemberek szamara. A teriilet legijabb kutatasi iranyai szerint a terapiak
sikertelensége szamos korokozo (pl. Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
epidermidis, meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA), Acinetobacter
baumannii, Haemophilus spp.) biofilmképz6 képességének kdszonhetd, amely fokozza
az antibiotikumokkal szembeni rezisztenciajukat (Caputo et al., 2022; Eichel et al., 2020).
A baktériumok extracellularis matrixot kezdenek kialakitani (extracellularis
poliszacharidokbol, nukleinsavakbdl és fehérjékbol all), biofilmeket 1étrehozva, amelyek
konnyen megtapadnak allati vagy emberi szoveteken, valamint orvostechnikai eszk6zok
(pl. kontaktlencsék, implantatumok, katéterek és sontok) feliiletén is (Guchhait et al.,
2022; Guzman-Soto et al., 2021). A baktériumok biofilmképzo képessége tehat jelentds
szerepet jatszik kiilonbozé Dbetegségekben (pl. cisztas fibrézis, fogszuvasodas,
mandulagyulladés, kozépfiilgyulladas), ezért napjainkban nagyobb figyelmet kapnak
azok a kutatasok, amelyek ezek felszadmolasara iranyulnak (Rao et al., 2021).

A természetes, pl. ndvényi eredetii vegyiiletek fontos szerepet jatszanak a
gyogyszeriparban. Az antibiotikum-rezisztencia névekedésével egyre inkabb eldtérbe
keriilnek a természetes vegyiiletek az iparagak kiilonb6z6 teriiletein beliil. Természetes
antimikrobialis szerként az illdolajok és mas novényi kivonatok alkalmazasa széles
korben elterjedt az élelmiszeriparban, a gydgyszeriparban és az orvostechnikai
eszkozokkel kapcsolatban az elmult évtizedekben (Carpena et al., 2021). Az ill6olajok és
novényi kivonatok Osszetételét szamos tényezd befolyasolhatja: kdrnyezeti tényezok,
vegetacios iddszak, gylijtési technika, extrakcios eljaras tipusa, kemotipus és a begytijtott
novényi részek is (Détar et al., 2021; Farhat et al., 2016; Pluhar et al., 2016). Ezek a
tényezok mind hatdssal lehetnek a kémiai Osszetételre, ami hatdssal van a biologiai

aktivitasra (Souza de Oliveira et al., 2017). A legjobb terméshozam ¢és a megfeleld



antibakterialis hatdsu mindség érdekében tehat sziikséges a kornyezeti feltételek €s a
mikrobiologiai potencidl kozotti Osszefliggés tisztazésa is. Ezért sziikségesek a
megfelelden standardizalhato extrakcios eljarasok, analitikai vizsgalatok, valamint
in vitro biologiai hatasvizsgalatok, amelyek segitségével értékelhet6 a kémiai Gsszetétel
¢s az antibakterialis hatds. Ma az ipar szamos teriiletén elényben részesitik a
kornyezetbarat extrakcios eljarasokat, mint pl. a vizg6z-desztillaciot és a szuperkritikus
folyadék extrakciot (SFE). Az SFE egy jol paraméterezhetd eljaras, ahol fobb beallitasi
paraméterek kisléptékii valtoztatasdval nagy hatast tudunk gyakorolni nem csak az
extrakcids hozamra, hanem az extraktum antibakterialis hatasara is. A folyamat mélyebb
megértésének ¢és optimalizalasanak egyik lehetséges utja a statisztikai modellezés.
Vilaszfeliilet modellek alkalmazéasaval tervezhetévé valik a mindség, valamint id6t és
ezzel egyiitt pénzt spérolhatunk (Jakovljevi€ et al., 2021; Yousefi et al., 2019).

Az ajakosok (Lamiaceae) csaladjanak két kiemelkedd tagja a muskotalyzsalya
(Salvia sclarea L.) és a kerti kakukkfii (Thymus vulgaris L.). Hagyomanyosan mind a két
novényt évszazadok oOta sikeresen alkalmazzak foként léguti patogénekkel szemben
(Leigh-de Rapper et al., 2021). Alkalmazasuk elsGsorban az aromaterapia és a
természetgyodgyaszat keretein beliil volt jelentds. Azonban szamos tanulmany igazolta,
hogy az illdolajaik antibakterialis hatasukat jorészt a benniik talalhatd oxigenalt
monoterpéneknek koszonhetik (linalool, linalil-acetat, timol, stb.) (Cui et al., 2015;
Oliveira et al., 2020). Hazankban a kerti kakukkfii termesztése novekszik, tovabbi
hasznositasahoz értékes adatokkal szolgalhat a maganteriileteken termesztett novény
tudomanyos szempontok szerinti értékelése. Ezért kutatocsoportunk vizsgalta a
kiilonboz6 virdgzasi fenofazisban (virdgzasi idészak elején, teljes viragzasban, viragzasi
1d6szak végeén) gylijtott kerti kakukkfiibol kivont illéolaj mintdk antibakterialis hatasat
léguti patogénekkel szemben. A konvenciondlis antibiotikumok ,,4jra hasznositdsanak”
egyik lehetséges tja névényi hatdéanyagokkal valé kombinacioik tesztelése, valamint a
kiilonb6z6é additiv és szinergista hatdsok felderitése. Munkank sordn aminoglikozid-
tipusu antibiotikumok ¢és kakukkfii illoolajanak kombinacidit teszteltiik 1éguti fertézést
okozé baktériumokkal szemben. A kombinacios kisérleteket in vitro checkerboard-
titraldsos modszerrel vizsgaltuk.

A muskotalyzsalya hazankban nem dshonos ndvény. Kereskedelmi szempontbo6l
nagyiizemi mddszerekkel allitjak eld Oroszorszagban, Bulgaridban, Franciaorszagban ¢és
Marokkoban. Ezek az orszdgok kortilbeliil 150 tonna illdolajat képesek eldallitani évente,

amelyet foként a parfiim-, kozmetikai és haztartas-vegyipar hasznal fel (Zanotti et al.,



2023). Szakirodalmazés utdn azt tapasztaltuk, hogy az extrakcios modszerek
optimalizalasanak célja szinte minden esetben az illéolaj-hozam ndvelése, illetve az
illoolaj kémiai Osszetételét alkoté komponensek kivant aranyanak elérése. Azonban az
ill6olajok ¢és komponenseik hatdsmechanizmusa még nem teljesen tisztazott. Kiilondsen
igaz ez a tobb komponenst tartalmazo oldoszeres extraktumok esetén is. Ezért ugy
gondoltuk, hogy hianypotlo lehet egy olyan metodika kidolgozésa, ahol az antibakterialis
hatas alapjan optimalizaljuk az extrakciét, oly modon, hogy az extrakciés hozam is
szamolhaté marad. Kutatocsoportunk volt az els6, aki a valaszfeliilet-modellezés
segitségével antibakterialis hatas alapjan optimalizalt szuperkritikus folyadék extrakciot.
Ezekhez a kisérletekhez a muskotalyzsalyat valasztottuk modellndvényként és a

mikrobiolégiai vizsgalatokba ugyancsak 1éguti patogéneket vontunk be.



2 Célkitiizések

A bevezetésben felvazoltak alapjan az alabbi célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

Szigetvar  mellett  (Magyarorszag, = Baranya  megye,  koordinatak:
(46°02060.0000 E, 17°47059.9900 K) talalhato terméteriileten termesztett
kakukkfii értékelése kiilonb6z0 fenofazisaiban (eld-fo-utoviragzas) gytjtott
mintaibol kivont illdolajdnak antibakterialis hatdsa szempontjabol.
Muskotélyzsalya szuperkritikus folyadék extrakcidjanak (SFE) optimalizélasa
antibakterialis hatds szempontjabol, valaszfeliilet-modellezés segitségével
(RSM).

Az altalunk vizsgalt kakukkfli illdolajok kémiai Osszetételének meghatarozasa
GC-MS  (gézkromatografia-tomegspektrometria), GC-FID (langionizécios
detektorral felszerelt gazkromatografia) technikak segitségével.

Muskotalyzsalya extraktumok és kakukkfii ill6olajok antibakterialis hatdsanak
vizsgalata bioautografias modszer segitségével.

A kakukkfii ill6olaj biofilmgatld hatdsanak bizonyitésa.

Aminoglikozid-tipusu antibiotikumok és kakukkfii illoolaj-kombinaciok

antibakterialis hatasdnak vizsgélata ¢s feltételezett szinergista hatéas felderitése.



3 Szakirodalmi attekintés

3.1 Antibiotikumok torténete

Az els6 antibakterialis szert, a Salvarsant 1910-ben vezették be, amely a szifilisz
elsé hatékony gyogymoédjanak bizonyult (Vernon, 2019). Az antibiotikumok alig egy
évszazad alatt radikalisan atalakitottdk a modern orvostudomanyt, és jelentdés mértékben
hozzajarultak az atlagos emberi élettartam 23 évvel torténd meghosszabbodédséhoz.
Az antibiotikumok klinikai hasznélatba vétele vitathatatlanul a 20. szdzad legnagyobb
orvosi attorése volt. A fert6z6 betegségek kezelésén tul, az antibiotikumok szamos
modern orvosi eljarast tettek lehetévé, beleértve a rakkezelést, a szervatiiltetést és a
nyitott szivmtétet (Katz & Baltz, 2016). A penicillin 1928-as felfedezése inditotta el a
természetes eredetli antibiotikumok kutatdsanak aranykorat, amely soran Alexander
Fleming uttéré munkdja orokre atalakitotta a bakterialis fertézések kezelésének maodjat.
Az Uj antibiotikumok felfedezése az 1950-es években érte el cstcspontjat. Azota
folyamatosan csokkent az antibiotikumok felfedezésének és sikeres fejlesztésének iiteme.
A 1980-as évek végétdl kezdédden lényegében nem tortént jelentds attorés ezen a
teriileten. Szdmos human korokozd gyodgyszer-rezisztencidjanak kialakuldsa el0segitette
a jelenlegi valsag kialakulasat (Hutchings et al., 2019).
Az antibiotikumok osztalyozasat az 1. abra mutatja be. Az abran jol lathatd, hogy igazan
nagy attoréssel jard felfedezés az elmult harminc évben nem tortént, amely ellentétes

tendenciat mutat a rezisztens térzsek megjelenésével.
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Antibiotikumok osztalyozasa
Altalaban baktericid hatast, baktérium sejt halalat okozza

Altalaban bakteriosztatikus szerekként hatnak, korlatozzak a névekedést
és a szaporodast

B-laktamok Szulfonamidok  Aminoglikozidok Kloramfenikol

1928 1935 1943 1947
Sejtfal bioszintézisének Szaporodas és Fehérjeszintézis Fehérjeszintézis
gatlasa nivekedés gatlasa gatlasa gatlasa
pl.: Ceftriaxon pl.: Szulfametizol pl.: Gentamicin
Tetraciklinek Makrolidok Glikopeptidek Anzamicinek
1948 1950 1953 1958
FeherJ‘?SZImtEZ‘S Fehérjeszintézis  Sejtfal bioszintézisének  RNA szintézis
L. [g)aﬂ?s.kl. gatlas gatlasa gétlés
pl.: DOxXIcIKn pl.: Eritromicin pl.: Vankomoicin pl.: Rifampicin
Kinolonok Sztreptograminok Oxazolidinonok  Lipopeptidek
1962 1962 1979 1989
DNS miikodési Fehérjeszintézis Fehérjeszintézis Sejtmembran
zavar gatlas gatlas funkciok zavarasa
pl.: Norfloxacin pl.: Quinupristin pl.: Linezolid pl.: Bacillomycin

1. abra Antibiotikumok osztalyozasa (Sajat abra)

3.2 Alkalmazott antibiotikumok fobb hatasmechanizmusai

A riboszoémak méretének kifejezésére az ugynevezett Svedberg (S) egységet
hasznaljuk. A prokariotak riboszoma mérete 70S, amely két részbdl all: a 30S kisalegység
¢s az 50S nagyalegység. A gentamicin baktericid aktivitdsa abban rejlik, hogy (a
tetraciklinekhez hasonléan) kotédik a baktériumok riboszomalis 30S Kisalegységéhez.
Pontosabban, a gentamicinrél ugy gondoljak, hogy a 16S rRNS A-helyéhez kotddik,

amely a riboszomalis 30S kisalegység egyik komponense. A kotédés révén a genetikai
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kéd olvasédsa zavart szenved. A transzlaci6 megszakad, ami a Dbaktérium
fehérjeszintézisének zavarahoz vezet. A kloramfenikol, makrolidok és oxazolidinonok
50S nagyalegységhez kapcsoldodva zavarjak meg a fehérjeszintézist. A gentamicin az
amikacinhoz hasonléan aminoglikozid tipusu antibiotikum (Krause et al., 2016).

A bakterialis sejtfalak térhalos peptidoglikanbol allnak (Levin & Angert, 2015).
Az antibiotikumok, mint példaul a B-laktdmok (penicillin és szarmazékai, cefalosporinok
¢és karbapenemek) és a glikopeptidek (vankomicin) gatoljak a peptidoglikan bioszintézist,
igy a sejt sebezhetdvé valik az ozmotikus nyomadssal €s az autolizissel szemben. Példaul
a vankomicin azaltal blokkolja a sejtfalképzédést, hogy a sejtfalszintézis soran a sejtfal
prekurzor egységének D-alanil-D- alanin végéhez kapcsolodik, ami transzpeptidaz gatlast
eredményez, megakadalyozva a késobbi szintézist ¢és a peptidoglikdn lanc
keresztkotéseinek kialakuldsat. Tovabba a vankomicin lecsokkenti a sejtfal
membranjanak permeabilitasat (Wang et al., 2018). A sejtfal szintézisének megzavarasara
egy masik lehetséges mechanizmus, hogy a B-laktam antibiotikumok elfoglaljak az
ugynevezett penicillin-kotd fehérjék aktiv helyeit. A penicillin-kotd  fehérjék
membranhoz rogzitett enzimek, amelyek részt vesznek a bakterialis sejtfal szintézisének
utolso 1épésében. Ezaltal a folyamat befejezetlen marad (Kocaoglu et al., 2015).

Az antibiotikumok jellemz6 hatasmechanizmusait a 2. abra mutatja be.

DNS-dependens RNA polimeraz gatlas 308

Sejt membran szintézis zavarasa \ 508
Sejtfal szintezis gatlas mRNS
\
Riboszoma
" . & .'-'.co'- \_‘ ‘
- RNS szintetaz gatlas
- Protein szintézis
~

DNS-giraz gatlas (30S és 50S gatlok)
Folsav szintézis gatlas —> PABA (para-amino benzoesav)

2. abra Antibiotikumok f6bb hatasmechanizmusai (Sajat abra)
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3.3 Antibiotikum-rezisztencia

Az antibiotikum-rezisztencia évtizedek ota a kutatasok kozéppontjaban all.
Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) varakozasai szerint a rezisztens baktériumok
altal okozott fertézések évente 10 milli6 aldozatot kdvetelnek, ami egyes orszagokban a
bruttdé hazai termék (GDP) 2-5%-0s csokkenését jelentené (Giono et al., 2020).
Az antibiotikum-rezisztencia a mikroorganizmusok foként szerzett képessége, amely altal
lehetévé valik, hogy magas antibiotikum koncentracié mellett novekedjenek (Brauner et
al., 2016). Primer rezisztencia a baktériumok természetes tulajdonsagaibol fakad, és nem
igényel elézetes antibiotikum-expoziciot. A P. aeruginosa példaul rendelkezik olyan
fehérjekkel, amelyek aktiv transzport segitségével képesek eltavolitani a szdmara kéros
antibiotikum molekulakat a baktériumsejtb6l (Qin et al., 2022). A szekunder rezisztencia
a baktériumok evoluciés valasza az antibiotikumokkal val6 taldlkozédsra. A szerzett
rezisztencia genetikai valtozasok eredményeként jon létre, példaul muticidok vagy
horizontalis géntranszfer révén (Brauner et al., 2016).

Egy antibiotikum minimalis gatl6 koncentracidja (MIC) megmutatja, hogy milyen
koncentracioban képes gatolni a baktériumtorzs szaporodasat. A rezisztens baktériumok
olyan antibiotikum koncentracié mellett képesek ndvekedni és osztodni, amely végzetes
az azonos fajhoz tartoz6 maés torzsek szdmara. Az antibiotikum-rezisztencianak
kiilonb6z6 formai léteznek. Egyrészt 1étezik természetes intrinsic rezisztencia. A mikréba
DNS-e kédol olyan strukturakat, enzimeket, fehérjéket, amelyek semlegesitik vagy
éppenséggel eltavolitjadk az antibiotikum molekuldkat. Masrészt nagy a jelentdsége a
baktériumok szerzett rezisztenciajanak. Ez bekovetkezhet a kromoszomalis gének
muticidja révén vagy a genetikai informaci6é cseréje altal horizontalis géntranszfer
segitségével. A genetikai informéciocsere legtobbszor kromoszémak, virusok
(bakteriofagok) és plazmidok atadasan keresztiil torténik (Huemer et al., 2020).

A sulyos, akut légati megbetegedésekért felelés kKoronavirus, SARS-CoV-2, a
vilagjarvany okozdja, csak rontott a kilatasokon. Annak ellenére, hogy a SARS-CoV-2-
ben szenvedd betegeknek gyakran irtak fel antibiotikumot, a bakterialis tarsfertézés és a
masodlagos fert6zés eléfordulasa a SARS-CoV-2-vel diagnosztizalt és korhazi apolasra
szoruld betegeknél viszonylag alacsony (3,5-14,3%) (Langford et al., 2020). A bakterialis
fertzések gyakorisaga €s az antibiotikumok felirdsanak magas aranya kozotti szakadék
ravilagit arra, hogy ezeknél a betegeknél jelentds antibiotikum tulhasznélat allhat fenn.

Az antibiotikumok tulzott feliraisa SARS-CoV-2-vel fertdzott betegeknél az
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antimikrobialis rezisztencia fokozodasahoz vezethet vilagszerte. A nem kortiltekint6 és
visszaélésszerli antibiotikum alkalmazas kombinalva a talterhelt egészségiigyi
személyzettel és korhazi infrastrukturaval egy 6nmagat erdsit6 folyamatta valhat, amely
eddig is erésen romld tendenciat mutatott, méghozza szelektiven a 1éguti patogének
esetében. Rezisztencidjuk a SARS-CoV-2 vilagjarvany tartés kovetkezményeként
realizalodhat (Huttner et al., 2020; Rawson et al., 2020), ami szamunkra vilagosan
mutatja a téma aktualitasat. Virusos léguti fertdzések esetén a bakterialis tarsfertézések
jelentdsen novelik a morbiditast és a mortalitast (Gupta et al., 2008; Westblade et al.,
2021). A masodlagos tiid6fertézések gyakoriak a kritikus allapott, korhazi betegeknél.
A 1éguti tenyészetekben leggyakrabban azonositott baktériumok kozé tartozik a
P. aeruginosa ¢és a S. aureus, amelyek antibiotikum-rezisztensek és hosszan tart6 sulyos
betegségeket okozhatnak. Mindemellett egyre nagyobb problémat okoznak a
Haemophilus nemzetség tagjai is (Behzadi et al., 2021; Chong et al., 2021; Craft et al.,
2019).

A sziiletéskor varhat6 élettartam folyamatosan novekszik Europaban,
koszonhetden az orvostudomany €s az orvostechnikai eszkozok fejlddésének. Azonban
tarsadalmunk egy jellemzden i1d6sodo tarsadalom, ahol sajnalatosan az egészségben
eltoltott évek szama nem nott ardnyosan az életévek szadmaval. Az id0s6dd lakossag
korében magas az orvosi kezelések szama, beleértve az intenziv, transzplanticios
osztalyokon vald hosszi labadozast, valamint a hosszi tavu, ¢életkorral Osszefiiggd
kronikus betegségek elhuzodo kezeléseit. Ennek kovetkeztében ndé a nozokomidlis

infekciok €s a panrezisztens baktérium okozta fertézések szama (Jeukens et al., 2019).

3.3.1 Bakterialis léguti fert6zések jellemzdi és az antibiotikum-rezisztencia kapcsolata

A légzdrendszer egy Osszetett szervrendszer, amely az oxigén és szén-dioxid
cseréjéért felelds. Az orrtol a tiidd alveolusaig terjed, és jellegzetes mikrobiom jellemzi.
A fels 1égutak alatt az orrot, a szajlireget, a mandulat valamint a gégét értjiik. Az also
légutak a 1€gesdbdl, horgdkbdl és tiidolebenyekbdl allnak. A 1égzdrendszerben talalhato
baktériumkolonia védelmi vonalként miikddik, ellenédllast biztositva a 1égzdszerveket
megtamadd korokozok kolonizacidjaval szemben. Ezek a baktériumkolonidk
valoszintileg részt vesznek a 1égzdszervek védekezoképességének és homeosztazisanak
fenntartasaban (Man et al., 2017).

Mivel egy egészséges felndtt naponta tobb mint 7000 liter leveg6t 1€legzik be, a

fels6 léguti traktus folyamatosan kitett a kiilsd kornyezetbdl szarmazd levegd
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dramlasanak. Az érkezd levegdvel egyiitt naponta 10%-10° baktériumsejt is belélegzésre
keriil kobméterenként. A bioldgiai részecskék mellett a felsd 1égutak ki vannak téve az
atmoszférikus fizikai és kémiai tényezdknek is, ideértve a valtozé paratartalmat, oxigént,
cigaretta fiistét ¢s immunoldgiai tényezOket. Valamint az ¢letkorral €s az évszakok
valtozasaval egyiitt is valtozik 1égutakhoz kapcsolodo mikrobiom Osszetétele. Mindezek
specifikus mikrokornyezeteket alakitanak ki, példaul az orriiregben, az arciiregekben, a
nasopharynxben és az oropharynxben (Kumpitsch et al., 2019). Az opportunista
korokozok tiinetmentesen élhetnek az emberi boron €s orrban, de bizonyos koriilmények
kozott kronikus és lassan kialakuld, vagy akar akut és agressziv fertdzéseket is
okozhatnak, ha jelent6sen elszaporodnak (Zipperer et al., 2016).

Az akut also léguti fertdzések vilagszerte gyakori betegségnek szdmitanak és
egyedill a tiidégyulladas évente tobb mint 1,3 millio gyermekhalalért felelés (Zar &
Ferkol, 2014). A tidbégyulladas leggyakoribb bakterialis okai kozé tartozik a
Streptococcus pneumoniae, a H. influenzae és az S. aureus. Ezeknek a koérokozoknak,
valamint a légutak mas opportunista tamaddinak kozos jellemzdje, hogy a helyi és
szisztémas betegségeket megeldzi a tlinetmentes bakterialis kolonizacioé vagy hordozas.
Sok esetben pedig nem is a kolonizalt teriileten jelentkezik a betegség, hanem a
légzOérendszer egyéb pontjain vagy akar mds szervekben. Tiidégyulladas
szovédményeként a S. aureus szepszis kialakulasahoz vezethet, a Neisseria meningitidis
pedig a vérbol az idegrendszerbe jutva agyhartyagyulladast okoz. Stlyos esetben a
S. pneumoniae endokarditisz kialakulasahoz vezethet (Siegel & Weiser, 2015). A fenti
sorok jol példazzak, hogy mennyire szertedgazé a baktériumok okozta 1éguti fertdzések.

A leggyakoribb léguti patogéneket a 1. tablazat foglalja dssze.
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1. tablazat Gyakori léguti korképek és bakterialis patogénjeik (Balazs, 2022)

Koérkép Baktériumok
Mandulagyulladas
— S. pyogenes
(tonsillitis)
Torokgyulladas H. influenzae, S. pyogenes, M.
(pharyngitis) catarrhalis, A. haemolyticum

H. influenzae, S. aureus, S.
Orrmellékiireg-gyulladas ) )
o o pneumoniae, M. catarrhalis, K.
(sinusitis maxillaris) )
Fels6 légutak pneumoniae, S. pyogenes

H. influenzae, H. parainfluenzae, S.
Gégegyulladas (laryngitis)  pneumoniae, S. aureus, M. catharralis,

M. pneumoniae, K. pneumoniae

. H. influenzae, H. parainfluenzae, P.
Kozépfiilgyulladas (otitis ] )
) aeruginosa, M. catharrhalis, S.
media) _
mutans, S. aureus, S. pneumoniae

H. influenzae, S. aureus, L.
Tiidogyulladas ) )
) pneumophila, K. pneumoniae, S.
(pneumonia) ) _
pneumoniae, M. pneumoniae

o H. influenzae, S. pneumoniae, M.
Horghurut (bronchitis) ) )
catarrhalis, B. pertussis

Also légutak  Kronikus obstruktiv

tiidébetegség (chronic H. influenzae, P. aeruginosa, S.
obstructive pulmonary pneumoniae, M. catarrhalis
disease)

Tuddtuberkuldzis

_ M. tuberculosis
(tuberculosis)

A Dbakteridlis fertézésekkel vald kiizdelemben az els6édleges eszkdz az
antibiotikumok hasznalata. Azonban tlzott és sok esetben helytelen alkalmazasuk mind
a human gyogyaszatban mind pedig a modern mezdégazdasagban antibiotikum-rezisztens
baktériumtorzsek megjelenéséhez vezetett. A rezisztens torzsek eléfordulasanak
gyakorisaga az elmult néhany évben jelentds mértékben felgyorsult. Egy, a témat elemzo

tanulmanyban hét adatbazis — PubMed, MEDLINE, EMBASE, Scopus, Cochrane, Web
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of Science ¢s CINAHL — keresési eredményeit elemezték antibiotikum-rezisztencia
témajahoz kapcsolodo kulcsszavak segitségével. A kutatds 2019. december és 2022.
majus kozott publikalt tanulmanyokat vett figyelembe, PRISMA (Szisztematikus
irodalmi keresések modszertana) iranyelvek szerint. Ebben a vizsgalatban 23 tanulmany
szerepelt, és a bizonyitékok azt mutattak, hogy az antibiotikum-rezisztencia ndvekedett
léguti megbetegedésekhez kothetden. Ez valdszintileg a SARS-CoV-2 vilagjarvany
kovetkezménye. Az Acinetobacter baumannii volt a leggyakrabban jelentett rezisztens
Gram-negativ baktérium, amelyet a K. pneumoniae, az E. coli és a P. aeruginosa kovetett.
A P. aeruginosa antibiotikum-rezisztenciadja jelentésen novekedett cefotaximmel
szemben. K. pneumoniae magas rezisztenciat mutatott a kolisztinnel szemben.
A leggyakrabban jelentett Gram-pozitiv baktériumok a S. aureus és az Enterococcus
faecium voltak. Az E. faecium ellenallasa az ampicillinnel, az eritromicinnel és a
ciprofloxacinnal szemben volt magas. A S. aureus pedig eritromicinnel és tetraciklinekkel
szemben volt ellenalld (Sulayyim et al., 2022).

A baktériumok gyors €s hatékony alkalmazkodo6 képességét tobb tényezd is segiti.
A baktériumok képesek genetikai informaciokat cserélni azaltal, hogy horizontalis
géncsere utjan plazmidokat, transzpozonok és mas mobilis genetikai elemeket hordoznak.
Ezaltal a rezisztenciat hordoz6 gének terjedése egyik baktériumrol a masikra rendkiviil
gyors. Emellett konnyen alakulnak ki a baktérium szamara elény6s, ellenalloképességet
noveld muticidk. Azonban talan az egyik legérdekesebb ¢s emellett rendkiviili
fontossagl a biofilmképzd képességiik. A biofilmekben a baktériumok egy védelmet
nyUjté matrixban csoportosulnak 6ssze, amely csokkentheti az antibiotikumok célba
jutasat és ezaltal hatékonysagat. Ezenkiviil a biofilmekben a baktériumok kozotti
génatvitel €és kommunikacié lehetdvé teszi a rezisztencidval kapcsolatos tulajdonsagok
gyors terjedését. Ezt az 6sszetett folyamatot és ennek kovetkezményét a kovetkezo fejezet

mutatja be.

3.3.2 Bakterialis biofilm

A baktériumok talélési mechanizmusaik részeként biofilmeket képeznek, igy
mindeniitt jelen vannak a természetben. A bakterialis biofilmek olyan komplex, feliilethez
kapcsolodd baktériumkozosségek, amelyeket foként poliszacharidokbdl, szekretalt
fehérjékbdl és extracellularis DNS-ekbdl allo sajat eldallitasu polimer matrixok tartanak
Ossze. Megkiilonboztethetiink endogén és exogén biofilmeket (Bowler et al., 2020).

Az endogén biofilmek a szervezeten beliil alakulnak ki, jellemzden annak természetes
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részein vagy szovetein. Az exogén biofilmek a szervezeten kiviil, kiils¢ feliileteken vagy
mesterséges eszkdzokon alakulnak ki. Ezek a biofilmek gyakran okoznak problémékat,
mivel nehezen eltavolithatok és ellenalloak a tisztitasi eljarasokkal és antimikrobialis
kezelésekkel szemben. Megtalalhatok ipari és korhazi kornyezetben egyarant, novények,
illetve sziklak feliiletén is. Anton van Leeuwenhoek mar 1683-ban megfigyelte és leirta
a biofilmeket kezdetleges mikroszkopja segitségével a sajat fogair6l szarmazo mintaban.
A ,biofilm” kifejezést el6szor 1935-ben hasznaltdk a kornyezeti mikrobioldgiaban a
bakterialis élet ezen uralkodo formajanak leirasara (Bowler et al., 2020). Bar a ,,biofilm”
elnevezése ujkeletii, valosziniileg ez a legrégebbi életforma a Foldon, és a kozelmultban
arr6l szdmoltak be, hogy valosziniileg a legsikeresebb is. A biofilmek dominalnak a Fold
felszinén talalhatd osszes élhelyen, és hozzavetdlegesen 1,2 x 10°° baktériumsejt-
populacio akar 80%-at is kitehetik (Flemming & Wuertz, 2019). A mikroorganizmusok
biofilmképz6 képességnek azonban nem tulajdonitottak kell6 jelentGséget a
mikrobiologusok, egészen az 1970-es évek elejéig, amikor Nils Heiby Osszefliggést
figyelt meg a perzisztalo fertézés etiologidja és a baktériumok aggregitumai kozott
cisztas fibrozisos betegekben (Hoiby, 2017). Azota felismerték, hogy a biofilmek szdmos
klinikai fert6zésben szerepet jatszanak (Bjarnsholt, 2013), és egyre tobb bizonyiték van
arra vonatkozdan, hogy a biofilmek hozzajarulnak a patogenezishez, kiilondsen kronikus
fert6zéseket tarthat fent (Donlan & Costerton, 2002).

A bakteridlis biofilmek olyan baktériumok klaszterei, amelyek egy feliilethez
és/vagy egymashoz kapcsolodnak, és egy sajat maguk altal eléallitott polimer matrixba
agyazodnak (Lewis, 2001). A biofilm matrixfehérjéket (pl.: fibrin), poliszacharidokat
(pl.: alginat), valamint bakterialis orokitdanyagokat is tartalmaz. A bakterialis biofilm-
képzddés dsszetett folyamat, és 6t {6 fazisban irhato le.

1. fazis: reverzibilis kotodési fazis, ahol a baktériumok nem specifikusan
kotddnek a feliiletekhez; 2. fazis: irreverzibilis kotddési fazis, amely magaban foglalja a
baktériumsejtek és a feliilet kozotti kolecsonhatast bakterialis adhezinek, példaul fimbridk
¢s lipopoliszacharid felhasznalasaval; 3. fazis: extracellularis polimer anyagok eléallitasa
jelzémolekuldkat szintetizdlnak és szabaditanak fel egymas jelenlétének érzékelésére,
ami mikrokolonia kialakulasahoz ¢és biofilmek éréséhez vezet; 5. fazis:
szétszorodasi/levalasi fazis, ahol a baktériumsejtek elhagyjak a biofilmeket ¢és
visszatérnek a fliggetlen plankton életmodba (Muhammad et al., 2020). A matrix altal

nyujtott védelem mellett a biofilmekben 1év0 baktériumok szdmos talélési stratégiat

18



alkalmazhatnak, hogy elkeriiljék a gazdaszervezet immunvalaszat vagy kivédjék a
gyogyszeres terapiat. Alvo allapotban és az immunrendszer eldl rejtve maradva helyi
szovetkarosodast, majd akut fert6zést okozhatnak. A biofilmen beliil a baktériumok
alkalmazkodnak a kornyezeti oxigénhidnyhoz, a korlatozott mennyiségii tapanyaghoz
azaltal, hogy a matrixban elhelyezkedd baktériumok megvaltozott anyagcserét
folytatnak. Csokkentik a génexpressziot és lassabb fehérjetermelést produkalnak, ami
alacsonyabb anyagcsere- és sejtosztodasi sebességhez vezet (Vestby et al., 2020).

Ezen kiviil ezek az adapticiok ellenallobba teszik a baktériumokat az
antimikrobialis  terapiaval szemben. A biofilm matrixa lehetévé teszi a
baktériumkozosségek kozvetlen kozelségét (Flemming & Wuertz, 2019), és idealis
¢letteret biztosit az antibiotikumokkal szembeni rezisztencidt kodold plazmidok
sejtcseréjéhez, ezaltal potencialisan elsegitve az antibiotikum-rezisztencia terjedését
(Donlan & Costerton, 2002). A rezisztenciat ado gének horizontalis géntranszfere a
baktériumsejtek kozott a biofilmen beliil, a kutatdsi eredmények alapjan 700-szor
hatékonyabb, mint a szabadon €16, planktonikus baktériumsejtek kozott (Flemming et al.,
2016). A biofilm fizikai hatarként késlelteti az antibiotikum-baktérium érintkezést ¢s az
alacsonyabb koncentracioknak koszonhetéen, a baktériumok id6t nyernek a tolerancia
kialakitasahoz. Az antibiotikumok farmakokinetikai és farmakodindmids paramétereit
illetden a biofilmeket javasoltdk harmadik farmakologiai kompartmentként a vér és a
fertdzés célszovete mellett. A matrix komponenseivel, példaul anionos extracellularis
DNS-sel és alginattal valdo kolcsonhatasok pozitiv toltésii antibiotikum-osztalyokkal,
példaul kolisztinel vagy tobramicinnel képesek kolcsonhatasba 1épni, és ennek
kovetkeztében csokkentik azok aktivitdsat, mig a semleges antibiotikumok, mint példaul
a ciprofloxacin, konnyebben behatolnak a biofilmekbe (Fernandez-Billon et al., 2023).

A biofilm kronikus fertdzéseket okoz, példaul invazivan alkalmazott orvosi
eszkozokkel (pl. katéterek, fertdzott sebészeti implantatumok) asszocialt fertdzésekben,
cisztas fibrozisban, kozépfiil-gyulladasban, csontveld-gyulladasban, és sebfertzéssel
kapcsolatos elhtizodo fert6zések elsddleges oka lehet. A nem gyodgyuld sebeket
kiilondsen Osszetett €s kevert baktériumpopulaciok jellemzik, amelyek gyakran
tartalmaznak antibiotikum-rezisztens baktériumokat, valamint fenotipusosan tolerans
baktériumokat biofilm formajaban (Bowler et al., 2001). A baktériumok variabilitasanak
f6 oka altalaban az Orokitbanyaguk genetikai valtozékonysaga. A baktériumok
fenotipusanak megvaltozasa azonban gyakran nem genetikai eredetii, hanem fizioldgiai

vagy kornyezeti valtozasok valtjak ki (pl.: biofilm belsejében). Bizonyos szabalyozo
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vegyliletek megjelenése vagy épp hidnya indukalhatja az adaptiv enzimképzést, igy
segitve el6 a fenotipusosan tolerans baktériumok megjelenését (Bowler etal., 2012). Ezek
rendkiviil nyugtalanit6 klinikai ténymegallapitasok mind a terapids eredmények, mind a
bakterialis plazmidok promiszkuitasa szempontjabol. A sebek felszinén megjelend
biofilm in vivo fizikai megbontasaval Wolcott ¢s munkatarsai (Wolcott et al., 2010)
azonositottak egy 24-48 oras terapids ablakot, amely alatt az antibiotikum-terapia
hatékonyabb volt. Ez azt jelzi, hogy a biofilm fizikai megbontasara tervezett stratégiak
eldsegithetik az antimikrobidlis hatékonysagot. Az Eurdpai Klinikai Mikrobiologiai és
Fert6z6 Betegségek Tarsasaga (European Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases, ESCMID) 2014. évi biofilm-diagnosztikai és kezelési iranymutatasai
megallapitottak, hogy sziikség van az antibiotikumok 1j kombinacidira ,,biofilm-old6”
gyogyszerekkel (Hoiby et al., 2015). Kimutattak, hogy a ciprofloxacinnal kombinalt
bakteriofag hatékony a P. aeruginosa biofilm-fert6zés kezelésében cisztas fibrozisban
szenved6 betegeknél (Chang et al., 2019). A biofilm-gatlo és antimikrobialis szerek
kombindciojat tartalmazé sebkotdzordl kimutattdk, hogy eldsegiti a gyogyulast,
amennyiben a biofilm kialakulasat idében megeldzik (Metcalf et al., 2016).

A korabban emlitett kevert fertdzések, ahol egynél tobb baktériumtorzs is jelen
van, tovabb nehezitheti a helyzetet. Szamos példa van arra, hogy megnovekedett az
antibiotikum-rezisztencia kevert tipusu bakterialis biofilmek esetén a nem kevert
biofilmekhez képest. Példaul egy in vivo polimikrobialis sebmodellben az egyfaju
biofilmben ndvekvo P. aeruginosa kétszer érzékenyebb volt a gentamicin kezelésre, mint
a P. aeruginosa ami polimikrobialis biofilmben volt jelen S. aureus-al, Enterococcus
faecalis-el és Finegoldia magna-val egyiitt (Dalton et al., 2011). A mechanizmus
egyeldre nem tisztazott. Egy masik biofilm fert6zési modell aminek klinikai relevanciaja
van tartalmazza a M. catarrhalis-t és a S. pneumoniae-t. Ezek a baktériumok szerepet
jatszanak a kronikus kozépfiilgyulladas patogenezisében (Hall & Mah, 2017). Kozépfiil-
gyulladésra altaldban amoxicillin kezelést irnak fel. Amennyiben a kezelés nem hatasos,
masodvonalbeli terapiakat alkalmaznak, példaul amoxicillint B-laktamaz inhibitorral
kombinalva vagy azitromicint (Harmes et al., 2013). Ebben a kétkomponensii biofilmben
a M. catarrhalis olyan p-laktamazt szekretalt, amely amoxicillin-rezisztenciat
eredményezett a S. pneumoniae szamara is ebben a kornyezetben. Egyfajta szimbiozis
révén viszonzasként a S. pneumoniae passzivan védte a M. catarrhalist az azitromicin-

kezeléstol egy maig tisztazatlan mechanizmuson keresztiil (Hall & Mah, 2017).
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34 Gyogynovénykivonatok antibakteridlis hatasa

A gyogynovényekkel vald gyogyitas egyidds az emberiséggel. A human
gyogyitas ¢és a természetben talalhatd gyogynovények kozotti kapesolat a tavoli multbol
ered. A gyogynovények felhasznalasanak legrégebbi irasos bizonyitékat egy Nagpurbol
szarmaz6 sumér agyaglapon talaltak, amely koriilbeliil 5000 éves. 12 receptet tartalmazott
a gyogyszerkészitéshez, tobb mint 250 kiilonb6zé ndvényre utalva, amelyek koziil
néhany alkaloid-tartalmu, példaul a mak €s a mandragora. Talan ez lehetett az elsé
megmaradt gyogynovénytar (Petrovska, 2012). A kinai gydkerekrdl és fufélékrol szolo
»Pen T'Sao” konyv, amelyet Shen Nung csaszar irt Kr.e. 2500 koriil, 365 drog
(gyogynovények szaritott részeinek) felhasznalasahoz ad itmutatast, amelyek koziil sokat
még napjainkban is hasznalnak, példaul: sarga tarnics, kdmforfa, teafii, ginzeng, jimson
gyom, fahéjkéreg és csikofark (Zink & Traidl-Hoffmann, 2015). Az Ebers-papirusz,
amelyet Kr.e. 1550 koril irtak, 800 felhasznalasi el6iras gyijteménye 700 novényfajra,
mint példaul granatalma, ricinusolaj, aloe, szenna, fokhagyma, hagyma, fiige, fiiz,
koriander, boroka stb. (Zink & Traidl-Hoffmann, 2015). Azonban hiaba a tobb ezeréves
tudds, még mindig rengeteg ndvényi vegyiilet var felfedezésre. Valamint Osszetett,
sokszor szinergista és antagonista hatasra tdmaszkodé hatasmechanizmusaik még kozel
sem tisztazottak kelloképpen. A standardizalhaté mikrobialis hatast vizsgalo analitikai
modszerek fejlesztésével, illetve a hatasmechanizmusok molekularis szintli megértésével,
Uj lendiiletet adhatunk a modern antimikrobidlis gyogyszerek fejlesztésének.

A novények felbecsiilhetetlen értékli masodlagos metabolitforrast allitanak eld,
valaszul olyan kornyezeti tényezokre, mint a névényevok tdmadasa, az abiotikus stressz
vagy az interspecifikus kolcsonhatasok (Yang et al., 2018). A gyogynovények
masodlagos metabolizmusai altal biztositott fitofarmakonok azonban a hagyomanyos
antibiotikumokhoz képest eltérd mechanizmusokon és célhelyeken keresztiil hatnak,
ezért a hagyomanyos antibiotikumokkal valé kombinalasuk lehetOséget biztosit
szamunkra az antibiotikum-rezisztencia visszaszoritasara (Abreu et al.,, 2012).
A kozelmultban szamos tudomanyos attekintés foglalta 6ssze a névényi komponensek
antibakterialis hatdsat. Azonban ezek a tanulmanyok szinte kizardlag tiszta komponensek
hatdsmechanizmusara koncentralnak, adott vegyiiletcsoportokon beliil pl.: terpének,
flavonoidok, polifenolok. Az irodalombdl hianyoznak azok az atfogd tanulmanyok,
amelyek konvenciondlis antibiotikumok ¢és tiszta ndvényi vegyiiletek, komplex

extraktumok, illéolajok kombinacidjanak szinergizmusat, hatdsmechanizmusat,
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antibiotikum-rezisztencia elleni kiizdelemben varhatdé hasznat ¢és analitikajat
mélységében feldolgozna (Barbieri et al., 2017; Chandra et al., 2017; Goérniak et al., 2019;
Lietal., 2019).

Az antimikrobas aktivitassal rendelkezé novényi vegyliletek két kiemelkedd
osztalya a terpének és a terpenoidok. Gydgyaszati alkalmazasuk széles spektruma mar
régota felkeltette az emberiség érdeklodését. A ,terpén” kifejezés a fagyanta-terpentinbdl
(németiil Terpentin; latinul Balsamum Terebinthinae) szarmazik, amely monomerként
1smétl6dd izoprén egységgel rendelkezd szénhidrogéneket tartalmaz. A terpének
egyszerl szénhidrogének, mig a terpenoidok a terpének modositott osztalya, kiilonb6zo
funkciés csoportokkal ¢és oxidalt metilcsoportokkal (Jaeger & Cuny, 2016).
A terpenoidokat konvenciondlisan a benniik 1évé szénatomok szama alapjan
osztalyozzak: hemiterpenoidok (C5), monoterpenoidok (C10), homoterpenoidok
(C11,16), szeszkviterpenoidok (C15), diterpenoidok (C20), triterpenoidok (C30),
tetraterpenoidok (C40) és politerpenoidok (C>40, magasabb rendii terpenoidok) (Boncan
et al., 2020). A 300 Da alatti illékony terpén vegyiiletek a novényi illdolajok f6
komponensei, amelyeknek kiemelt szerepe van a ndvények kommunikéaciojaban.
Az illékony anyagok kibocsatasa nemcsak stimulans és/vagy vonzé tulajdonsag, de a
novény kozvetlen vagy kozvetett védelemében is részt vesznek.

A karvakrol az oregano illoolaj f6 Gsszetevdje (44-78% karvakrol) (Baser, 2008).
Egy hidrofob vegyiilet, amely a mentolhoz és a timolhoz hasonléan konnyen
abszorbealodik a peptidoglikdn membranba, igy csokkenti a membran polaritdsat €s
hatast gyakorol a fluiditdsra és a permeabilitdsra. A permeabilitds megvaltozasa a
prokariota szervezet szamara nemkivanatos passziv diffizidhoz vezet. A timol és a
karvakol egy-egy hidroxilcsoportot és egy-egy delokalizalt elektronrendszert is
tartalmaznak, ennek koszonhetden gyenge kationcseréld tulajdonsagot tulajdonitanak a
vegylileteknek. Korabban leirtdk, hogy a hidroxilcsoport (a benzolgylirth6z kotott)
fontos egyes antimikrobidlis vegyliletek aktivitdsa szempontjabol, és ezt az aktivitast
fokozza a kett6s kotések jelenléte (Breeuwer et al., 1996; De Young & Dill, 1988).
A periplazma a Gram-negativ baktériumok kiilsé és belsé6 membranja k6zotti tér, amely
a Gram-pozitiv baktériumoknal is megtalalhatd, csak joval kisebb. A membran a
citoplazma oldalardl negativ toltésti hidroxil-ionokkal, mig a periplazma feléli oldal
pozitiv t6ltésii hidrogén-ionokkal boritott. A citoplazmabol a NADH+H" juttatja az
elektronokat és a protonokat a membranba, ahol egy elektrontranszportlancon keresztiil

a végsé elektron akceptrorra az Oz-re jutnak. Igy 1ényegében az elsédleges elektron donor
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és a végsd elektron akceptor kozott redoxpotencial kiilonbség alakul ki. Igy jon 1étre a
proton hajtéerd, amely az ATP-szintetdz enzimek segitségével ATP szintézisre
fordithat6. Azzal, hogy protonokat vonnak el, csokken a proton hajtéerd és az ATP
szintézis zavart szenved. Az ATP-készletek kimeriilése a sejtben lezajlo alapvetd
folyamatok karosodasahoz és végiil sejthalalhoz vezet (Ultee et al., 2002).

A timol a karvakol izomerje egy monoterpén fenol, amely a Lamiaceae csaladba
tartozo novényekbdl, példaul a bazsalikombdl, oregandbol, borsikafiibél, méhbalzsambol
¢és kakukkfiib6l kivont illoolajokban talalhaté. A timol bioszintézise a y-terpinén
p-ciménné toérténd aromatizalasaval kezdédik, majd a p-cimén hidroxilezését kovetéen
timol keletkezik (Marchese et al., 2016). A timolnak széles spektrumt antibakterialis
hatasa van, de a mai napig kevés tanulmany tisztdzta az antibakteridlis mechanizmusat.
Timol-tartalmt ill6olaj hatdsmechanizmusanak azonositasara 2D gél elektroforézist,
majd MALDI-TOF modszert alkalmaztak a fehérjeprofil elemzésére, hogy kimutathassak
a Salmonella enterica stresszreakcidjat miutan szubletalis koncentracioban (0,01%) tették
ki az olajnak. A tanulmany kimutatta, hogy kiilonb6z6 szignifikans hatasok Iéptek fel,
beleértve a fehérjék expresszidjanak valtozéasat. Az illdolaj-kezelés hatasara bizonyos
fehérjék, mint példaul a GroEL ¢és a DnaK, intenziven aktivalddnak a sejtekben. A GroEL
¢s a DnaK fehérjék a chaperonok azaz a dajkafehérjék csaladjaba tartoznak. A stressz
hatasdra a fehérjék denaturalédnak, aggregalédnak. A dajka fehérjék segitenek a
regeneracioban. A tioredoxin-1 fehérje azonban lecsokkent a timol hatdsa miatt.
A tioredoxin-1 dont6 szerepet jatszik a redox egyensuly fenntartasaban. Ezaltal csokken
a baktérium védekezo képessége az oxidativ stresszel szemben (Aljaafari et al., 2021).

Szurokfii illoolajaval végzett in vitro vizsgalatok soran szamos lehetséges
hatasmechanizmust azonositottak. Az illdolaj f6 ill6 komponensei tobbek kozott a timol,
karvakol, linalool ¢és a linalil-acetat. A szurokfii illéolaja 0,015-0,03 pl/ml-es
koncentracioban képes volt gatolni a S. aureus lipaz és koaguldz enzim szintézisét.
A szurokfii olaj potencialis szinergista hatasat antibiotikumokkal kombinalva az efflux
pumpak gatlasara, a frakcionalt gatld koncentracio index (FICI) mérésével igazoltak.
A szurokfii olaj ciprofloxacinnal €s etidium-bromiddal kombinalva a PmrA efflux pumpa
génexpressziojanak gatlasaval szinergikus aktivitast fejtettek ki a fluorokinolon-
rezisztens S. pneumoniae klinikai izolatumokkal szemben. Ezenkiviil tetraciklin és az
illoolaj, karvakrol ¢és timol kombinacidja szinergikus hatast fejtett ki a S. aureus ellen a
TetK efflux fehérje gatlasan keresztiil (Soltani et al., 2021). A karvakrol és a timol

(azonos delokalizalt elektronrendszerrel rendelkeznek) Bacillus cereus elleni
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antibakteridlis mechanizmusdnak vizsgalatara liposzoémalis modelleket hasznaltak.
A karvakrol karositotta a sejtmembrant, és csokkentette a sejtmembran pH-gradiensét,
ami a proton transzportgatlasahoz, az ATP raktarak kimeriiléséhez és a sejthalalhoz
vezetett (Khan et al., 2017).

A gazdaszervezetben lejatszodd betegség patogenezisét befolydsoljak, a
baktérium invaziv tulajdonsigai és a toxin termelésiik. A baktériumok altal termelt
toxinok (endotoxinok és exotoxinok) patogén baktérium f& virulencia-faktoraiként
mikédnek. A mikrobidlis toxinok sokfélesége arra utal, hogy a toxigén
mikroorganizmusok megjelenésében Osszetett evolucios utak jatszanak szerepet.
Ezenkiviil a bakteridlis toxinok tobbsége a gazdasejt karositdsan kiviil mas ismert
fiziologiai szerepet nem jatszik a baktériumsejtekben. (Finlay & Falkow, 1997).
Biokémiailag a bakterialis exotoxinok gyakran fehérjék. Ezek a toxinok felszabadulnak
a baktériumsejtbol, ami lehetové teszi szamukra, hogy kdlcsonhatasba 1épjenek a fert6zés
helyével vagy a fertézés fokuszatol tavoli szovetekkel, és ezt kovetden kiilonféle
mechanizmusok révén karositsak a gazdaszervezetet (Henkel et al., 2010). A bakterialis
toxinok masik nagy csoportja az endotoxinok. A bakterialis endotoxinok a Gram-negativ
baktériumok, példaul az E. coli, a Salmonella, a Shigella és a Pseudomonas kiilsé
membranjaban jelen 1évd lipopoliszacharidok. Ezek a toxinok a baktériumsejt lizisét
kovetden szabadulnak fel (Henkel et al., 2010).

A S. aureus exotoxinok széles skalajat termeli, amelyek elOsegitik patogenezisét
a gazdaszervezetben. Ezek koz¢ tartoznak a hemolizinek (alfa, béta, gamma ¢€s delta),
nukledzok, protedzok és kollagendzok, amelyek kozvetlenill segitik a gazdaszovet
emésztését a baktériumok taplalasa és novekedése érdekében. Ezenkiviil a S. aureus
enterotoxinokat ¢€s exfoliativ toxinokat termel, amelyek stresszt fejtenek ki a
gazdaszervezet immunrendszerére és a létfontossagu szervekre (Dinges et al., 2000). In
vitro kisérletek igazoltak, hogy szegfiiszeg és fahéj illoolajok (f6 komponenseik: az
eugenol és a fahéjaldehid) csokkentették a S. aureus alfa-hemolizin, enterotoxin A és
enterotoxin B termelését (Qiu et al., 2010; Smith-Palmer et al., 2004). Ezen talmenden
bizonyitottdk, hogy az eugenol csokkenti a toxintermeld gének expressziojat, beleértve a
sea, seb, tst és hla géneket, amelyek a S. aureus toxintermelésének kiilonb6zd szakaszait
koédoljak. Hasonld antitoxin hatast figyeltek meg magas karvakoltartalmu olajok esetében
is (de Souza et al., 2010).

Az élelmiszer eredetii korokozoé a Listeria monocytogenes egy nem enzimatikus,

citolitikus, tiol-aktivalt, pérusképzé toxint a Listeriolysin O-t termeli. A toxin a
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legnagyobb aktivitast 5,5-6s enyhén savas pH-n mutatja (Geoffroy et al., 1987). Ez az
érték a fagolizoszomak pH értékének felel meg. A toxin felszakitja a fagolizoszomat, és
segiti a korokozo kijutasat és tulélését a citoplazmaban. A listeriolizin O-t a hly gén
kodolja, és transzkripciojat a PrfA szabalyozo fehérje aktivalja (Geoffroy et al., 1987).
Kiilonb6z6 ndvényi vegyiiletek, mint példaul a transz-fahéjaldehid, karvakrol és oregano
olajbol nyert timol mar szub-inhibitor koncentradcioban csokkentették a toxint és a
szabalyozé fehérjét kodold hly és prfA gének expresszidjat. Anélkiil, hogy ebben a
koncentracioban a vegyiiletek gatoltak volna a korokozo novekedését (Upadhyay et al.,
2012).

3.5 A vizsgalatokba bevont névények
3.5.1 Muskotalyzsalya (Salvia sclarea L.) jellemzése

A zsalya nemzetség fajai az Arvacsalan viraguak rendjén (Lamiales) beliil az
Ajakosok csaladjaba (Lamiaceae) tartoznak. A muskotédlyzsadlya a ndvénytani leirasok
alapjan kétéves koratol viragzo, de egyes esetekben harom vagy tobb évre is megmarado
lagyszaru faj. Oshonos a Foldkozi-tenger északi medencéjében, valamint néhany észak-
afrikai és kozép-azsiai teriileten, hazankban azonban nem. Elnevezését vizsgalva a
»clary” a ,,sclarea” szobdl szarmazik, amelynek gyokere ,,clarus”, ami azt jelenti, hogy
tiszta. A muskotalyzsilya egész novényét vagy levét hagyomanyosan a szem
nyalkahartyajanak tisztitdsara vagy szembetegségek kezelésére hasznaltdk. Fozetként
inhalalva almatlansagot, stresszt és depressziot kezeltek vele. Az iziileti gyulladas és a
heveny reuma kezelésére a muskotalyzsalyat leforrazzék, majd a kivonatot a fiirddvizhez
adjak. Vizes kivonatdnak fogyasztdsa sz¢lhajtd hatdsu, segiti az emésztést és étvagyjavito
hatasu. A muskotalyzsalyat szoktadk szajvizekben is alkalmazni, mert antiszeptikus €s
gyulladascsokkentd hatassal rendelkezik (Mahboubi, 2020). A leparlas utani
extraktumbol eléallitott szklareol-bol, amely egy biciklikus diterpén-alkohol, ambroxant
allitanak eld, amelynek kellemes ambrara emlékeztetd illata van. Aromaja nem erdételjes,
de eldszeretettel hasznaljak ,,rogzitéként” a parfiimgyartas soran. A szklareol azonban
kevésbé illékony, mint a monoterpének és a szeszkviterpének, és szobahdmérsékleten
kristalyos formaban fordul elé. Ezaltal a muskotalyzsalya az &mbra helyettesitésének egy
fenntarthat6 alternativajava valt. A muskotalyzsalya illoolajanak parfiimokben valo
alkalmazhat6sagat azonban neheziti a jelentds mennyiségben megjelend

szeszkviterpének  kissé tolakod6 illata, amely rontja az olaj aromajat.
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A muskotalyzsalyabol jelenleg leginkabb ipari biofinomitasi eljarassal kozvetleniil a
betakaritast kdvetden allitanak elé szklareolt (Laville et al., 2013). A muskotalyzsalya
biztonsagos illéolaj a ndgyodgyaszati betegségek aromaterapias kezelésében. A vajudas
elésegitésére muskotalyzsalya illdolajat hasznalnak, hogy fokozzak a méh izomzatanak
Osszehlizodésat. Az édesanydk donté tobbsége (86%) hatékony illdolajnak talalta, és
70%-uk nem igényelt intravénas oxitocint (Burns et al., 2000). Osztrogénszerii
tulajdonsagai miatt menstruacids gorcsok esetén a fajdalom csokkentésére hasznaljak.
A muskotalyzsalya olaja tonikként belséleg fogyasztva a néi ciklus szabalyozasara,
izomgoresok és a méh problémainak kezelésére alkalmazhat6 (Firenzuoli et al., 2014).

A ndvény legnagyobb illoolaj-tartalmat teljes virdgzaskor éri el. Vizgdz-
desztillacioval extrahalt olaja 45-75%-ban linalil-acetatot, kisebb mennyiségben linaloolt
és geranil-acetatot tartalmaz (Csupor & Szendrei, 2012a). A viragzatban talalhat¢ illdolaj
Osszetétele kiilonbozik a levélben talalhaté illdolajtol. Ennek a kiilonbségnek az egyik
lehetséges oka, hogy a kiillonb6zd novényi részek eltérd tipusi mirigyszoroket
tartalmaznak. Azonban az 6sszetételbeli kiilonbségeket a ndvény foldrajzi elhelyezkedése
is meghatarozza (Acimovic et al., 2018). A muskotalyzsalya olaj (Salviae sclareae
aetheroleum) hivatalos drog a Magyar Gyogyszerkonyvben (Ph. Hg. VIIL.), amely a
ndvény friss vagy szaritott, virdgzo hajtasaibol vizgdz-desztillacidval nyert illoola;.

A szakirodalomban ritkak a cikkek, amelyek a muskotalyzsalya SFE extrakciojat
tanulmanyozzak. Kutatocsoportunkat megel6z6en nem talalhat6 olyan tanulmany, ami a
muskotalyzsalya SFE extraktumok antibakterialis hatasat vizsgalta volna. Az dsszetételre
vonatkozo vizsgalatok azt mutattak, hogy beallitasi paraméterek fiiggvényében a 6
komponens aranyok jelentésen valtozhatnak SFE extrakcio alkalmazéasaval. Vizgodz-
desztillaciot alkalmazva altalaban a legnagyobb aranyt komponens a linalil-acetat.
Gohary et al. eredményei alapjan az extraktumban linalil-acetat 10,3% volt jelen, linalool
pedig 14,9%-ban. A f6 komponenes esetiikben a szklareol volt (50,0%) (EI-Gohary et al.,
2020). Azonban itt meg kell jegyezni, hogy a beallitasok, nagyon széles skalan tudjak
valtoztatni az eredményeket. A muskotalyzsalya egyik értékes vegyiilete a rozmaringsav,
aminek jelentés az antioxidans hatasa. Chadin et al. optimalizalta az SFE extrakciot,
aminek eredményeként az extraktumban 8 mg/g rozmaringsav koncentraciot tudtak elérni
(Chadni et al., 2023). Zanotti et al. pedig els6ként dolgozott ki egy tobb 1épcsés SFE
extrakcids eljarast, amelyben sikeriilt az illéolaj komponenseket kiilonvalasztania a

szklareoltol (Zanotti et al., 2023).
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Szamos tanulmany foglalkozik a muskotélyzsalya kiilonb6z6 komponenseinek
fungicid hatasaival. A muskotalyzsalya illoolaj f&6 monoterpénjei a linalool és a linalil-
acetat karositja a plazmamembran szerkezetét és noveli az ateresztd képességét a Candida
albicans esetében. Ez az organellumok szivargasahoz vezet az intracellularis térbe,
amelynek kovetkeztében a sejt elpusztul (Blasko et al., 2017; Hristova et al., 2015).
Azonban szintén ismert a szklareol rozsdagomba (Alternaria brassicicola) ellenes hatasa
is. A teljes ndvény acetonos €s kloroformos extraktumai gatldo hatast mutattak tobbek
kozott Byssochlamys ellenfulva, Fusarium equiseti és Aspergillus fajok ellen (Giilgin,
Uguz, et al., 2004).

Elelmiszer csomagolasara papir csomagoldanyagra impregnaltak
muskotélyzsalya csomagoldanyagot és vizsgaltak az antibakteridlis hatasat agardiffuzios
modszerrel. Az eredmények azt mutattdk, hogy az olaj Gram-pozitiv S. aureus és
B. subtilis baktériumokkal szemben hatékonyabb volt. A Gram-negativ baktériumok
esetében S. abony-val szemben volt a leghatékonyabb, de E. coli és P. aeruginosa
torzsekkel szemben is mutatott aktivitast. A kutatok arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy
a muskotalyzsalya illéolaj ¢€lelmiszerek csomagoldasdban antimikrobidlis szerként
hasznalhat6 eltarthatosaganak meghosszabbitasa érdekében (Kostova et al., 2020).
Kilonboz6 Staphylococcus fajokon vizsgaltdk a muskotalyzsalya illoolajanak MIC
értékeit, az illdolaj f6 Osszetevoi a kovetkezOk voltak: linalil-acetat (57,9%), linalool
(12,4%), a-pinén (4,5%), a-terpineol (3,5%), szabinén (3,3%). Jelentds antibakterialis
hatas jelentkezett a S. aureus klinikai izoldtumaival szemben: MIC 3,75-7 pl/ml.
A meticillin-rezisztens (MRSA) és meticillin-érzékeny (MSSA) patogének esetében is
jelentds gatld hatast tapasztaltak: MIC 3,75-5,25 pl/ml, illetve 3,75-6,25 ul/ml
koncentracioban mar gatolta a S. sclarea a baktériumok névekedését (Kuzma et al., 2007;
Sienkiewicz et al., 2015). A kisérlet soran a legkevésbé érzékeny Staphylococcus torzs a
muskotalyzsalyaval szemben a S. xylosus volt: MIC 6,25-7,0 ul/ml. A S. sclarea
kiilonb6z6 olddszerekkel késziilt extraktumainak antibakteridlis hatdsat is vizsgaltak.
A muskotalyzsalya diklormetannal késziilt kivonata gatolta a S. aureus, S. epidermidis,
E. faecalis novekedését MIC 37,5-150 pg/ml koncentracioban. Az E. coli,
a P. aeruginosa és a C. albicans torzseket kissé magasabb, 150 pg/ml koncentracioban
gatolta az extraktum. A kloroformmal és acetonnal késziilt zsalyakivonattal szemben
30 ug/korong koncentracioban a S. aureus, a Listeria monocytogenes ¢és az E. coli torzsek
esetében nem tapasztaltak gatlo hatast (Kuzma et al., 2009; Raffa et al., 2005).
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3.5.2 Kerti kakukkfii (Thymus vulgaris L.) jellemzése

A Thymus vulgaris L. vagy ismertebb nevén kerti kakukkfii a Lamiaceae csaladba
tartozo éveld, viragos novény. A Lamiaceae csalad tagjaként a Thymus nemzetség
Osszesen 928 fajt foglal magaba. A Thymus fajok osztalyozdsa a kromoszomalis
informéciok alapjan torténik, amely a taxondmia meghatdrozasdnak fontos lépése.
Ugyanis morfologidjuk sok esetben nagyon hasonlé. A 'thym' goérdg eredeti szo,
amelynek jelentése ,filistolés”. Balzsamos illata miatt tomjénnel egyiitt égették.
Eredetileg a mediterran régioban dshonos, ma mar vilagszerte termesztik. A ndvény jol
fejlédik szaraz meleg éghajlaton, sziklas és homokos jo vizelvezetésii talajban is, amely
altalaban sok novény szamara alkalmatlan (Rizwan, 2021). A kakukkfli egy aromas,
éveld, egyenes novekedésii novény, 10-30 cm magas, elfasodo szarral rendelkezik.
Félgomb alakt bokrokat formalo félcserje. Levelei kicsik, ellentétesen ndnek a széron,
sziirkészold szintiek, ovalis alaktak és mirigyek talalhatok a feliiletén. Levelei 5-10 mm
hosszuak és 0,8-2,5 mm szélesek. Viradgai fehér vagy vilagos lila szintiek, janius és julius
kozott viragzik. Illata fiigg illdolajanak kémiai Osszetételétol. A kdzonséges kakukkfii
természetes populacidiban kémiai polimorfizmust mutat. A mediterran éldhelyeken hat
alapvet6 kemotipust irtak le illdolajanak f6 6sszetevéi alapjan: timol, karvakrol, linalool,
geraniol, a-terpineol, thujanol-4, amelyek koziil a timol kemotipust széles korben
alkalmazzak tradicionalis gyogynovényként és fliszernovényként (Gyorgy et al., 2020).

A hagyomanyos gydgyaszatban széleskorben alkalmaztik. A ndvény megfeleld
bizonyos gyomor-bélrendszeri rendellenességek kezelésére. Vizsgalatok igazoltak
parazitaellenes/féreghajtd hatdsat, ami a monoterpének ¢és fenolos vegyiiletek
jelenlétének tulajdonithato (Isakakroudi et al., 2018). Tovabba helyi érzéstelenitéként
alkalmazva olaja csokkentette a reumas fajdalmakat és az isiaszt. Ez a fajdalomcsillapitd
tulajdonsag foként a timolnak kdszonhetd, amely a legkiemelkedébb gyulladascsokkentd
potenciallal rendelkezik az Gsszes vizsgalt komponens koziil. Ezen kiviil alkalmaztak
borfertézések, magas vérnyomads, szivproblémak, folyadékvisszatartas, holyaghurut,
emésztOrendszeri betegségek és iziileti gyulladasok kezelésére (Patil et al., 2021).

Az illdolajok Osszetételét szamos tényezO befolyasolhatja: kornyezeti tényezok,
vegetacios iddszak, gyljtési technika, desztillacios eljaras, kemotipus €s a begyiijtott
gyogynovényi részek is (Farhat et al., 2019; Pluhar et al., 2016). Ezért kiilonb6zo
tényezok modosithatjdk a fobb vegyliletek mennyiségét, emellett a bioldgiai aktivitas
megvaltozasahoz is vezethet. A legjobb terméshozam ¢és a megfeleld antibakteridlis hatas

érdekében tehat sziikséges a kornyezeti feltételek és a mikrobiologiai potencial kozotti
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Osszefliggés tisztdzasa is. Ez alapjan a kiilonboz6 fenofazisban gytijtott kakukkfii mintak
illoolajanak kémiai Osszetételének és antibakterialis hatdsanak pontos meghatarozéasa
megkérddjelezhetetlen. Mivel hazankban a kakukkfii termesztése egyre népszeriibb,
tovabbi hasznositasdhoz értékes adatokkal szolgalhat a magénteriileteken termesztett
ndvény tudomanyos értékelése. Az ezzel kapcsolatos vizsgélatot, mint késébb olvashato
a dolgozatban, kutatécsoportunk elvégezte.

A kakukkfii olajok koziil a legtobb preklinikai vizsgalatot Thymus vulgaris L.-val
végezték. Mivel illoolaj-Osszetételiik hasonlo, ezért az eredményeket a masik két fajra is
vonatkoztatjak, amit a VIII. Magyar Gyogyszerkonyv tartalmaz (Thymus serpyllum L. és
Thymus zygis L.). A bélbdl felszivodo és tiidében kivalasztott illoolaj-komponensek
okozzak a szekretomotoros hatast. Kakukkfii hatasara a bronchusok nyakszekrécioja
fokozodik és a pharynx csilloinak mozgasa fokozodik. Egy masik vizsgalat soran, tengeri
malac ileumon és trachean vizsgaltak a kakukkfiiben talalhaté timol €s karvakol hatasat.
A vegyiiletek gatoltak az acetil-kolin, hisztamin és egyéb hasonl6 anyagok altal kivaltott
kontrakciot (Csupor & Szendrei, 2012Db).

A Thymus fajok antibakterialis (Acs et al., 2018) és antioxidans hatasat (Petrovié
et al.,, 2017) korabban tobb publikacio is emlitette, valamint gyulladascsokkentd
képességiiket (Hotta et al., 2010). A hat kemotipus koziil a timol a legelterjedtebb a
természetes élohelyeken (Pluhar et al., 2016). A kakukkfli f6 komponense a timol
(10-64%) és a karvakol, amelyeknek jelents szerepe van a ndvény antibakterialis
hatasaban (Tisserand & Young, 2014). A f6 vegyliletek mellett, mas kisebb %-ban jelen
1év6 vegyiileteket (o- és y-terpinent, linaloolt, kamfort stb.) azonositottak szabad
gyokfogoként, antibakterialis, antifungalis agensként vagy lipid-peroxidacio gatloként
(Hossain et al., 2022).

3.6 Modellbaktériumok jellemzése €s jelentdsége
3.6.1 Pseudomonas aeruginosa

A P. aeruginosa egy fontos és gyakran eléfordulo, nem fermentald palca alakt
Gram-negativ baktérium. Gyakran izolaljak ndvényekbdl, gylimolcsokbol, talajbol és vizi
kornyezetekbol, példaul folyokbol, tavakbol ¢és uszomedencékbdl. Kiilonleges
koriilmények k6zott a P. aeruginosa azonban gyakran okoz sulyos és féleg opportunista
fertézéseket emberben. Jellemzdéen a 1égutakat és a huigyutakat fertézi, véraramfertozést

okoz. De gyakran okoz gondot gyulladt égési sériiléseknél és a kiilsd halldjarat
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fert6zéseinek legyakoribb oka. A P. aeruginosa az orvostechnikai eszk6zok (katéterek,
porlasztok, parasitok) feliiletén kolonizalddik, és multidrog-rezisztens nozokomialis
infekciokat okoz, mint példaul a [élegeztetégéppel Osszefiiggd tiidogyulladas,
meningoencephalitis és szepszis (Bassetti et al., 2018). A P. aeruginosa fert6zések
kezelése nehézségekbe litkozik az antibiotikumokkal szembeni természetes €s szerzett
rezisztenciaja miatt (Mielko et al., 2019).

A cisztas fibrézis a leggyakoribb autoszomalis recessziv o6roklott genetikai
betegség, amelyben a gazdaszervezet immunvalasza sériilt. A bakterialis fertdzés
eléfordulasa az életkorral novekszik, a betegség utolsd szakaszaban a feliilfert6zodés
elérheti a 80%-0t. Szamos tanulmany kimutatta, hogy ez a fertdzés a tiidé-exacerbacio és
a korhazi kezelések gyakorisaganak novekedéséhez vezet a betegség gyorsabb
progresszidja mellett. Visszafordithatatlan ¢és destruktiv valtozasokhoz vezet a
1égz6rendszerben, ¢és ennek kovetkeztében kronikus 1égzési elégtelenséget okoz (Mielko
et al., 2019). A P. aeruginosa patogeneziséhez hozzajarul, hogy intracellularis és
extracellularis virulencia faktorok hatalmas repertoarjaval rendelkezik (pl.: endotoxin,
exotoxin ¢s proteolitikus enzimek), €s hihetetleniil Osszetett, egymdssal Osszefiiggd
szabalyoz¢ jelatviteli rendszerek szabalyozzak, amelyek nagy plaszticitast adnak ennek a
korokozonak (Jurado-Martin et al., 2021).

Aggodalomra ad okot, hogy a baktériumok multidrog-rezisztencidja egyre tobb
problémat okoz a nozokomialis fertézések soran. A WHO a karbapenem-rezisztens
P. aeruginosa-t elsddleges prioritasu, azaz ,.kritikus” korokozoként jelolte meg, amellyel
szemben minél el6bb Uj terdpidkra van sziiksége a rezisztencia kiisz6bon allo
kozegészségligyi valsaganak lekiizdésére.

A P. aeruginosa magas szintli természetes rezisztencidja a korlatozott kiilsé
membran permeabilitason (koriilbeliil 12-100-szor alacsonyabb, mint az E. coli esetében),
aktiv transzportban résztvevé fehérjéken vagy fehérje-komplexeken (efflux pumpak) és
az antibiotikumokat inaktivald endogén enzimek termelésén alapszik. Az enzimek
segitségével képes modositani az antibiotikumokat vagy célpontjaikat (Utchariyakiat et
al., 2016). A szerzett rezisztencia-mechanizmusok vagy horizontalis géntranszferbol
(pl.: aminoglikozid antibiotikum modositdé és p-laktamaz enzimek szintéziséhez
sziikséges genetikai képesség megszerzése), vagy mutacios eseményekbdl fakadnak,
amelyek az efflux pumpak vagy a B-laktamaz enzimek tulzott expresszidjahoz vezet.
P. aeruginosa biofilmjén megfigyelték, hogy a p-laktamazok részben

membranvezikuldkon keresztiil valasztédnak ki, Osszhangban extracellularis
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elhelyezkedésiikkel (Fernandez-Billon et al., 2023). Az antibiotikumos kezelés a
gyogyszercélpontok és porinok (passziv transzporthoz kapcsolédd fehérjék)
expresszidjanak csokkenéséhez vagy szerkezetiik modosulasahoz vezethet. A porinok
szdmanak csokkenésével lassithatdé az antibiotikum bedramlds a baktériumba.
A gyogyszer molekulak aktiv eltavolitasa a periplazmatikus térbe pedig efflux pumpak
segitségével torténik. Az adaptiv rezisztencia mechanizmusokat kiilsé ingerek (példaul
tulzott antibiotikum-expozicio) indukaljak (Kunz Coyne et al., 2022).

A rugalmas biofilm kritikus fegyver a P. aeruginosa esetén, hogy versenyezzen,
taléljen ¢és wuralkodjon a cisztds fibrézisos tiid6 polimikrobidlis kornyezetben.
A P. aeruginosa emellett hatékonyan kolonizal szamos feliiletet, beleértve az orvosi
anyagokat (hugyuti katéterek, implantaitumok, kontaktlencsék stb.) és élelmiszeripari
berendezéseket (keverdtartalyok, kadak és csovek) (Thi et al., 2020).

Amikor a P. aeruginosa baktériumsiiriiség a biofilmben elér egy kiiszobszintet,
aktivalodik a bakterialis quorum sensing (QS) rendszer. A QS egy bakterialis sejt-sejt
kommunikéaciés rendszer, amely diffundalhaté jelmolekuldkra tamaszkodik.
A P. aeruginosa QS molekulakat hasznal sajat viselkedésének szabalyozasara, mint
példaul a biofilm érzékelése, mozgékonysaga ¢&s virulenciafaktor expresszioja.
A P. aeruginosat tesztbaktériumként hasznalva tobb tanulmany is bizonyitotta, hogy a
baktérium altal kivalasztott molekulak egy ugynevezett quinolon jelatviteli rendszert
alkotnak (Lin et al., 2018). Ez a jelatviteli rendszer befolyasolja a biofilm képzddést. Ezek
ajelatviteli rendszerek globalis szabalyozé haldzatot hoznak létre, és ugy gondoljak, hogy
quinolon molekulakat kodolé gén delécidja miatt a P. aeruginosa hibas biofilmet
képezett, és nem tudta kialakitani a vadon €16 baktériumokra jellemzd érett biofilm

gombaszerl szerkezetét (Li et al., 2023).

3.6.2 Mieticillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA)

A P. aruginosdhoz hasonldan a Staphylococcus aureus is gyakori opportunista
korokozo, amely egy atlagos populacidban az emberi orrnyalkahartyan 20-40%-ban
megtalalhato (Becker et al., 2017). A Gram-pozitiv baktérium altal okozott kronikus
betegségek nagyon széles spektrumon mozognak, az egyszert ételmérgezéstdl a halalos
Kimeneteli, sulyos fertézésekig (Van Hal et al., 2012). A S. aureus bakteriémia
eléfordulasi aranya évi 20-50 eset/100 000 ember, és ezeknek a betegeknek 10-30%-a
belehal a fertézésbe. Egy 2017-ben késziilt tanulmany szerint az Egyesiilt Allamokban a
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S. aureus bakterémia miatti elhalalozasok éves szama 20 000 6 (Kourtis et al., 2019).
Egyre tobb adat van a SARS-CoV-2 betegek antibiotikum-rezisztens bakterialis eredetii
kombinalt fertézéseirél. 2021-ben New York-ban 4221 SARS-CoV-2 tiidégyulladasban
szenvedd felndtt beteg koziil 472 beteg (11,1%) produkalt pozitiv 1éguti tenyészetet.
Ezeknél a betegeknél az MRSA a 1égzdszervi szovetekrdl szarmazo tenyészetekben a
felvételt kovetd 3. napon mért 0,6%-0s alacsony értékrdl 28. napon 5,7%-ra emelkedett.
Az MRSA sulyos SARS-CoV-2 esetekben gyakori nozokomidlis fertdzéssé valt.
Kiilonésen magas volt a szam a gépi 1¢legeztetésre szoruld betegek esetében (O'Toole,
2021). A pandémia kovetkeztében vilagszinten ugrasszeriien nétt a hospitalizalt betegek
korében a korhazban szerzett antibiotikum-rezisztens fertézések szama, ami csak még
stirgetdbbé tette az antibiotikum-rezisztencidhoz kapcsolodo kutatasokat.

Az MRSA rezisztenciat mutat a béta-laktamokkal szemben. A mecA gén, kodolja
a PBP2a nevii penicillinkoté fehérjét. Ez a fehérje azért kritikus, mert a béta-laktam tipusu
antibiotikumok, mint példaul a penicillinek, cephalosporinok, valamint a karbapenemek
altalaban ezekhez a penicillinkotd fehérjékhez kapcesolodnak a baktériumsejtek falan,
hogy gatoljak a sejtfal épitését és fenntartasat, ami elengedhetetlen a baktériumok
képes kapcsolodni antibiotikumokhoz, ezaltal biztositja baktériumok ellenallosagat a
béta-laktdmokkal szemben. Ezalol kivételt képeznek az 5. generdcios cephalosporinok
(Algammal et al., 2020). Genetikailag rendkiviili rugalmassagot nytjt a S. aureusnak az
un. ,kazettas szerkezetli” SCCmec kromoszoma felépités. Egy mobil genetikai elemet
kodol, amelyet a baktériumok horizontalis géntranszferrel adnak at egymasnak. A mecA
vagy mecC géneket az SCCmec kddolja, atadast kdvetden a baktérium rezisztenssé valhat
a meticillinnel és a legtobb PB-laktam gyogyszerrel szemben, kivéve a ceftarolint és a
ceftobiprolt (Chambers & Deleo, 2009). Szerkezetileg fontos szerepet jatszik az MRSA
biofilmképzd képessége, mivel a baktériumsejtek nagyon kozel helyezkednek el
egymashoz. Ez felgyorsitja a rezisztencidt hordozo gének atvitelét horizontélis
géntranszfer segitségével. Az MRSA azon képessége, hogy biofilmet képez, megneheziti
a csontokat, iziileteket és protéziseket érintd fertézések kezelését. Jelenleg a vankomicin
az elsddleges terapia, de a molekula csontpermeabilitdsa gyenge, ezért magas, 35-46%-
0s a sikertelen terapiak aranya (Turner et al., 2019).

A linezolid egy kémiailag szintetikus oxazolidinon, amely antibakterialis szerként
fejti ki hatasat a S. aureus ellen azaltal, hogy a riboszomak 50S alegységének 23S

részéhez kotddve gatolja a bakteridlis fehérjeszintézist. A linezolid erds antimikrobialis
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hatast fejt ki az MRSA ellen. Az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi
Hivatala (FDA) jovahagyta az MRSA-val 0sszefliggé nozokomidlis tiidogyulladas
kezelésére. A vankomicinnel ellentétben a linezolid hatékonyabbnak bizonyult, azonban
linezolid (14 napon tal) elhtzddd alkalmazasa harom komolyabb mellékhatast is
eredményezett: 1. Jelentds thrombocytopenia, ezért linezoliddal kezelt esetekben a heti
teljes vérkép elengedhetetlen. 2. Mitokondrialis diszfunkcio, amelyet tejsavas acidozis és
neuropatia okoz. 3. Szerotonin toxicitas, mivel a linezolid nem erds monoamin-oxidaz
inhibitor (Algammal et al., 2020). A multidrog-rezisztens baktériumok ellen fejlesztett
vegyiiletek esetében nem csupan a hatékonysagot kell szem el6tt tartani, hanem

lehetdségeinkhez mérten vissza kell szoritanunk a vele jaré mellékhatasokat.

3.6.3 A Haemophilus influenzae és a H. parainfluenzae

A Haemophilus nemzetségbe sok faj tartozik, amelyek diverzifikalt betegségeket
képesek okozni mind emberben mind pedig allatokban. Ami k6zos ezekben a fajokban,
hogy hasonl6 a morfoldgidjuk, illetve ndvekedésiik és szaporodasuk soran sziikségiik van
vérbd szarmazo faktorokra. A nemzetség innen kapta a nevét. Gram-negativ
coccobacilusok, amelyek tokot képeznek. Tenyészetiikben eléfordulnak hossza fonalak,
de sporajuk, csillojuk nincsen.

A H. influenzaet, eredetileg Pfeiffer bacilusnak neveztek felfedez6jérdl, Richard
Pfeifferrél 1892-ben. A 20. szazad elsé felében komoly egészségiigyi kockazatot jelentett
a vilag lakossdga szdmara. Gyermekkori tiidoégyulladast és invaziv betegségeket,
valamint kozépfiil-gyulladast és egyéb felsd 1éguti fertdzéseket okozott. A H. influenzae-
t hagyomanyosan poliszacharid sejtfal szerkezete alapjan osztalyoztak. Ez alapjan hat
szerotipust tudunk megkiilonboztetni, amelyeket a-tol f-ig jelolnek. Illetve vannak nem
tipizalhat6 baktériumok, amelyekben a poliszaharid tok teljesen hianyzik. A H. influenzae
6 toktipusat célzo6 Hib (H. influenzae type b) vakcina bevezetése majdnem felszamolta a
betegséget azokban az orszagokban, amelyek alkalmaztak az oltasi rendszert.
A fertézések novekvdé szamat nem a b tipusi H. influenzae okozza, hanem a nem
tipizalhaté H. influenzae, amelyekben nincs tok és ezért a vakcina nem nyujt ellene
védelmet. Az elsdvonalas kezelés ampicillin, de az ampicillin-rezisztencia folyamatosan
novekszik. Ez mind a szerzett, mind a belsé mechanizmusok eredménye. Komoly
aggodalomra ad okot, és fokozottabb feliigyeletre van sziikség. Egyre tobb tanulmany
késziil az intrinsic ampicillin-rezisztencia mechanizmusanak 0j moédositasairol. Ezek

ellenalléva teszik a baktériumot a cefalosporinokkal és karbapenemekkel, azaz a jol
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toleralhato gyogyszerek utolsdo soraval szemben (Heinz, 2018). Az ampicillin a
B-laktdmok koz¢é tartozik. Hatdasmechanizmusuk soran megzavarjdk a Gram-negativ
baktériumok sejtfalanak bioszintézisét azaltal, hogy megkotik a peptidoglikdn
alegységeket, a penicillink6t6é fehérjéket keresztkoté enzimeket (Cho et al., 2014). Bar az
elsd rezisztencia jelentés Ot évtizeddel ezel6tt 1972-ben tortént (Mathies, 1972), a
H. influenzae az esetek dontd tobbségében még mindig jol kezelheté antimikrobas
szerekkel. Az els6 megfigyelt f-laktam-rezisztencia mechanizmusok a blaTEM-1/2 és a
bla ROB-1 (Rubin et al., 1981) béta-laktamazok megszerzésén alapultak. A bla-TEM-1
az elterjedtebb gén. A H. influenzae képes modositani makrolid célpontokat, mint pl.: 50S
riboszomalis RNS és riboszomakdtd fehérjék (Peric et al., 2003). Ezt a mechanizmust
egészitik ki a mindentitt jelenlévé AcrAB multidrug-efflux pumpak, amelyek alapvetéen
csOkkentik a baktérium érzékenységét (Seyama et al., 2017). A rezisztencia névekvd
tendencidja miatt a H. influenzae kezelési lehetOségei egyre korlatozottabbak.
Az azitromicint, ami egy azalid csoportba tartozé makrolid, széles korben irjak fel 1éguti
betegségekkel szemben kifejezetten jo hatékonysaggal. Azonban a rezisztencia
kialakulasanak elkeriilése érdekében dvatossagra van sziikség a tilhasznalat elkertilése
érdekében.

A H. parainfluenzae egy opportunista Gram-negativ korokozo, amely jelen van
jellemzdéen az emberi felsd 1éguti €s urogenitalis traktusban egészséges szervezetben is.
Ennek ellenére a transzportalt virulenciafaktorok megszerzése és a gazdaszervezet
immunrendszerének gyengiilése koros folyamatokat indithat el. Ezt a baktériumot szdmos
betegség, példaul: tiidégyulladas, akut uretritisz, csont- és iziileti fertézések, akut
gastroenteritis  fertézések, epetti fertézések, oszteomielitisz, ¢és endokarditisz
korokozojaként is azonositottak (Sierra et al., 2020). Az eurdpai orszagokban féként a
B-laktamokra (Faccone et al., 2016), kloramfenikolra (Roberts et al., 1985),
kotrimoxazolra, makrolidokra, tetraciklinre (Endimiani et al., 2017) és fluorokinolonokra
(Lopez-Hernandez et al., 2017) rezisztens torzsek megjelenését dokumentaltak.
Tekintettel arra, hogy a leggyakoribb szexualis uton terjedd fertézést okozé kérokozok a
Chlamydia trachomatis és a Neisseria gonorrhoeae, a legtobb beteget empirikusan
kezelik intramuszkularis ceftriaxon és oralis azitromicin vagy doxiciklin kombinécioval.
A kezeléseket azonban legtobbszor megkezdik a koérokozd tenyésztése és pontos
azonositasa el6tt. Tehat olyan esetekben is, ahol elkeriilhet6 lenne a talzott antibiotikum
hasznalat. Mivel a H. parainfluenzae szintén jelen van a szervezetben, ezzel ndvekszik

az esély a rezisztens torzsek kialakulasara (Sierra et al., 2020).
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4 Anyag és modszer

4.1 A felhasznalt gyogynovények
4.1.1 Muskotalyzsalya (Salvia sclarea L.)

A novényi anyag 2019-ben a Naturix24 Ltd.-t61 (Dransfeld, Németorszag) keriilt
beszerzésre. A cég Eurdpan beliil Olaszorszagbol és Dél-Franciaorszagbdl importélja a
muskotalyzsalyat (Naturix24, 2019). A ndvények termesztési és betakaritasi folyamatai
megfelelnek a Helyes Mezdgazdasagi Gyakorlat (Good Agricultural Practice)
ajanlasainak. A begylijtés utan a ndvényt levegdn szaritottdk, és Németorszagba
szallitottdk. A novény szara, levele és viraga is feldolgozasra keriilt. A forgalmazé
nyilatkozata alapjan a szklareol tartalma viszonylag magas volt, de a vegyiilet aranya az

illoolajban nem haladta meg a 12%-ot.

4.1.2 Kakukkfi (Thymus vulgaris L.)

A T. vulgaris L. gyljtése a viragzas kezdetén (2019. majus 23-an), teljes
viragzasban (2019. janius 6-an) és a viragzasi idészak végeén (2019. janius 12-€n) tortént.
Szigetvar mellett (Magyarorszag, Baranya megye, koordinatak: (46°02060.0000 E,
17°47059.9900 K) talalhaté a gytijtési teriilet. Az adott évre vonatkoz6 meteorologiai
adatokat a 2. tablazat foglalja 6ssze (KSH, 2023). A harom viragzasi fenofazis alatt
0sszegyljtott novényi anyagokat két részre osztottuk, az elsd felét (friss anyag) azonnal
felhasznaltuk. A masodik részletet pedig egy héten keresztiil szaritottuk. A szaritési
folyamat szobahdmérsékleten (23°C) a PTE GYTK Farmakognéziai Intézet (Pécs,
Magyarorszag) gyogynovényszaritdjaban tortént. A frissen gytlijtott és szaritott ndvényi
mintdk illoolajat vizgdz-desztillacioval nyertiik ki a Magyar Gyogyszerkonyv VIII.

kiadasa alapjan.

2. tablazat Meteoroldgiai adatok a kakukkfli gytijtési idészakéabol

Maijus Junius
Maximum hémérséklet 25,3°C 34,7°C
Minimum hémérséklet 3,3°C 12,9°C
Csapadékos napok szdma 18 nap 12 nap
Lehullott csapadék 152 mm 95 mm
Napsiitéses orak szdma 202 336
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4.2 Extrakciok
4.2.1 Muskotalyzsalya szuperkritikus folyadék extrakcidja (SFE)

A 19. szdzadban megjelend szerves szintézisek lehetdve tették szintetikus
illatanyagok és gyogyszerhatdanyagok eldallitasat. Ezek a technologidk megteremtették
a mai modern kozmetikai és gydgyszeripar alapjait. Azonban napjainkban a fenntarthat6
folyamatokat preferalod fogyasztok nagy szamban utasitjak el a szintetikus 0sszetevoket.
Elotérbe keriilt a természetes anyagok eldallitasa innovativ technologidk
felhasznalasaval, a folyamat intenzifikdlasa és a kornyezetbarat olddszerek hasznalata
(Cvjetko Bubalo et al., 2018). A fejlett orszagok vezetdi pedig egyre nagyobb szamban
allnak ki ezen torekvések mellett. A SFE egy széles korben kutatott médszer, amely képes
lehet megfelelni a fogyasztoi preferenciaknak €s a hatosagi szabalyozasnak. Alkalmas
lehet tobb hagyomanyos eljaras, példaul a kristalyositds, a szlirés, a desztillacid és a
kicsapas helyett. A technoldgia ipari felhasznalasanak kutatisa a 1970-es évektdl
er6sodott fel és a 80-as években jellemzden iparilag fejlett orszagokban (USA,
Németorszag, Japan) kezdtek megjelenni az elsé tizemek (Burger et al., 2019).

A kritikus pont kornyékén az anyagok olyan tulajdonsagokkal rendelkeznek,
amelyek hasznalataval csokkenthetd a szerves oldoszer hasznalata, hatékonyabba tehetd
egy folyamat vagy akar molekulak elvalasztasara is felhasznalhatjuk.

A szuperkritikus olddszerek haszndlatdnak legnagyobb eldnye, hogy
tulajdonsagaik jol ellenérzdtten befolyasolhatok. A diffiizios egyiitthato, az anyagéatadasi
tényez0 és az oldoszer erdsség is befolydsolhatd két fliggetlen tényezo, a hdmérseklet és
a nyomas valtoztatdsaval. A szuperkritikus folyadék allapot a folyadék és a
gazhalmazallapot kozott helyezkedik el. Barmely anyag szuperkritikus allapotiinak
tekinthetd, ha homérséklete és nyomasa meghaladja a kritikus pontjaikat, amely
modositott tulajdonsagokhoz vezet: az oldoszer viszkozitasa inkdbb a gaz
halmazallapothoz 4ll kozelebb, siirisége azonban a folyadékéhoz. Diffuzios képessége
pedig a két halmazallapot kozotti értékeket vesz fel (Manjare & Dhingra, 2019).
Az extrahdlds utan a nyomas csokkentése (az oldoképesség csokkentése révén) lehetdvé
teszi az extrahalt molekulak kdnnyt visszanyerését a szuperkritikus folyadékbol, majd az
oldoszert Ujra hasznosithatjuk. Az SFE eldnye, hogy az extraktumokat a lehetd
legkevesebb szamu miveleti 1épésen keresztiil allitja eld, ami csokkenti a koltségeket és

jobb energiafelhasznalast eredményez.
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Szamos gaz szuperkritikus folyadékként viselkedik megfeleld kortilmények
kozott pl.: etan, metan, etilén stb. Azonban az alkalmazhatdsag szempontjabol tobb
praktikus tulajdonsagot is figyelembe kell venniink, ugy, mint az alacsony toxicitas és az
alacsony szuperkritikus hémérséklet. Kifejezetten fontos paraméter az extrakcios
hémérséklet hdérzékeny anyagok kinyerése esetén. A globalis hatdsokat és az egész
extrakcios folyamatot figyelembe véve jo alternativaja lehet a hagyomanyosnak szamito
oldészeres és vizgdz-desztillacios eljarasoknak (Burger et al., 2019). A kezdeti
beruhdzdsok ugyan valéban nagyobb forrasokat igényelnek, de Osszességében
koltséghatékonyabban miikddtethetd a fent emlitett konvencionalis megoldasoknal.
Az SFE ipari méretli megvaldsitasanak sziik keresztmetszete sok esetben a nagyon magas
nyomasnak ellenalld egységek felépitésében all. Illetve a miikodtetéséhez specialis
tudassal rendelkezd human eréforras sziikséges.

Természetes anyagok kinyeréséhez az oldoszerek széles skaldjat kiprobaltdk mar,

amelyek fizikai tulajdonsagai néha merdben kiilonbdznek egymastol (3. tablazat).

3. tablazat Oldodszerek fizikai jellemzdi

Oldoszer Tkr (°C) Pxr (bar) p (kg/m®) Forraspont (°C,

Viz (H20) 374,096 220 322 100
Szén-dioxid (CO2) 31,1 73,8 469 -78,5
Metan (CHa) -82,6 46,0 162 66
Etan (C2He) 32,3 48,8 203 -88
Propan (C3Hs) 96,8 42,4 217 -43
Etilén (C2Ha 9,34 50,3 215 -103,8
Propilén (CsHs) 91,9 46,2 232 47,7
Metanol (CH3OH) 239,6 80,9 272 64,7
Etanol (C2HsOH) 240,9 61,4 276 79
Aceton (C3HsO) 232,8 47,0 278 50,5

Az oldoszer fiziko-kémiai tulajdonsdgait mar a kisérlet tervezésének kezdetén
figyelembe kell venni (Wang et al., 2019). A 3. tablazat mutatja, hogy szamos oldoszer
(pl. metanol, etanol stb.) magas kritikus hdmérséklete okdn nem alkalmas hdérzékeny
anyagok extrahdladsara. Az etilén a feltiintetett fizikai tulajdonsagok alapjan példaul
megfelelne a céljainknak, azonban rendkiviil gytlékony. Olddszerként a viz, a COz és az
etanol felhasznalasat egyik ipardg sem korlatozza. A szuperkritikus szén-dioxid

(SC-CO2) egy tiszta apolaris oldoszer, amely alkalmas apolaros h6érzékeny vegyiiletek
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kivonasara természetes anyagokbol (White et al., 2021). Polaritasi szempontbol
leginkébb a hexanhoz és a heptdnhoz lehet hasonlitani. Azonban hasznalata a szerves
oldoszereknél joval biztonsagosabb €s kevésbé karositja az egészséget és a kdrnyezetet.
Az SC-CO2 hatranya, hogy rendkiviil apolaros. Polarosabb komponensek extrakcioja
esetén segédoldodszer (koszolvens) alkalmazéasaval novelhetjiik az oldoszer polaritést.
A legéltalanosabban hasznalt koszolvens az etanol, bar sok esetben bizonyos extrahalt
komponensek is segédoldoszerként mitkddve novelik az oldoszer polaritasat (Yu et al.,
2021).

A vizsgalatokat a Pannon Egyetem BKV Kutatdé Fejlesztd Kozpontjaban
végeztik. A szuperkritikus folyadék extrakciohoz 99,97% (w/w) tisztasdgi CO2-t
(Messer Kft.) hasznaltunk.

Az extrakciokat egy SF2000 Able & Jasco késziilékkel (Jasco Kft.) végeztiik el.
Extrakcios edényként 30 cm x 20 mm-es, 94,2 cm? térfogata rozsdamentes acél oszlopot
hasznaltunk. Minden mérésnél az oszlopba kb. 22 g apritott, szaritott muskotalyzsalyat
toltottiink be. A bemérés pontos tomegét minden alkalommal feljegyeztiik.
Mozgofazisként 99,9%-os tisztasagh CO2-t hasznaltunk, segédolddszerként pedig
abszolut etanolt (Molar Kft.) adtunk hozza 1-2%-os aranyban. Minden extrakcid
120 percig tartott, mivel az elézetes kisérletek azt mutattak, hogy az extrakcidos hozam
két orat kovetben mar nem valtozott jelentés mértékben. A kivonatokat 15 ml-es
centrifugacsovekbe gytijtottiik, amelyek tomegét feljegyeztilk. A mintdkat a tovabbi
feldolgozasig -10°C-on taroltuk.

Annak érdekében, hogy a legmagasabb antibakterialis hatast a leghatékonyabb
modszerrel elérjiik, az extrakciokat a paraméterek folyamatos valtoztatasaval végeztiik.
A paraméterek meghatarozasa el6zetes szakirodalmi kutatasok alapjan tértént (Fornari et
al., 2012; Sovilj M et al., 2011). A homérséklet 40-80°C, a nyomas 10-200 MPa, a
tarsoldoszer aranya 1-2% volt. Azt, hogy a miiveleti paraméterek kismértéki valtoztatasa

mennyire kiilonb6z6 extraktumokat eredményezett a 3.-, 4.- és 5. abrak mutatjak be.
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5. abra Muskotalyzsalya extraktumok 21-27-ig

4.2.2 Kakukkfi illoolaj kivonasa vizgdz-desztillacioval

A begylijtott anyandvényekbdl az illdolaj desztillalas a Pécsi Tudomanyegyetem
Gyogyszerésztudomanyi Kar Farmakognoziai Intézetében tortént Az illdolajok vizgdzzel
konnyen kivonhatok a kiilonb6z6 ndvényi részekbdl, ezért az egyik leggyakrabban
hasznalt technika a vizgdz-desztillacid. Apritast kovetden 100 g herbat mértiink be

iiveglombikba, majd a mintdhoz 1 liter desztillalt vizet adtunk.
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A lombik a vizzel és anovényi mintaval a fiitbkosarba keriilt. Folyamatos melegités
hatasara a vizgdzzel a n6vénybdl az illoolaj tavozik, majd a hiitdtt feltéttel érintkezve
lecsapodik. A desztillalas soran (170°C, 3,30 h) kinyert illoolajat a felhasznalasig sotét

tivegben 4°C-on taroltuk.

4.3 Kisérletek soran hasznalt baktériumok tenyésztése

A ndvényi extraktumok antibakterialis hatasat Haemophilus spp., (Haemophilus
influenzae DSM 4690; H. parainfluenzae DSM 8978), meticillin-rezisztens
Staphylococcus aureus (MRSA ATCC 700698), és Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 torzseken vizsgaltuk. A vékonyréteg kromatografidhoz kapcsolt direkt
bioautografia (TLC-DB) vizsgalathoz a Haemophilus toérzseket 100 ml Brain Heart
Infusion-t (BHI) (Sigma Aldrich Kft.) 1 ml B-Supplement-et (Diagon Kft.) és 15 pg/ml
NAD-oldatot (1 mg/ml) tartalmazo tapkozegben novesztettik. Az MRSA-t és a
P. aeruginosat 100 ml BHI-ban tenyésztettiik. Mindegyik baktériumtenyészetet
razoinkubatorban (New Brunswick Scientific Kft.) 37°C-on ¢és 60 fordulat/perc
sebességgel, 12 6ran at inkubaltuk (Balazs et al., 2019).

4.4 Kromatografias vizsgalatok
4.4.1 Muskotalyzsalya mintédk etanoltartalmanak meghatarozésa

A gazkromatografias vizsgalatokat a PannnonPharma Kft. miiszeres analitikai
laboratoriumaban végeztik el. Az elemzéseket egy Agilent 6890N langionizacios
detektorral felszerelt gazkromatograf (GC-FID) késziiléken végeztiik, amely TR-WAX
(Thermo Fisher Scientific Kft.) kapillaris oszloppal (30 m x 250 pm x 1,0 pm) volt
ellatva. A GC kolonnaterének hdémérsékletét 60°C-rol (5 perc izotermikus futést
kovetden) 240°C-ra emeltiilk 30°C/perc homérséklet gradienssel. Majd ismét 5 perc
izokratikus szakasz kovetkezett. Nagy tisztasagu hidrogént (5,0) hasznaltunk vivogazként
2,9 ml/perc (29 cm/s) sebességgel, allanddo nyomason. Abszolut etanolt (Molar Kft.)
hasznaltuk standardként az etanol cslics azonositdsdra a retencidos id6 alapjan.
A FID mennyiségi meghatarozasadhoz kiilsd standard technikat alkalmaztunk. 100 mg
abszolut etanolt dimetil-szulfoxiddal (Molar Kft.) higitottunk, igy torzsoldatként
10 mg/ml végkoncentraciot kaptunk. A kalibracios gorbe a 0,5-2,0 mg/ml tartomanyt

fedte le.
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4.4.2 Kakukkfii illoolaj mintdk elemzése GC-MS és GC-FID technikédk segitségével

A mérésekben az olaszorszagi Messinai Egyetem kollégai nyujtottak segitséget
szamunkra. A mintakat (10 uL) 990 pl n-heptanban (1:100 higitas) szolubilizaltuk (Merck
Kft.), majd GC-MS és GC-FID rendszerbe injektaltuk a teljes azonositas és mennyiségi
meghatarozas érdekében. A terpén és terpenoid vegyliletek elvalasztasat és azonositasat
egy GCMS-QP2020 miiszerrel (Shimadzu Kft.) végeztiik, amely 280°C-on split-splitless
injektorral és AOC-20i automatikus mintavevével volt felszerelve. Az analitok
elkiilonitésére egy nem polaris kapillaris oszlopot, nevezetesen SLB-5ms 30 m x 0,25
mm ID x 0,25 um (Merck Kft.) hasznaltunk. A kvantitativ elemzéseket GC-2010
miszerrel (Shimadzu Kft.) végeztiik, amely split-splitless injektorral (280°C), FID
detektorral és AOC-20i automatikus mintavevével volt felszerelve. A kromatografias
koriilmények a kovetkezd paramétereket tartalmaztak: térfogatinjektalas: 0,5 uL split
modban (1:10) és hdmérsékleti program: 50°C-300°C 3,0°C/perc sebességgel. Héliumot
hasznaltunk vivégazként 30 cm/s-os linedris sebességgel. Az MS paraméterek a
kovetkezOk voltak: tomegtartomany 40-550 amu; ionforras hémérséklete: 220°C; és
interfész homérséklet: 250°C. A FID detektor paraméterek: 300°C-ra beallitott detektor
hémérséklet (mintavételi sebesség 40 ms), a gazaramlas 40 ml/perc volt hidrogénnél,
30 ml/perc make up gazndl (nitrogén) €s 400 ml/perc levegdnél. Az adatgytijtéshez és -
feldolgozashoz a GCMS solution szoftvert (4.50 Shimadzu verzid) hasznaltuk. FFNSC
tomegspektrum konyvtarat (4.0 verzio, Shimadzu) hasznéltuk a vegylilet azonositasara.
Két kiilonboz6 azonositasi paramétert, nevezetesen az MS spektralis hasonlosagot és a
linearis retencios index (LRI) megfelelést alkalmaztuk (Pandur et al., 2022). A C7-C40
telitett alkanokat hasznaltunk az LRI-k kiszdmitasdhoz. Standard keverék koncentracioja:
1000 pg/ml, minden komponenst hexanban (Merck Kft.) oldottunk. A GC-FID
elemzéseket a LabSolution szoftverrel (5.92-es verzi6d, Shimadzu Kft.) végeztik és
dolgoztuk fel. Minden mintat harom egymast kovetd futtatas soran elemeztiink az adatok

pontossaganak novelése érdekében (Micalizzi et al., 2020).
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4.5 Vékonyréteg kromatografia — Direkt bioautografia (TLC-DB)

A bioautografia egy kromatografids elvalasztds nélkiil vagy egy planar
kromatografias elvalasztast kovetden is alkalmazhat6 detektalasi modszer, amely tobbek
kozott komplex kivonatok antimikrobas hatasanak vizsgalatara ad lehetdséget (Nagy et
al.,, 2002). A mikrobiologiai kisérleteket a PTE KK Orvosi Mikrobiologiai és
Immunitastani Intézetében végeztiik el.

A muskotalyzsalya mintdk esetében kizardlag kromatografias kifejlesztés nélkiil
végeztiik el a vizsgalatot, mivel a teljes extraktum antibakterialis hatasat vizsgaltuk.
A kakukkfii esetében az antibakterialis hatast vékonyréteg-kromatografias elvalasztas
nélkiil és vékonyréteg-kromatografias elvalasztas utan is tanulmanyoztuk (Baldzs et al.,
2019; Jesionek et al., 2017). Kakukkfii illoolajok esetében az elvalasztas nélkiili vizsgalat
soran kivalasztottuk az antibakterialis hatds szempontjabol leghatékonyabb mintékat.
Csak a legnagyobb aktivitast olajokkal végeztiink tovabbi vizsgalatokat, ezért csak friss
novényi anyagokbdl desztillalt kakukkfli olajokat vontunk be a TLC elvalasztashoz
kapcsolodo bioautografias kisérletekbe. A kromatografiat 10x10 cm-es szilikagél 60 Fasa
aluminiumlemezes vékonyréteg lemezeken (Merck Kft.) végeztiik.

Muskotalyzsalya mintak esetén: mivel az extraktumok etanoltartalma eltérd volt,
olddszertartalmukat GC-FID segitségével meghataroztuk. A kloroformos higitds soran
korrigaltunk az eltér6é koncentraciokkal, igy a felvitt mintaoldatok koncentracidja minden
esetben 10 mg/ml volt. 3,0 uL-t csepegtettiink fel a vékonyréteg-kromatografias lemezre,
az oldoszer kontrollja kloroform és abszolut etanol (Molar Kft.) volt. Pozitiv kontrol
vankomicin (Pharmacologic) volt MRSA ellen (torzsoldat: 50 mg/ml; 0,6 pl-t vittiink fel
a lemezre), gentamicin (Sandoz) pedig P. aeruginosa-val szemben (toérzsoldat:
80 mg/2 ml; 0,75 ul-t vittiink fel a lemezre). Vékonyréteg-kromatografias elvalasztasra
nem keriilt sor, azért, mert ebben a kisérletben a teljes extraktum antibakterialis hatasara
voltunk kivéancsiak.

Kakukkfii mintdk esetén: a mintakat abszolat etanolban oldottuk (a térzsoldat
200 mg/ml volt), és 1,0 pl-t vittiink fel a vékonyréteg-kromatografids lemezre Finnpipette
pipettakkal (Merck Kft.). Az abszolut etanol volt az oldészer kontroll, és
antibiotikumokat hasznaltunk pozitiv kontrollként. Haemophilus tdorzsek esetén
ceftriaxont (Hospira, térzsoldat: 40 mg/ml), P. aeruginosa ellen gentamicint (Sandoz,
torzsoldat: 40 mg/ml) alkalmaztunk. Az antibiotikumos oldatokbol 1-1 ul-t vittiink fel a
TLC Ilemezre. A TLC elvalasztas soran a timol, mint a kakukkfii illoolaj
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fokomponensének antibakterialis aktivitasat is vizsgaltuk TLC-DB segitségével. A timolt
(Spektrum-3D Kft.) abszolut etanolban (20 mg/ml) oldottuk. A tdrzsoldatbol 0,2 ul-t
(4 ng) vittiink fel a lemezekre. A minta felvitele utan a TLC lemezeket toluol:etil-acetat
(95:5 v/v) mozgofazissal fejlesztettiik ki (Horvath et al., 2018). A kromatografias
kifejlesztést eluenssel torténd telitést kovetden ikervalyus kamraban (Camag Kft.) és
szobahdmérsékleten (22°C) végeztiik. A vékonyréteg-kromatografias elvalasztas utan az
adszorbens rétegeket biztonsagi fiilke alatt 5 percig szaritottuk, hogy az eluenst teljesen
eltavolitsuk. A kakukkfii illoolajok vegyiileteinek megjelenitésére etanolos vanillin-
kénsav reagenst hasznaltunk. Az elvalasztott vegyiileteket a standard Rf-értéke és szine
alapjan detektaltuk. A vékonyréteg-kromatografias lemezeket 254 nm-es UV fényben is
értékeltiik. A bioautografias vizsgalatra szant TLC lemezeket nem kezeltiik etanolos
vanillin-kénsav reagenssel, mert ez a 1épés zavarja a TLC-DB mikrobioldgiai 1épéseit.
Kakukkfii illoolaj vizsgalata esetében az elvalasztott komponensek detektalasa is
megtortént (ezzel szemben a zsalya extraktum esetében Osszilloolaj vizsgalatokat
kiviteleztiink). Az 0sszilloolaj rétegeket, valamint az eléhivas nélkiili, kakukkfii ill6olaj-
tartalmt  kifejlesztett rétegeket 100 ml-es baktériumszuszpenzidba martottuk
(4x107 CFU/ml), figyelve a lemezek egyenletes impregnalasara. Merités utan a rétegeket
egy alacsony fali vizszintes kamraba helyeztiik (kamra mérete: 20 x 14,5 x 5 cm), és
4 6ran at 37°C-on inkubaltuk. Az antibakterialis hatést jelz0, feltisztuldsi zonak lathatova
tétele érdekében a vékonyréteg-kromatografias lemezeket 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-
2,5-difenil-tetrazolium-bromid (MTT, 0,05 g/75 ml) (Sigma Aldrich Kft.) vizes oldataba
meritettiik, 5 masodpercig, majd 37°C-on 12 6rdn at inkubaltuk. A TLC lemezen a
metabolikusan aktiv baktériumok az MTT-t formazan festékké alakitottak. A kékes-lila
hattér el6tt fehér foltok (mintak gatlasi zonai) a dehidrogenaz enzim aktivitasanak hianyat
jelezték, a vizsgalt mintak vagy f6 vegyiiletiik antibakterialis aktivitasa miatt (Siddiquee
et al., 2023). Az elvalasztas nélkiili mintak gatlasi zonait (mm-ben kifejezve) a Motic
Images Plus 2.0 programmal (2.0 verzio, Motic Kft.) mértiikk meg. A kakukkfii illdolaj
mintakat vittiik tovabb checkerboard titralasos vizsgalatra, mert a muskotalyzsalya
extraktumok az extrakcioé soran koszolvensként alkalmaztott etanolt tartalmaztak, amely

befolyasolhatja a vizsgalat eredményét.
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4.6 MIC meghatarozas mikrodilicios médszerrel (BMD)

A TLC-DB eredmények alapjan csak a friss novényi anyagokbol desztillalt
kakukkfii ill6olaj mintdkon végeztiikk el, mikrodilucios modszer segitségével ezt a
vizsgalatot. Valamint a biofilmgatlo hatast vizsgalo kisérleteket.

Torzsoldat készitése soran egy a kakukkfii illoolajabol és Brain Heart Infusion-t
(BHI) (Sigma Aldrich Kft.) all6 emulziot hoztunk Iétre. Emulgealoszerként Tween40-et
(Sigma Aldricht Kft.) hasznaltuk 1%-o0s koncentracioban. Kisérleteinkben a Tween40
1%-os oldat formajaban torténd alkalmazésa, mint emulgeédloszer kontroll nem mutatott
gatlo hatast (Kerekes et al., 2019).

A MIC értékeket mikrodilticios teszttel hataroztuk meg (Acs et al., 2018). Ehhez
a vizsgalathoz 96 lyuku mikrotiterlemezeket hasznaltunk. Mindegyik baktériumoldatbol
(10° CFU/ml) 100 ul-t mértiink a lyukakba. Az illdolajok tdrzsszuszpenzidjanak
koncentracioja 3, 3,5 vagy 5 mg/ml volt. A 3 mg/ml toérzsoldatok koziil a Haemophilus
spp. ellen a foviragzas és a viragzas végén gylijtott mintakbol kivont illdolajbol készitett
szuszpenziokat hasznaltuk, P. aeruginosa ellen pedig a viragzas kezdetén gyijtott

mintakbol kivont illoolajbol eldallitott szuszpenziot. A P. aeruginosa ellen 3,5 mg/ml

cyey

cre

hasznaltunk a Haemophilus spp. ellen. Minden szuszpenziét BHI-ben allitottunk el6 1%
Tween40 emulgens felhasznalasaval. Majd felezd higitasi sorozatokat készitettiink.
A legalacsonyabb koncentraciok: 0,0468 mg/ml 3 mg/ml szuszpenzié, 0,0546 mg/ml
3,5 mg/ml szuszpenzié és 0,0390 mg/ml 5 mg/ml szuszpenzidé esetén. Negativ
kontrollként a sejtszuszpenzidt nem tartalmazo tapoldat szolgalt, az emulgens kontroll az
1%-0s Tweend40 oldat volt. Pozitiv kontrollként kezeletlen baktériumszuszpenzidt
alkalmaztunk. Inkubalas (24 ora, 37°C) utan 600 nm-en mértiik a mintak abszorbanciajat
(BMG Labtech, Bio-Tek Kft.). Kiszamoltuk hat ismétlés atlagat, majd a kapott értékbol
kivontuk a negativ kontroll atlagat. Minimalis gatld koncentracioként hataroztuk meg az

crer

kontrollhoz viszonyitva >90%-ban volt képes a baktérium szaporodasat gatolni.
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4.7 Biofilmgatlo hatas vizsgalata

A vizsgalatot a kakukkfl illoolajaval végeztiik el. A biofilm-gatlast vizsgalo
kisérletek soran a viragzasi iddszak elején, teljes viragzas iddszakaban, valamint a
viragzasi idészak végén gyljtott friss ndvényi anyagokbol desztillalt illdolaj mintdk
minimalis gatlé koncentracioja/2 (MIC/2) értékeit hasznaltuk.

A biofilmeket 96 lyuku mikrotiterlemezen készitettik el. 200 pl
baktériumtenyészetet (1028 CFU/ml) adtunk minden egyes lyukba; majd a
Az inkubacios id6 utan a le nem tapadd sejteket fiziologias sooldattal mostuk Ki.
Ezt kovetden a mikrotiter lemez lukaiban kitapadt baktériumokhoz MIC/2
koncentracidban hozzdadtuk a BHI taptalajban oldott illdolajat. Emulgensként 1%-0s
Tween40 oldatot alkalmaztunk. Negativ kontrollként a sejtszuszpenzidt nem tartalmazo
tapoldat szolgalt, az olddszer kontroll az 1%-o0s Tween40 oldat volt. Pozitiv kontrollként
kezeletlen baktériumszuszpenzidt alkalmaztunk. A kezelések utdn a mikrotiter lemezt
ismét 37°C-on 24 6ran at inkubaltuk. Ezutan a letapado sejteket metanollal fixaltuk
15 percig. A biofilmeket 0,1%-os kristalyibolya oldattal festettiik 20 percig. A felesleges
festéket eltavolitottuk. 33%-0s ecetsavat adtunk minden egyes lyukhoz. Ezutin az
abszorbanciat A = 595 nm-en mértiikk mikrotiterlemez-leolvasoval (BMG Labtech
SPECTROstar Nano Kft.). Minden vizsgalatbol 6 ismétlést végeztiink (Balazs et al.,
2019).

4.8 Pasztazo elektronmikroszkopos (SEM) vizsgalat

A morfologiai vizsgalatokat a PTE Szentagothai Janos Kutatokdzpontjaban
végeztiik el. A kisérletekbe a kakukkfii illdolajat vontuk be.

SEM-et hasznaltunk a biofilmek szerkezeti moddosuldsanak vizsgalatara.
A biofilm vizsgalat eredménye alapjan a friss ndvényi anyagbol desztillalt és a virdgzas
elétt gytjtott kakukkfli olaj mintat vizsgaltuk. A biofilm kialakitdsdhoz 5 ml
P. aeruginosa, H. influenzae és H. parainfluenzae BHI tenyészetet (108 CFU/ml)
toltottiink steril iivegbe. Steril fedélemezeket helyeztiink az tivegekbe, amelyek a sejtek
rogzitési feliileteként szolgaltak. A lemezeket 4 6ran at 37°C-on inkubaltuk, majd a
planktonsejteket és a BHI-t eltavolitottuk, és a lemezeket fiziologias sdoldattal oblitettiik.
A biofilmek kezelésére 5 ml MIC/2 koncentracioju illdolajat adtunk hozza. Kontrollként

a kezeletlen fedélemezeket hasznaltuk. 24 oras, 37°C-on végzett inkubalds utan a
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feliiluszot eltavolitottuk, és a palackokat fiziologias sooldattal mostuk. A mintakat az
elektronmikroszkopos vizsgalatot megelézden rogzités céljabol 2,5%-os glutaraldehid
oldatban aztattuk, 2 o6ran at szobahOmérsékleten. A biofilmek dehidratalasara kiilonb6z6
koncentracioji  etanol oldatokat (50, 70, 80, 90, 95, 98%) hasznaltunk
szobahOmérsékleten 30 percig. A dehidratalas kovetkezo 1épése terc-butil-alkohol:
abszolut etanol 1:2, 1:1 és 2:1 aranyt oldatban val6 aztatasa volt. Majd abszolut terc-
butil-alkohollal 2 6ran at szobahdmérsékleten vizmentesitettiik. A mintakat 4°C-on 1 6ran
at taroltuk, majd egy éjszakan at fagyasztva szaritottuk. A mintdkat arany membrannal

vontuk be, és JEOL JSM IT500-HR pasztazé elektronmikroszkoppal (Jeol Kft.)
vizsgaltuk (Kerekes et al., 2013).

4.9 Checkerboard-titralas

Az antibiotikum-rezisztens korokozok egyre gyakoribbak, ezért a klinikusok
egyre tObbszor keriilnek olyan helyzetbe, ahol besziikiilnek a terapias lehetdségeik. Ezen
kiviil csokkent az 1j antibiotikumok felfedezése és gyodgyszerészeti hatosagok altal
torténd  engedélyezése. Ez  aktualitdst adott a meglévéd antibiotikumok
,Ujrahasznositasanak”, ami alapvetd stratégiava valt az antibiotikum-rezisztencia elleni
kiizdelemben (Walsh & Wencewicz, 2014). Az a megkozelités, hogy egy gyogyszernek
egy célpontja legyen, egyre kevésbé miikodoképes. Ugyanis a rezisztencidhoz sziikséges
képességeket viszonylag konnyen megszerzi a baktérium. Valdszinlileg a széles
spektrumu aktivitasnak koszonhetik a novények, hogy tobb komponensbdl all6 illdolajaik
a mai napig képesek megvédeni Oket a fitopatogén baktériumokkal szemben.
A kombinacids terapidk nem ujkeletiiek a modern humén gyogyaszat torténetében. Olyan
jelentds sikereket, mint a rdk gyogyitds, a maldria vagy a szerzett immunhidnyos
betegség, az AIDS (De Clercq, 2007; Hemingway et al., 2016; Komarova & Boland,
2013). Bar meg kell emliteni, hogy még mindig a komplementer medicina korébe
tartoznak. A kombinacios terapidknak harom f6 célja, hogy 1) a dozisok
minimalizalasaval csOkkenteni lehessen a toxicitast és a nemkivanatos mellékhatasokat;
2) a hatékonysdg novelése a baktériummal szemben (ami lehetdvé teszi a dozisok
csokkentését); valamint 3) minimalizalni az antibiotikum-rezisztencia kialakulasat (Rao
etal., 2018).
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Altalaban elfogadott, hogy az illéolajok elsésorban a mikroorganizmusok
citoplazmatikus membranja ellen fejtik ki hatdsukat. Tehat a hidrofob tulajdonsag az
illoolaj-komponensek fontos jellemzdje. Ez lehetdvé teszi, hogy felhalmozddjanak a
foszfolipid membanban, megzavarva annak struktirajat, ezaltal novelve a permeabilitast.
Ennek kovetkeztében az intracellularis alkotoelemek kidramlanak az intracellularis térbe
¢s a mikrobidlis enzimrendszerek is sériilhetnek. Ezek a folyamatok id6vel a baktérium
pusztulasahoz vezetnek (Moreira et al., 2005). A sejtfal atjarhatéosaganak novelése
segitheti kombinacioban adott antibiotikumok hatékonysagat. Ilyen szinergizmust segito
tulajdonsagok kozé tartozik még, hogy az illoolaj komponensek képesek biokémiai
utvonalak szekvencidlis gatlasara, védekezd mechanizmusban résztvevd enzimek
(példaul efflux pumpa) gatlasara és az Orokitdanyag karositdsara. Kombindlhatunk
példaul eltérd kémiai Osszetételi illoolajokat. Oregand-bazsalikom olajanak
kombinacidja szinergista hatast mutatott E. coli baktériummal szemben, bazsalikom-
bergamott a S. aureus, oregano-bergamot a B. subtilis és oregano-perilla a S. cerevisiae
fajok ellen (Lv et al., 2011). De nagy jelentdséget rejthet az antibiotikumokkal valo
kombinacio. A kakukkfiiolaj és a ciprofloxacin kombinacidja szinergikus hatast fejtett ki.
A kombinacié hatékonyabbnak bizonyult a fekélyképzé Shigella flexneri novekedésének
gatlasdban, vastagbélfekély kezelése soran, valamint jelentdsen csokkent a baktérium
okozta gyulladas a szoveti rétegekben (Allam et al., 2015).

Annak érdekében, hogy megfigyelhessiik a kakukkfii illoolaj €s az antibiotikumok
kozott kialakuld kolcsonhatasokat, checkerboard-titralast kiviteleztiink. A méréseket
szintén 96 cellas mikrotiter lemezeken kiviteleztilk. Egy mintahely 50-50 pl BHI
100 pl korai stacioner fazisban 1év6 10° CFU/mI sejtszamu szuszpenzidt tartalmazott.

Koncentraciok: 2xMIC, MIC, MIC/2, MIC/4. A mikrotiter lemezen a
hatéanyagok kombinécioja ellentétes irdnyban csokkend kombinacidk szerint valosult
meg (6. abra). A lemez elkészitése utan 24 oras inkubacio kovetkezett 37°C-on. Ezt
kovetden az abszorbancia értékeket 600 nm-en mértilk az eldbbiekben emlitett
mikrotiterlap olvaséval. Pozitiv kontrollként kezeletlen baktérium szuszpenziot, negativ

kontrollként sejtmentes taptalajt alkalmaztunk.
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6. abra A checkerboard-titralas mikrotiter lemezének sematikus abraja

Egy kombindciot 6 parhuzamos mérésben vizsgaltunk. Az eredményeket két
fiiggetlen parhuzamos mérésbdl nyertiikk. Ahhoz, hogy a két hatdanyag kozotti
kolcsonhatas tipusat megallapithassuk frakcionalis gatld koncentracio indexet (FICI)
szamitottunk ki. Amennyiben a FICI <0,5 a két vizsgalt anyag kozotti kolcsonhatést
szinergistanak, 0,5<FICI<1 kozotti érték esetén additivnak, FICI>4 esetén
antagonistanak tekintettiik. Ha a FICI 1 és 4 koz¢ es6 érték, a komponensek kdzott nem

volt kolcsonhatas kimutathato (Clemente et al., 2016; Langeveld et al., 2014).

MIC , kombinaci6 MICp kombinaci6
MIC, onallo MICp onallo

FICI =FIC4 + FICg = 1. egyenlet

Ahol:
- FICI: frakcionalis gatl6 koncentraci6 indexet
- FICa: A komponens FICI értéke
- FICs: B komponens FICI értéke

- MICa: A komponens minimalis gatlé koncentracidja

- MICs: B komponens minimalis gatlo koncentracioja
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4.10 Statisztikai elemzések
4.10.1 Statisztikai elemzés kakukkfii olajok esetén

A statisztikai elemzéseket az R szoftver 4.0.2-es verzigjaban (R Development
Core Team 2020) végeztiik. A mért gatlasi zonakat linearis modellel (Chambers & Hastie,
1992) elemeztiik. Modellinkben a fiiggetlen valtozokat (baktériumfajtak, kakukkfii
kiilonboz6 fenofazisai) fix faktorként kezeltik. Az adatok normal eloszlasa miatt
adattranszformaci6 nem tortént. A transzformacid sziikségességének ellendrzése
(Crawley, 2014) grafikus kiértékelésen alapult. Mivel az F-probak igazoltak a szorasok
egyezését, statisztikai hipotézisvizsgalatot ANOVA teszttel végeztiik. A paronkénti
Osszehasonlitashoz Tukey post-hoc teszteket végeztiink a multcomp csomaggal (Hothorn
et al., 2008), mellyel 06sszehasonlitottuk az Osszes kisérleti elrendezés kozotti

kiilonbséget.

4.10.2 Valaszfeliilet-modellezés (RSM) muskotalyzsalya extraktumok esetén

A valaszfeliilet-modellezés (Response Surface Modelling-RSM) ugy irhato le,
mint egy olyan technika, amely magéban foglalja az optimalizalasi folyamat Osszetett
szamolasait. Ezzel a megkozelitéssel megfeleld kisérleti terv készithetd, amely integralja
¢s kodolja az Osszes fiiggetlen valtozot. Miutan bevittilk a kisérletekbdl szarmazo
adatokat, lehetdvé valik egy egyenletkészletet 0sszedllitani, amely megadhatja a kimenet
elméleti értékét. A kimenetek egy jol megtervezett regresszids elemzésbdl szarmaznak,
amely fliggetlen valtozok ellendrzott értékein alapulnak. Ezt kovetden a fiiggetlen
valtozok 1) értékei alapjan megjosolhatd a fliggd valtozd, valamint az is, hogy egyes
fiiggetlen valtozok mekkora befolyassal vannak a végeredményre (Mohamad Said &
Mohamed Amin, 2016). Hagyomanyosan egy folyamat optimalizalasa rendkiviil
aprolékos feladat, amely szdmos hibalehetdséget hordozhat. Kivaltképp, ha egy dsszetett
folyamatrol van sz6. Ezért a hagyomanyos tervezés soran nagyszamu kisérletet kell
elvégezniink ahhoz, hogy megismerjik a kiilonb6z6 miiveleti paraméterek
kolesonhatésait és rangsorolni tudjuk azokat az eredményre gyakorolt hatdsuk
szempontjabol. A sziikséges kisérletek szadma eldre pontosan nem tudhato, erdsen fiigg
az emberi tényezo6tdl. A termék mindsége (amely egy szdmmal jellemezheto)
folyamatosan valtozik a miiveleti paraméterek fliiggvényében €s igy egy hiperfeliiletet hoz
létre. Ezt nevezziik valaszfeliiletnek. Az eldre tervezett modellekkel torténd optimalizalas

csokkentheti a kisérletek szdmat és a végrehajtasi id6t anélkiil, hogy az eredmények
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pontossagat ténylegesen veszélyeztetné. Ezaltal csokkenti a kutatas-fejlesztés koltségeit
is, és lehetdvé teszi relevans adatok megfeleld elemzését. Amennyiben a fiiggd valtozo
paraméterei megvaltoznanak, példaul egy hatosagi szabalyozas kapcsan, a modell
ujraszamolhat6. Az RSM megvalositasanak harom lépése van; 1. kisérlet tervezése, azaz
Box Behnken és kompozicios terv készitése; 2 statisztikai és regresszids elemzés,
valamint a vélaszfeliilet modell elkészitése és értékelése, 3. a paraméterek/valtozok
optimalizalasa (Kumar et al., 2021).

A statisztikai modellezést a Designe-Expert program 12-es verzidjaban (Stat-Ease
Inc. 2020) végeztiik. A kisérlet faktorainak meghatarozasara egy teljes faktorialis modellt
vettiik alapul (Bas & Boyaci, 2007). Segitségével optimalizalhatova valt az extrakcios
folyamat, annak érdekében, hogy a lehetd legnagyobb antimikobialis hatast érjiik el a
vizsgalt léguti patogénekkel szemben. A faktorok a folyamatot nagymértékben
befolyasold paraméterek, a faktor-szintek pedig a faktorok altal felvehetd értékek.
Az extrakcids nyomas X1 az extrakcios hdmérséklet X2 és a koszolvens aranya X3 (Joki¢ et
al., 2018; Molnar et al., 2017).

A kisérleti matrixban a kovetkezd tulajdonsagoknak teljesiilni kell annak
érdekében, hogy a kisérleti pontokra illesztett modell paramétereire a lehetd legpontosabb
becslést kapjuk (Box & Behnken, 1960):

- Kozéppontra vonatkozd szimmetria: mindegyik faktor oszlopvektoraban az

elemek Osszege nulla.
Y% =0 2. egyenlet
Ahol:
- j: faktorok szama
- I: faktorok szintjei
- N: kisérleti beéllitdsok szdma
- X: az altalunk kodolt fiiggetlen valtozok
- Normédlis feltétel: az oszlopok elemeinek négyzetdsszege egyenld a kisérleti
beallitdsok szamaval.
Nixi=N 3. egyenlet
- Ortogonalis feltétel: barmely két csoportvektor skalaris szorzata 0.
YL xx,; =0, #u) 4 egyenlet
- Elforgathatosagi feltétel: a fiiggd valtozok becslésének pontossaga a

kozépponttdl egyenld tdvolsagra egyforma €s fiiggetlen az irdnytol.
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+1

X3

X1
X2

-1 +1

7. abra Teljes faktorialis modell abrazolasa

A Kkisérlet megtervezése utan a faktorok és szintek szama alapjan kivalasztottuk azt a

matematikai modellt, mely leginkabb illeszkedik a kisérlethez (Joki¢ et al., 2018):
y = Bo+ X Bixi + Xieq BuxZ + XKL Z?‘:z Bijxi xj, (i <j) 5.egyenlet

Ahol:

- y : adott beallitasnal mért bioldgiai hatékonysag (fiiggd valtozo)

- fo: konstans érték

- Megadja a regresszios egyenes ¢és a koordinata-rendszer fiiggdleges (y)
tengelyének metszéspontjat.

- Bi, Pii, Pij - konstans regresszios egyiitthatok

- Megadja a regresszids egyenes meredekségét.

- Grafikusan jelzi, hogy a fiiggetlen valtozok egységnyi valtozasa varhatoan
milyen mértékben valtoztatja meg a fliggd valtozot.

A statisztikai szamitasokat 95%-0s konfidenciaintervallumon végeztik.

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

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

A kovetkezdkben eldszor a muskotalyzsalydval végzett kisérletek eredményeit

mutatom be, ezt kdvetden pedig a kakukkfiives vizsgalatok eredményeit.

5.1 Muskotalyzsalya extraktumok antibakterialis aktivitasanak

meghatarozasa

A TLC-DB modszerrel a kivonatok antibakteridlis aktivitdsat kromatografias
elvalasztas nélkiil vizsgaltuk. P. aeruginosa és MRSA baktériumtorzseket valasztottuk
tesztbaktériumoknak (8. abra). Az antibakterialis hatast a gatlasi zona atméréjében (mm)
fejeztiik ki (5. tablazat, 9. abra, 10. abra). Ezaltal egyetlen szammal jellemezhetévé valt
és késobb konnyedén bevihetd volt a statisztikai programba a valaszfeliilet modell
tervezése soran. Kloroform és abszolut etanol (mint negativ kontrollok) esetében nem
volt megfigyelhetd antibakteridlis aktivitds a baktériumtorzsekkel szemben.
P. aeruginosa esetében pozitiv kontrollként gentamicint alkalmaztunk (atlagos gatlasi
z6na 8,2 mm, SD = 0,81 mm). 20 MPa-on extrahalt mintak altalanossagban nagyobb
gatlasi zondkat eredményeztek. A bioldgiailag aktiv komponensek kinyerésének
kedvezett az alacsony hémérséklet. Minden esetben 10 MPa nyomason késziiltek azok a
mintak, amelyeknél nem detektaltunk antibakterialis hatast. Azonban meg kell jegyezni,
hogy a tesztbaktériumokkal szemben legaktivabb minta (S3) is ezen a nyomasértéken
késziilt.

Az MRSA esetében vankomicint alkalmaztunk pozitiv kontrollként (atlagos
gétlasi zona 12,3 mm, SD = 0,45 mm). Osszehasonlitva az eredményeket a P. aeruginosa
eredményével, hasonld  szabalyszeriségeket figyeltink meg. Az MRSA
baktériumtorzzsel szemben a mintdk tobbsége kevésbé volt hatékony, mint
P. aeruginosa-val szemben. A legnagyobb gatlasi zonat a harmas mintanal tapasztaltuk,
7,51 mm (SD = 0,85 mm) a P. aeruginosa és 7,57 mm (SD = 0,62 mm) az MRSA esetében
(5. tablazat). A minta extrakciés paraméterei koziil a nyomas és a hOmérséklet a
legalacsonyabb (10 MPa ¢s 40°C), a koszolvens ardny pedig a legmagasabb (2% etanol)
volt. Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a paraméterek kis valtoztatasaval nagy

hatast gyakorolhatunk az antibakterialis hatésra.
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5. tablazat Az SFE kivonatok extrakcios koriilményei és gatlasi zonai

P. aeruginosa MRSA
Minta Atméré (mm) SD Atmér6 SD MPa °C EtOH
(mm) (%)
1 5,86 0,72 5,46 0,50 20 40 2
2 5,50 0,56 4,85 0,78 15 40 2
3 7,51 0,85 7,57 0,62 10 40 2
4 6,18 0,64 4,69 0,46 20 60 2
5 5,43 0,42 4,80 0,38 15 60 2
6 0,00 0,00 0,00 0,00 10 60 2
7 4,29 0,71 4,66 0,39 20 80 2
8 4,83 0,29 4,32 0,59 15 80 2
9 0,00 0,00 0,00 0,00 10 80 2
10 6,50 0,42 4,59 0,65 20 40 1,5
11 6,91 0,20 4,77 0,69 15 40 1,5
12 6,27 0,33 3,29 0,42 10 40 1,5
13 5,41 0,47 3,41 0,36 20 60 1,5
14 571 0,80 4,25 0,35 15 60 1,5
15 0,00 0,00 0,00 0,00 10 60 1,5
16 6,37 0,78 3,50 0,40 20 80 1,5
17 6,56 0,55 3,29 0,46 15 80 1,5
18 0,00 0,00 0,00 0,00 10 80 1,5
19 5,96 0,15 4,44 0,53 20 40 1
20 6,34 0,82 3,58 0,82 15 40 1
21 5,32 0,41 3,72 0,40 10 40 1
22 5,61 0,47 3,72 0,40 20 60 1
23 4,98 0,61 3,07 0,36 15 60 1
24 0,00 0,00 0,00 0,00 10 60 1
25 3,02 0,23 3,40 0,58 20 80 1
26 2,75 0,48 3,25 0,68 15 80 1
27 0,00 0,00 0,00 0,00 10 80 1
kloroform 0,00 0,00 0,00 0,00
2Kkloro. + 0,00 0,00 0,00 0,00
EtOH
EtOH 0,00 0,00 0,00 0,00
vankomicin - - 12,30 0,45
gentamicin 8,26 0,81 - -

1.SD = széras; % kloro. = kloroform
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Pseudomonas aeruginosa

(a) (b)

8. abra (a) A muskotalyzsalya SFE kivonatainak, a pozitiv kontrollnak
(gentamicin) és a felhasznalt oldoszerek (negativ kontrol) P. aeruginosa elleni
antibakterialis aktivitasanak kimutatdsa TLC-DB moddszerrel. A mintak szamozasa
megegyezik a 5. tablazatban lathatoval. (b) A muskotalyzsalya SFE kivonatainak, a
pozitiv kontrollnak (vankomicin) és a felhasznalt oldoszerek (negativ kontrol) MRSA
elleni antibakterialis aktivitasanak kimutatasa TLC-DB modszerrel. A mintak szamozasa

megegyezik az 5. tablazatban lathatoval.
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P. aeruginosa (ATCC 27853)

EtOH

Gatlasi zona (mm)
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Mintak
9. abra A muskotalyzsalya SFE kivonatainak, a pozitiv kontrollnak (gentamicin)
és a felhasznalt oldoszerek (negativ kontrol) P. aeruginosa elleni antibakterialis
aktivitasanak grafikus abrazolasa. A mintak szamozasa megegyezik az 5. tablazatban
lathatoval. — : gentamicin gatlasi zonajanak szintje, = = :a legeffektivebb minta gatlasi

zénajanak szintje.
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Staphylococcus aureus (ATCC 4262)

EtOH

Gatlasi zona (mm)
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Mintak
10. abra A muskotalyzsalya SFE kivonatainak, a pozitiv kontrollnak
(vankomicin) és a felhasznalt oldoszerek (negativ kontrol) MRSA elleni antibakterialis
aktivitdsanak grafikus dbrdzolasa. A mintdk szdmozdsa megegyezik az 5. tdblazatban
lathatoval. = : vankomicin gatlasi zonajanak szintje, = ~ :a legeffektivebb minta gatlési

zondjanak szintje.

5.2 SFE modszer optimalizalasa

A kivonatok valaszfeliilet modelljeit a Designe-Expert 12 program segitségével
készitettiik el. Az 11. és a 12. abra bemutatja, hogy bizonyos paraméterck allando
valtozasa mellett hogyan valtozik a kivonat antibakterialis hatasa a P. aeruginosa ¢és az
vizsgalat soran). Az extraktumok atlagosan hatékonyabbak a P. aeruginosa ellen.
A valaszfeliiletek alakja azonban nagyon hasonlo a két baktérium esetében. Ez el6nyos
akkor, ha olyan kivonatot szeretnénk eléallitani, amely mind a két baktériummal szemben
hatasos. Ugyanis ilyenkor kozel esnek egymashoz az optimalis paraméter értékek. Ahogy
az abrak is mutatjak, a leghatékonyabb extraktumokat alacsony hémérsékleten (40-45°C)

és magasabb nyomasértékeken (15-20 MPa) vonhatjuk Ki. A legkevésbé hatékony
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kivonatok 60-80°C-on és 100-120 MPa nyomason késziilhetnek. Az eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy extrakcidé soran a novényi anyagot 6vni kell a talzott
hokozléstol. A tarsolddszer aranyanak valtozasa volt a legkisebb hatdssal a valaszfeliilet
alakjara. Tehat a harom bedllitdsi paraméter koziil az EtOH ardnya a folyadékban
befolyasolja legkevésbé a bioldgiai aktivitast.

A két baktérium ANOVA tesztjének eredményeit a 6. és a 7. tablazatok
tartalmazzak. Az ANOVA tesztek megerdsitették, hogy az eredményeink jol illeszkednek
a 3 dimenziés modellbe és alapjaul szolgalhattak a valaszfeliilet meghatarozasanak.
Az F-értek (mintakon beliili atlagok variancidjanak a varianciahdnyadosa) a
P. aeruginosa esetében 16,40, az MRSA esetében pedig 17,90, ami arra utal, hogy a
modellek szignifikansak, és csak 0,01% az esélye annak, hogy a zaj miatt magasabb
F-értek keletkezik. Tehat a zaj mértéke nem befolyasolja a szoras értékeket. A prediktalt
R? (P. aeruginosa 0,6662 és MRSA 0,6860) és a korrigalt R? (P. aeruginosa 0,8172 és
MRSA 0,8308) értékek kozotti eltérés kisebb, mint 0,2, ami azt jelzi, hogy az
eredményekben jelentkezd esetleges standard hiba 99,8% felderithetd a modell
segitségével. A jel/zaj aranyt 4-n€l nagyobb arany esetén lehet elfogadni. Az aranyunk a
P. aeruginosa esetében 15,35, az MRSA esetében pedig 16,33, ami megfeleld jel/zaj
viszonyt jelent. Az eredmények alapjan a modell alkalmas arra, hogy megfeleld
pontossaggal navigalni tudjunk a tervezési térben és az adott miiveleti paraméterekhez
megfeleld biztonsaggal prediktalni tudjuk az antibakterialis hatés értékeket.

A 13. abra szemlélteti a mért értékek és a statisztikai szamitas altal el6re jelzett
értékek kozotti erds korrelaciot. A rezidualisok egyenletesen szorodnak kozel az egyenes
kortl és nem figyelhetd meg trend az adatokban. Ez azt mutatja meg szdmunkra, hogy a
mérések szorasa véletlenszerili, vagyis nincs szisztematikus hiba vagy mintazat az
elérejelzésekben. Igazolja, hogy a statisztikai model szamitasai és a mért értékek kozotti
kapcsolat stabil és megbizhato. Korrelacios egylitthato négyzete: P. aeruginosa
R?= 0,8703, MRSA R?= 0,8799. A 14. 4bra a tényleges és az elérejelzett értékeket
szemlélteti. A futasok kozel az egyenes vonal mentén vald elhelyezkedése azt jelzi, hogy
a mért €s a modellel eldre jelzett értékek kozott minimadlis kiilonbség volt. Ez arra utal,
hogy a model altal elérejelzett értékek nagyon kozel allnak a valdsaghoz, és a model kelld
pontossaggal képes volt megjosolni a tényleges megfigyeléseket (Mohammad et al.,
2019).
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A modellezéshez sziikséges statisztikai szamitasokat 95%-0s konfidencia
intervallumon végeztiik el. A 0,05-nél kisebb p érték azt mutatja, hogy az adott beallitasi
paraméter (faktor) szignifikdns hatdssal van az antibakterialis hatdsra. A szdmitasok
megerdsitették a 3D-s abrak vizualis kovetkeztetéseit. A Gram-negativ P. aeruginosa
esetében két paraméter volt statisztikailag szignifikans hatassal az antibakterialis hatésra,
a nyomads €s a homérséklet (p<0,0001). A segédoldoszer aranyanak valtoztatasa azonban
nem gyakorolt statisztikailag jelentés hatast az eredményre (p = 0,3365). A Gram-pozitiv
MRSA esetében mindhérom beallitasi paraméter statisztikailag szignifikans hatassal volt
a novényi extraktum antibakterialis hatasara. A segédoldoszer aranyanak valtozasa is
kimutathat6 hatéssal volt az eredményre (p = 0,0434). Azonban ebben az esetben is ez a
paraméter befolyasolja legkisebb mértékben a végeredményt. A legnagyobb eltérést itt is
a nyomds ¢s a hOmérséklet valtoztatasaval tudjuk elérni az antibakteridlis hatas
tekintetében (p<0,0001). Mindkét baktérium esetében elmondhatd, hogy a beallitasi
paraméterek kozotti kolcsonhatasok vizsgalatakor csak a nyomds és a hdmérséklet
kolcsonhatasa mutatott statisztikailag szignifikans hatast az antibakteridlis hatékonysagra
(P. aeruginosa p=0,0002, MRSA p<0,0001). A 3D diagramok vizualis értékelése és a
statisztikai szamitasok alapjan a nyomas és a homérséklet valtoztatasaval érhetjiik el a
legnagyobb mértékii valtozast az extraktumok antibakteridlis hatékonysagaban.

Az optimalizalas a folyamatok kontroldldsanak hatékony eszkéze a megfeleld
mindségli termek eldallitdsa érdekében. Az optimdlis extrakcidos paramétereket ugy
hataroztuk meg, hogy a szamolasnal figyelembe vettiik mindkét baktériumra gyakorolt
antibakterialis hatast. Mind a két esetben a maximalizalas volt a cél. A hozam esetén ennél
a szamolasnal nem hataroztunk meg minimum értéket. A kovetkezd eredményeket
kaptuk: A szamitott optimalis beallitdsi paraméterek: 18,6 MPa, hdmérseklet 40°C és
EtOH arany 2%. Adott paramétereken a prediktalt gatlasi zonak atmérdje P. aeruginosa:
7,95 mm és MRSA: 7,57 mm volt 3,64 m/m%-0s hozam mellett. A hozam eredmények a
1. mellékletben tekinthetok meg.

Miutan meghataroztuk a mintdk etanoltartalmat, szdmolhatova valt a tdmegben
mért extrakcios hozam. 22 g toltetbdl a legkisebb hozam 0,21 g, a leghagyobb pedig
1,55 g volt. Az extrakcios hozam a nyomas novekedésével novekedett. Az eredményeket

az 1. melléklet foglalja 6ssze.
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Gatlasi zéna (mm)
Gatlasi zéna (mm)

11. abra (a) Muskotalyzsalya extraktumok antibakterialis hatdsanak valtozasa
P. aeruginosa-val szemben extrakcios nyomas és homérséklet valtozasanak
figgvényében. (b) Muskotalyzsdlya extraktumok antibakteridlis hatdsdnak valtozéasa

P. aeruginosa-val szemben extrakcios nyomas és segédolddszer arany valtozasanak

fliggvényében.

Gatlasi zona (mm)
Gatlasi zona (mm)

(b)

12. abra (a) Muskotdlyzsalya extraktumok antibakterialis hatasanak valtozasa

MRSA-val szemben extrakcios nyomas és homérséklet valtozasanak fiiggvényében. (b)
Muskotalyzsalya extraktumok antibakterialis hatasanak valtozasa MRSA-val szemben

extrakcios nyomas és segédoldoszer arany valtozdsanak fliggvényében.
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6. tablazat P. aeruginosa mikrobiologiai eredményeinek varianciaanalizise (ANOVA)

Adat S of sqt df? S of sq atlaga F-érték p-érték
Modell 25,22 9 2,80 16,40 <0,0001
A-Nyomas 9,94 1 9,94 58,15 < 0,0001
B-°C 5,67 1 5,67 33,17 < 0,0001
C-Etanol 0,1650 1 0,1650 0,9656 0,3365
AB 3,49 1 3,49 20,44 0,0002
AC 1,640E-06 1 1,640E-06 9,597E-06 0,9976
BC 0,0046 1 0,0046 0,0269 0,8712
A? 4,90 1 4,90 28,66 < 0,0001
B2 0,9233 1 0,9233 5,40 0,0297
C? 0,2831 1 0,2831 1,66 0,2114

R? = 0,8703, Prediktdlt R*= 0,662, szignifikancia < 0,050

1: négyzetosszegek; 2: szabadsagi fokok szama

7. tablazat MRSA mikrobiolégiai eredményeinek varianciaanalizise (AN OVA)

Adat S of sg* df? Sofsqatlaga  F-érték p-érték
Modell 19,70 9 2,19 17,91 < 0,0001
A-Nyomas 7,88 1 7,88 64,47 < 0,0001
B-°C 3,86 1 3,86 31,63 < 0,0001
C-Etanol 0,5615 1 0,5615 4,59 0,0434
AB 2,78 1 2,78 22,78 < 0,0001
AC 0,0001 1 0,0001 0,0012 0,9724
BC 0,1450 1 0,1450 1,19 0,2878
A 4,18 1 4,18 34,18 < 0,0001

B? 0,7909 1 0,7909 6,47 0,0185

C? 0,0086 1 0,0086 0,0708 0,7927

R2=0,8799, Prediktalt R* = 0,6860, szignifikancia < 0,050

1: négyzetosszegek; 2: szabadsagi fokok szdma
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Normalis eltérés grafikon
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13. abra (a) P. aeruginosa gatlasanak normalis eltérés grafikonja; (b) P. aeruginosa

gatlasanak eldrejelzett vs. valds érték grafikonja.
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14. abra (a) MRSA gatlasanak normalis eltérés grafikonja; (b) MRSA gatlasanak

eldrejelzett vs. valos érték grafikonja.
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5.3 Kakukkfiiolaj eredmények
5.3.1 Vizgbz-desztillacié eredményei
A kiilonb6z6 fenofazisban gyljtott friss és szaritott novénybdl nyert illoolaj

mennyiségeket a 8. tablazat tartalmazza.

8. tablazat Kakukkfli mintak desztillalasanak eredményei

Gytijtési idészakok
Viragzas kezdete Teljes viragzas Viragzas vége
Friss kakukkfii (g) 1826 1464 764
Desztillalt illoolaj (pul) 8450 6350 3920
Hozam (ml1/100 g) 0,46 0,43 0,51
Szaritott kakukkfii (g) 963 964 1440
Desztillalt illoolaj (ul) 7520 6080 7550
Hozam (ml/100 g) 0,78 0,63 0,52

5.3.2 Kakukkfii illéolajanak kémiai 0sszetétele

Az azonositott vegylileteket és az 1illdolaj komponensek szazalékos
(teriiletszazalék) értékét a 9. tablazat tartalmazza (az 6sszes komponenst a 2. melléklet
tartalmazza). Az eredményeket teriilet-normalizacios modszerrel hataroztuk meg,
gazkromatografias elvalasztas utan. A kakukkfiiolajok f0 Osszetevdje a timol volt,
fliggetleniil a begytijtési 1d6t6l és a novény nedvességtartalmatol. A legmagasabb
timoltartalom (62,4%) a teljes virdgzas id0szakéaban és széritott novényi anyagokbol volt
kimutathat6. A teljes virdgzasban gyiijtott friss novényi anyagban a timol 57,1%-0S
értéket mutatott. Az alacsonyabb timoltartalmat a virdgzas végén gyijtott ndvényi
anyagokban mértiik (friss minta: 54,2%, szaritott minta: 52,3%). A timol mellett jelentds
mennyiségben van jelen a p-cimén és a y-terpinén. A legmagasabb p-cimén értéket
(22,7%) a szaritott ndvényi anyagbol desztillalt és a viragzas végén gyljtott illoolajokban
mutattuk ki, de ez a komponens az ugyanebben a fenofazisban gytijtott friss novényi
anyagban is jelent6s mennyiségben jelen volt (20,6%). A y-terpinén-tartalom a friss
anyagbol izolalt és a viragzas kezdetén gyljtott illoolajokban (9. tablazat) volt a
legmagasabb. Egyéb kisebb 0Osszetevok kozé tartozik a mircén (0,7%-1,4%), az
a-terpinen (0,7%-1,4%), a linalool (1,4%-2,1%), a karvakrol (2,3%-3,4%) és az
(E)-kariofillén (1,5%-2,5%).
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9. tablazat Kiilonbozd virdgzasi fenofazisokban gyiijtott friss és szdritott kakukkflibol

kivont illoolaj mintak (teriilet) szazalékos Osszetétele

Komponensek Is\fri LRI LRI 1 2 3 4 5 6
(%) Exp Ref

a-Tujon 98 925 927 099 109 099 046 021 037
Mircén 96 988 991 145 134 128 117 0,71 0,84
a-Terpinén 98 1017 1018 1,40 109 082 115 0,74 0,79
p-Cimén 96 1025 1025 12,89 17,44 20,64 12,46 15,02 22,78
y-Terpinén 95 1058 1058 15,18 7,38 6,01 13,67 506 5,49
Linalool 97 1099 1101 146 15 215 169 167 217
Timol 94 1294 1293 5581 57,10 54,21 56,39 62,46 52,33
Karvakrol 94 1302 1300 230 292 290 298 348 311
(E)-Kariofilén 97 1421 1424 0,99 205 099 215 250 244
Teljes 99,77 99,76 99,65 99,69 99,69 99,49

Roviditések: MS Sim, MS spektrum hasonlésag (MS spectral similarity); LRI
Exp, kisérleti linearis retencids index (experimental linear retention index); LRI ref,
referencia linearis retencios index (reference linear retention index); 1. Viragzas kezdetén
gyljtott friss novényi anyag, 2. Teljes virdgzasban gytjtott friss novényi anyag, 3.
Virdgzas végén gylijtott friss ndvényi anyag, 4. Virdgzas kezdetén gylijtott szaritott
ndvényi anyag, 5. Teljes viragzasban gylijtott szaritott ndvényi anyag, 6. Virdgzas végén
gyljtott szaritott novényi anyag. A tablazatbdl az 1% aranyt el nem éré komponenseket

nem tartalmazza. A teljes tablazatot a 2. melléklet tartalmazza.

5.3.3 TLC-DB vizsgalatok eredményei

A TLC-DB moddszerrel a kakukkfli illoolajok antibakterialis hatasat vizsgaltuk
Haemophilus spp. és P. aeruginosa baktériumtorzsekkel szemben. A kisérleteket el@szor
kromatografids elvéalasztas nélkiil végeztiik. A komponensek szeparacidja nélkiili
vizsgalatok soran (15. abra) a ,teljes” extraktum (desztillalt kakukkfii illoolaj)
antibakterialis hatasara voltunk kivancsiak. A gatlasi zondk atmérdjét mm-ben fejeztiik
ki. Az illoolajok térzsoldatabol 1 pl-t (0,2 mg higitatlan olajnak felel meg) vittiink fel a
TLC lemezre. A Haemophilus spp. érzékenyebb volt a kakukkfii olajara, mint a
P. aeruginosa. Az abszolut etanol negativ kontrollként nem gatolta egyik baktériumtorzs

novekedését sem. Az antibiotikum minta 1 pl-es oldata (ceftriaxon Haemophilus spp.
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ellen, gentamicin P. aeruginosa ellen) hatasos volt a vizsgalt baktériumokkal szemben.
Altalanossagban elmondhat6, hogy a friss ndvényi anyagokbol szarmazé kakukkfiiolajok
nagyobb antibakterialis aktivitast mutattak, mint a szaritott névényi anyagokbol szarmazo
kakukkfiiolajok. A friss novénybdl desztillalt és a virdgzas kezdetén gyhjtott kakukkfii
illéolaj bizonyult a leghatékonyabbnak a vizsgalt patogénekkel szemben: (Haemophilus
influenzae - 7,04 mm, a H. parainfluenzae - 6,5 mm és a P. aeruginosa - 5,5 mm). A friss
novényi anyagbol desztillalt, a teljes viragzas idején és a virdgzas végén gyujtott
kakukkfii illdolajoknak is volt antibakterialis hatasa (teljes viragzasban: H. influenzae -
6,3 mm, H. parainfluenzae - 5,2 mm, P. aeruginosa - 4,9 mm; viragzas végén:
H. influenzae - 6,15 mm, H. parainfluenzae - 4,8 mm, P. aeruginosa - 4,5 mm).
A legkisebb gatlasi zonakat szaritott anyagbol desztillalt és a virdgzas végén gyiijtott
illéolajok esetén kaptuk (H. influenzae - 5 mm, H. parainfluenzae - 4,8 mm,
P. aeruginosa - 3,7 mm). Osszességében levonhatjuk a kovetkeztetést, hogy a friss
névényi mintakbdl desztillalt illdolajok hatékonyabbnak bizonyultak, mint a szaritott
ndvényi anyagokbdl szarmazok. Tovabba a viragzasi fenofazis tekintetében a virdgzas
kezdetén gyiijtott névényi anyagok illdolaja volt a leghatékonyabb. Az antibiotikum
kontrollok hatékonyabbak voltak, mint a kakukkfii illoolaj mintai a vizsgalatban hasznalt
koncentraciokkal. A legjobb antibakterialis hatast a virdgzas kezdetén gyijtott mintak
mutattak. Ennek oka valészintileg az illdolajok komponenseinek additiv és szinergikus
hatasa lehetett (Sovilj M et al., 2011; Zhao & Zhang, 2013). A timol és a p-cimén
antibakterialis hatasat Gomori és munkatarsai kiilon-kiilon és kombinacioban is vizsgalta.
A timol 6nmagaban nagyobb antibakterialis hatdst mutatott, mint a p-cimén 6nmagaban
vagy a két komponens barmilyen ardnyu kombinacidja. A csokkent timol- és
megnovekedett p-cimén- és p-terpinén tartalmu illdolajok azonban egyes esetekben
magasabb antimikrobialis aktivitast mutatak (Gomori et al., 2018). Ezt az altalunk kapott

eredmények is alatamasztjak.
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15. abra TLC-DB-vel végzett kakukkfii illoolajok antibakterilis aktivitasa (TLC
kromatografids kifejlesztés nélkiil). A gatlasi zondk atmérdjét mm-ben fejeztiik ki.
Negativ kontroll: abszolut etanol; pozitiv kontroll: ceftriaxon a Haemophilus spp. ellen,
gentamicin a P. aeruginosa ellen (0,04 mg antibiotikumnak felel meg); 1 pl illdolajmintat
(amely 0,2 mg higitatlan EO-nak felel meg) alkalmaztunk. A kisbetiik (a—e) paronkénti

Osszehasonlitast mutatnak a Tukey post-hoc teszt alapjan, p < 0,05.

A TLC-DB kromatografias elvalasztast kovetden alkalmas arra, hogy az
antibakterialisan aktiv komponensek hatasat egymastdl szeparéltan tudjuk vizsgdlni.
Az elvalasztas nélkiili TLC-DB kisérleteket elozetes szlirdnek tekintettiik. Az eredménye
alapjan csak a friss ndvényi anyagbol desztillalt illdolajokat vontuk be a kromatografias
elvalasztassal végzett TLC-DB-be. A kakukkfii illoolajokban a timol komponens
(Rf=0,56 mellett), valamint annak standardja az 0sszes vizsgalt baktérium ellen mutatott

aktivitast. Rf = 0,33 értéken tovabbi bioldgiai aktivitast detektaltunk. Ez megegyezik a
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linalool Rf értékével Wagner és Bladt (Wagner & Bladt, 2001) alapjan (16. abra). Mivel
a linalool relativ mennyisége alacsony volt a mintakban (1,56%-2,17%), koeltciéra

gyanakszunk mas antibakteridlisan aktiv komponensekkel.

timol (Rf=0.56)

linalool (Rf=0.33)

16. abra Antibakterialisan aktiv komponensek a friss ndvényi anyagbol desztillalt
kakukkfii illoolajokban kromatografids elvalasztast kovetéen. (A) TLC lemez
UV 254 nm-en, (B) TLC lemez vanillin-kénsav reagenssel végzett kezelés utan és lathatd
fényben dokumentalva, (C) TLC-DB vizsgalat: Bioautogramok H. influenzae
hasznalataval, (D) TLC-DB vizsgalat: Bioautogramok H. parainfluenzae hasznalataval,
(E) TLC-DB vizsgalat: Bioautogramok P. aeruginosa felhasznalasaval (a vilagos zonak

antibakterialis hatést jeleznek)

5.3.4 Minimalis gatld koncentraciok (MIC) meghatirozasanak eredménye

A TLC-DB eredmények alapjan csak a friss névényi anyagokbol desztillalt
kakukkfti illdolaj mintdkat hasznaltuk fel ebben a vizsgalatban és a biofilm-gatlast
vizsgald kisérletekben. A kakukkfli illdolaj kezelésre legérzékenyebb torzsek a
H. influenzae és a H. parainfluenzae voltak. Novekedésiiket az illdolajok
0,156-0,187 mg/ml MIC értékeken gatoltak (10. tablazat). A P. aeruginosa esetében
magasabb, 1,5-1,75 mg/ml MIC értékeket mértiink. A leghatékonyabb illoolaj a viragzas
kezdetén gylijtott novényi anyagbol desztillalt volt. A biofilm-gatlast vizsgalo kisérletben
MIC/2 értékeket hasznaltunk (Kerekes et al., 2013).
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10. tablazat A kakukkfii illéolajok MIC és MIC/2 értékei (mg/ml) és az antibiotikumok
(gentamicin és amikacin) MIC és MIC/2 értékei (pug/ml)

Gyiijtési idészak 1 2 3
Virdgzas kezdete 0,156 0,156 1,500
MIC érték  Teljes viragzas 0,187 0,187 1,750
Viragzas vége 0,187 0,187 1,750
Viragzas kezdete 0,078 0,078 0,750
MIC/2 érték  Teljes viragzas 0,0935 0,0935 0,875
Viragzas vége 0,0935 0,0935 0,875
Gentamicin 6,30
MIC érték o
Amikacin 3,10 1,60
Gentamicin 3,15
MIC/2 érték o
Amikacin 1,55 1,30

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

5.3.5 Biofilm vizsgalat eredményei
A biofilm gatlasi vizsgalatban az illoolaj mintak aktivitasat a gatlasi rata mutatja meg,

melyet a kdvetkezd egyenlet alapjan szamoltunk:
Gatlasi rata = (1 — %) * 100 6. egyenlet

Ahol:
- S = mintak abszorbanciajanak atlaga;

- C = a kontrol minta atlagos abszorbanciaja

Eredményeink azt mutattdk, hogy mindegyik frissen gyujtott kakukkfli illéolaj minta
gatolja a biofilm képzddést (17. abra). A viragzas kezdetén gyijtott, friss kakukkfiibol
desztillalt illoolaj volt a leghatékonyabb az Gsszes vizsgalt baktérium ellen. Ez az olaj
mutatta a legmagasabb gatlast, 72,93%-ot P. aeruginosa ellen. A H. influenzae ¢s a

H. parainfluenzae esetében 72,32%-0s ¢s 64,88%-os gatlasi ratat szamoltunk.
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17. abra Friss ndvényi anyagbol és kiillonbozo viragzasi fenofazisokban gyiijtott
kakukkfi mintakbol desztillalt illoolajok biofilmgatlo hatasa. a: viragzasi idészak elején
gyljtott ndvénybdl szarmazo illdolaj, b: teljes viragzas idészakaban gytijtétt ndvénybol

szarmaz0 illoolaj, c: viragzasi idészak végén gyiijtott ndvénybdl szarmazo illoolaj.

5.3.6 SEM vizsgalatok eredményei

A TLC-DB és a biofilm-gatlast vizsgalo kisérletek eredményeire alapozva a SEM
vizsgalatba csupan a viragzasi idoszak kezdetén gyiijtott és friss kakukkfiibol desztillalt
ill6olajat vontuk be.

A kontroll mintak képei (illoolaj-kezelés nélkiil, 18. abra A-C) egy érett,
haromdimenzidés biofilm jellegzetes morfologiai elemeit mutatjak. Az illoolaj kezelés
(18. abra D-F) azt eredményezte, hogy a baktériumsejtek a feliilethez tapadtak, de nem
alkottak  biofilm-specifikus  struktarakat.  Illetve  sejtfal-degradaciokat s
megfigyelhettiink.
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5 um

18. abra P. aeruginosa (A, D), H. influenzae (B, E) és H. parainfluenzae (C, F)
biofilmjeinek pasztazd elektronmikroszkopos felvételei. A-C: A baktériumtorzsek
kontroll mintai: A - P. aeruginosa, B - H. influenzae; C - H. parainfluenzae. D-F:
illéolajjal kezelt mintak (MIC/2 koncentracidban): D - P. aeruginosa, E - H. influenzae;

F - H. parainfluenzae

5.4 Checkerboard-titralas

A minimalis gatlo koncentracié méréseinkre alapozva checkerboard-titralas modszerével
végeztiink szinergiaméréseket. Az aminoglikozidok kozé tartozd antibiotikumok
(gentamicin, amikacin) és kakukkfii illdolaj-kombinacioinak antibakterialis hatasat
vizsgaltuk Gram-negativ 1éguti patogéneken. A vizsgalathoz a viragzas kezdetén gytijtott
és frissen desztillalt illdolaj mintdkat hasznaltuk fel. Az eredményeket FIC
indexértékeként (FICI) abrazoltuk. Az eredmények Osszefoglalasat a 11. tablazat
tartalmazza. A H. influenzae esetében nem tapasztaltunk kolcsonhatast, azonban a
H. parainfluenzae esetében mar additiv hatas tapasztalhat6. A H. parainfluenzae esetében
az illéolaj MIC/4 koncentracidja és az amikacin MIC/2 koncentracidja elegendd volt a
90%-o0s baktérium pusztulds eléréséhez. Tehat az illdolaj egyértelmiien segitette az
antibiotikum hatékonysagat, de ez a hatds még nem nevezhetd szinergizmusnak, a FICI
értékelés alapjan. Azonban P. aeruginosa esetében mar egyértelmiien szinergista hatas

lathat6. A megfeleld hatds eléréséhez elegendd volt mind a két komponens MIC/4

crer
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11. tablazat Kombinacids vizsgalatok eredményei

MIC mg/ml MIC pg/ml
Kombinacio
Komponens 1 Komponens 2 FICI Baktérium
Komponens | Komponens | MICA | MICs | MICa | MICs
1 2
Kal(()lil;(jkﬁi Amikacin 0,156 | 0,078 | 3,100 | 1,550 1,00 H. influenzae
Kalélllaljkﬁl Amikacin | 0,156 | 0,039 | 1,600 | 0,800 | 0,75 | H.parainfluenzae
Kal;‘llaljkf“ Gentamicin | 1,500 | 0,375 | 6,300 | 1,575 | 0,49 P. aeruginosa

FICI: frakcionalis gatlo koncentracio index; 0,5<FICI<1 kozétti érték esetén additivnak,
FICI>4 esetén antagonistanak tekintettiik a kombinéciot. Ha a FICI 1 és 4 koz¢ es6 érték,

a komponensek kozott nem volt kdlcsonhatas kimutathato.
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6 DiszKusszio

Balazs és munkatarsai altal kidolgozott TLC-DB mddszer alkalmasnak bizonyult
hidrofil mintak, pl. illéolajok, Haemophilus spp.-al szembeni aktivitds vizsgalatara
(Balazs et al., 2019). Az Osszegyljtott tapasztalatok felhasznaldsaval a moédszert az
MRSA és a P. aeruginosa torzsekkel is elvégeztiik, kiilonos figyelmet forditva a korabban
kritikusnak talalt paraméterekre (pl. inkubéciés 1d6, a baktérium tenyésztéséhez
sziikséges agar Osszetétele stb.). Ezen paraméterek jelentésen befolyasolhatjdk a
TLC-DB modszer hatékonysagat és ismételhetdségét (Horvath et al., 2013). A modszer
univerzalis alkalmazhatdsagat bizonyitja, hogy két egymastol eltérd tipusu ndvényi
kivonaton is sikerrel tudtuk alkalmazni. Kakukkfli esetén vizgdz-desztillacioval nyert
illoolaj mintak, a muskotalyzsalya esetében pedig a szuperkritikus folyadék extrakcidval
nyert mintak antibakterialis hatasat értékeltik. A TLC-DB egy dinamikusan fejlddo
modszer. Napjainkban a SARS-CoV-2 clleni névényi hatéanyagok felderitésére és
azonositasara alkalmazzak széles korben (Wang et al., 2021).

Az irodalmi adatokat tekintve SC-CO2 extrakciot a mi kutatdocsoportunk
optimalizalt eldszor valaszfeliilet-modellezés (RSM) segitségével a kivonatok bioldgiai
hatékonysadga szempontjabol. Alkalmaztak mar sikeresen RSM  moddszert
muskotalyzsalya extrakciojanak optimalizalasdra, de abban az esetben antioxiddnsok
dusitasa volt a cél az extraktumban (Chadni et al., 2023; Giil¢in et al., 2004; Mahboubi,
2020). Szamunkra az antibakterialis hatas volt az els6dleges szempont, de a metodikat
ugy alkottuk meg, hogy a hozamok is szamolhatok maradjanak. Az antibakteriélis hatast
a gatlasi zona atmérdjében (mm) fejeztiik ki. Ezaltal egyetlen szdmmal jellemezhetéveé
valt ez a hatas és késébb konnyedén bevihetd volt a statisztikai programba. A vizsgalati
modell tervezésekor a minél részletgazdagabb eredmények érdekében egy teljes
faktorialis modellt valasztottunk, ami harom paraméter ¢és harom bedllitasi szint
vizsgalata esetén 27 kiillonbozd bedllitast jelentett. A gyakorlatban részfaktorilis
modellek segitségével a kisérletek szama nagymértékben csokkentheté (Moghadam &
Samimi, 2022). Vizsgalatunk soran az extraktumok modellbaktériumokkal szembeni
biologiai aktivitasat tekintettiik a f6 mindségi jellemzOnek. Azért ezeket a baktériumokat
valasztottuk modellbaktériumként, mert egyrészt korabban mar bizonyitottak, hogy a
muskotalyzsalya extraktumok hatékonyak elleniik (Mahboubi, 2020), masrészt a 1éguti
betegségek sok embert érintenek vilagszerte. T6bb olyan tanulmany is megtalalhatd, ahol

a kivonatok kémiai Osszetételét hasonlitottdk Ossze annak fiiggvényében, hogy
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hidrodesztillacioval vagy SC-COz2 extrakcioval készitették oket. Majd kovetkeztetéseket
vontak le a két extrakcid kozti kiilonbségekre. Az eredmények azonban sok esetben
ellentmondasosak. Ronyai €s munkatarsai azt talaltdk, hogy a vizgdz-desztillacival
eldallitott olaj egyik f6 komponense a linalil-acetat mennyisége magasabb aranyban van
jelen (10,3%), mint az SFE-kivonatban (8,2%) (Ronyai et al., 1999). Egy masik
kutatasban azonban éppen ellenkezd trend figyelhetd meg. A linalil-acetdt mennyisége a
hidrodesztillalt olajban 15,9%, az SFE-kivonatban pedig 23,6% volt (Simandi et al.,
1996). Az eltérés oka, hogy az SC-CO:2 extrakcié soran eltéré miiveleti paramétercket
alkalmaztak. Osszehasonlitds csak azonos miiveleti paraméterek mellett lehetséges.
Eredményeink is alatamasztjak, hogy a SC-COz2 extrakcid egy jol kontrollalhaté kivonasi
folyamat, amelyben a miveleti paraméterek megvalasztdsa kritikus hatassal van az
extraktumra. Nem konnyti 6sszefliggéseiben szemlélni a paraméterek kolcsonhatasait.
Eredményeink azt mutatjak, hogy erre kivalo eszkéz a statisztikai modellezés.
Kisérleteink soran a vizsgalt 1éguti kérokozokkal szemben 3 kritikus paraméter hatasat
sikeriilt modellezniink RSM segitségével.

Eredményeinkbdl lathat6, hogy a nyomas novelése jotékony hatdssal van a
biologiai aktivitasra. A kiiszob, ahol a muskotalyzsalya kivonat biologiailag aktiv
komponensei kioldodni kezdenek az extrahald folyadékba, 10 mPa nyomas felett
kezdddik. Szamitottunk ra, hogy a nyomadas novelésével az aktiv komponensek is
feldasulnak a mintdban. Korabbi tanulmanyok arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
nyomas novekedésével a folyadék stirlisége is nd, ami az apoldris komponensek
oldhatosaganak novekedését eredményezi. (Ixtaina et al., 2010; Sodeifian et al., 2017).
A magasabb nyomdstartomany masik pozitiv tulajdonsagaként emlitik, hogy a SC-CO2-
bdl kisebb térfogat is elegendd az extrakcidhoz, mert sok esetben ndveli a hozamot
(Mcnally & Wheeler, 1988). Mindkét tesztbaktérium esetében a modellezés azt mutatja,
hogy az alacsony, 40°C koriili homérséklet eldnyds az antibakterialis aktivitas
szempontjabol. Korong diffuzidos modszerrel vizsgaltak kinai fahéj SC-CO2 kivonatok
antibakterialis hatasat P. aeruginosa és S. aureus torzsekkel szemben. A vizsgalatok
soran arra a megallapitasra jutottak, hogy a magas nyomason ¢€s alacsony hdmérsékleten
késziilt extraktumok antibakteridlis hatdsa a legjobb a vizsgalt baktériumtorzsekkel
szemben (Capuzzo et al., 2013). Ezt a megallapitast a mi eredményeink is alatimasztjak.
Az alacsonyabb homérséklet a hédegradacio elkeriilése szempontjabol kedvezd. (Fornari
et al., 2012). Vizgbz-desztillacio alkalmazasakor ez a hatas elkeriilhetetlen. Polaris

tarsoldoszer sziikséges a nagyobb tomegli ¢és polarisabb molekuldk oldhatosdganak
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javitasahoz. Ezen kiviil a segédoldoszer hasznalata szintén csokkenthetd, ha emeljiik a
hémérsékletet (Shi et al., 2009).

Az SC-COz2 extrakcid soran a f6 miiveleti paraméterek kombinaciojanak helyes
megvalasztasa kritikus. Az extrakcids hozam és a zsalyakivonat antibakterialis hatasa az
extrakcio koriilményeitl fiiggden érzékenyen valtoztathaté. Az extrakcid sordn
alkalmazott nyomas és hémérséklet volt a legnagyobb hatassal a végtermék mindségére.
Az RSM lehetové teszi az SC-CO2 extrakcid optimalizalasat €s a folyamat statisztikai
alapon torténdé mélyebb megértését. Karnozin sav €s karnozol SC-CO2 extrakcids
hozamanak optimalizalasara mar sikeresen alkalmaztdk az RSM-et orvosi zsalyabol.
A kivonatok azonban csak Bacillus subtilis-el szemben voltak hatékonyak, S. aureussal
¢és P. aeruginosa-val szemben nem érték el az elvart hatast. A novényi extraktumok hatasa
Osszetett, egy-egy komponens koncentracidjabol nem mindig lehet helyes kovetkeztetést
levonni. Ebbdl kifolydlag j6 megoldasnak tartjuk az antibakterialis hatds alapjan
optimalizalni az extrakciot. Az altalunk hasznalt modell a kovetkezd eredményeket
prediktalta: P. aeruginosa: 7,95 mm, MRSA: 7,51 mm. 3,64 m/m%-o0s hozam mellett.

Az illéolaj-tartalmi gyogynovények termesztése vilagszerte egyre nagyobb
méreteket Olt. A gyodgyndvények termo6fold specifikus elemzése, tudomanyos értékelése
nagyon iidvozlendd és értékes adatokkal szolgal a novények begytijtésének idozitésével
kapcsolatban. Eredményeink bizonyitjdk, hogy a kakukkfii illdolajanak kémiai
Osszetétele €s biologiai aktivitasa is eltérd a kiilonb6zd virdgzasi fenofdzisokban.
Vizsgélatunk soran Magyarorszagon, Baranya megyében termesztett, eltérd iddpontban
gyljtott kakukkfii mintdkbol kivont illdolaj mintdkat elemeztiink. Kutatdécsoportunk
értékelte és hasonlitotta 0ssze eldszor régidink ezen teriiletén, a kiilonbozd viragzasi
fenofazisban gytjtott kakukkfii mintdkbol kivont illoolaj mintak antibakterialis hatasat.
A kakukkfii hazdnkban kedvelt gyogyndvény, termesztéséhez az éghajlati viszonyok
kedvezdek. A GC-MS és GC-FID eredmények alapjan az illoolaj mintdkban a timol volt
a f6 komponens, de jelentds mennyiségben p-cimén és p-terpinen vegyiiletek szintén jelen
voltak, amely megfelel az irodalomban eddig k6zolt adatokkal (Posgay et al., 2022).
A TLC-DB vizsgélatok alapjan a kakukkfii ill6olaj mintai minden vizsgalt baktérium
ellen hatékonyak voltak. A Haemophilus spp. érzékenyebb volt az illoolajokkal szemben,
mint a P. aeruginosa. Altaldnossigban elmondhatd, hogy a friss novényi mintakbol
desztillalt illoolajok hatékonyabbnak bizonyultak, mint a szaritott névényi anyagokbol
desztillalt mintak. Ez megegyezik a korabbi tapasztalatokkal (Chan et al., 2012).

A kiilonb6zd fenofdzisban gyiijtott kerti kakukkfli mintdkat tilnyomorészt illdolaj és
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timol hozamuk alapjan értékelték. Korabbi eredmények azt mutattdk, hogy vagy a teljes
virdgzasi fazisban a legmagasabb az illdolaj timol ardnya, vagy nincs szignifikans
kiilonbség (Hosseinzadeh et al., 2015; Kuete, 2017; Salehi & Hadipanah, 2014).
Ez egybevag az altalunk kapott eredményekkel. Mintainkban a kakukkfii ill6olajok f6
Osszetevdje a timol volt, azonban ez a vegyiilet nem Kizarolagosan felelds a biologiai
hatasért. Az aktiv komponensek ardnya a szaritott €s a frissen desztillalt mintdk esetében
hasonloan valtozott (Pandur et al., 2022). A p-cimén aranya példaul a viragzas kezdetén
¢és fovirdgzaskor alacsonyabb volt a friss és a szaritott mintak esetében is, mint a virdgzas
végén gyljtott mintdkban. A legmagasabb timoltartalmat a teljes virdgzasi idészakban
szedett és frissen feldolgozott (9. tablazat) mintakbol mértikk. A y-terpinen aranya az
illéolajokban a viragzas kezdetén majdnem haromszor olyan magas volt, mint a késébbi
viragzasi fenofazisokban gyiijtott mintak esetén. A legjobb antibakterialis hatast a
viragzas kezdetén gyiijtott mintak mutattdk. Ennek oka valdszintileg az illdolajok
komponenseinek additiv és szinergikus hatasa lehetett (Sovilj M et al., 2011; Zhao &
Zhang, 2013). A timol és a p-cimén antibakterialis hatasat Gomori és munkatarsai kiilon-
kiilon és kombinacidban is vizsgalta. A timol 6nmagaban nagyobb antibakteridlis hatast
mutatott, mint a p-cimén Onmagaban vagy a két komponens barmilyen aranyua
kombinacioja. A csokkent timol- és megnovekedett p-cimén- és p-terpinén tartalmu
illoolajok azonban egyes esetekben magasabb antimikrobialis aktivitast mutatak (GOomori
et al., 2018). Ezt az altalunk kapott eredmények is alatamasztjak.

Esetlinkben a y-terpinén ardnya jelentésen megnétt a virdgzas kezdetén gyiijtott
novényi anyagokban. Azonban a timoltartalom kissé alacsonyabb volt, mint a teljes
viragzaskor. A y-terpinén magas aranya a viragzas kezdeti szakaszaban logikus, mivel a
karvakrol bioszintézisének prekurzor molekulaja. A linaloolt is azonositottuk aktiv
Osszetevoként a TLC-DB segitségével, amely kapcsolodik a kromatografias
elvalasztashoz. A ,,Ph.Eur. 01/2012:1374 Thyme oil” cimii cikkely részletezi a kakukkfii
illoolajanak  kémiai  Osszetételét, kiilonds  tekintettel 6  komponenseire.
A gybgyszerkonyvi el6iras szerint a y-terpinén aranya nem haladhatja meg a 12%-ot az
olajban. Csak a viragzas kezdetén gyiijtott névényi minta esetében volt magasabb a
y-terpinén-tartalom (13,67%), amely a legjobb antibakterialis hatast mutatta. Valdjaban
majdnem minden minta magas timoltartalommal rendelkezik, mivel a gy6gyszerkonyvi
cikkelyben a fels6 hatarérték 55%. Az egyetlen minta, amely megfelel a gyogyszerkonyv

kémiai Osszetételre vonatkozd kovetelményeinek, a viragzas végén gylijtoétt ndvényi
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mintak olaja. Bar meg Kkell jegyezni, hogy a TLC-DB vizsgalat soran elvalasztas nélkiil,
a virdgzas végén gylijtott mintdk mutattak a legalacsonyabb antibakterialis hatast.

Tobb tanulmany Osszehasonlitotta a kiilonb6z6 kemotipusokkal rendelkezd
Thymus sp.-et. A kakukkfii mintak antimikrobialis aktivitasat kiilonboz6 kérokozokkal
szemben vizsgaltak, beleértve a P. aeruginosa és a Haemophilus spp-t (Althunibat et al.,
2016; Winska et al., 2019). Két kemotipus, a Thymus vulgaris timol és a T. vulgaris
karvakrol, mutatta a legerésebb antibakterialis hatast ezekkel a baktériumokkal szemben.
A geraniol és a thujanol-4/terpineol-4 kemotipusok kevésbé voltak hatékonyak a
P. aeruginosa-val szemben (Schmidt et al., 2012). Az eredményeink alatamasztjak az
el6z6 eredményeket, amelyek szerint a kakukkfii ill6olaj a timol kemotipusban hatékony
a tesztelt baktériumokkal szemben.

Kutatocsoportunk alatamasztotta mar a kakukkfii biofilm képzodést gatld
képességét (Balazs et al., 2019; Horvath et al., 2019) Haemophilus spp. és Streptococcus
torzsekkel szemben, azonban P. aeruginosa-val szemben még nem. Valamint nem alt
rendelkezésiinkre olyan irodalom, ami a virdgzasi fenofazisok aspektusabol vizsgalta
volna a gatld hatast. Mig az antibiotikumok elpusztitjdk a szabadon 1évé plankton
sejteket, a biofilmben 1év6 baktériumok képesek tulélni, illetve kronikus és antibiotikum-
rezisztens fertézéseket okozni (Balazs et al., 2021; Hammond et al., 2014). Ezek a
tulajdonsagok eldsegitik a mikrobialis tulélést antagonista kdrnyezetben, beleértve a
gyogyszer- és a gazdaszervezet immunvalaszaval szembeni rezisztenciat (Das, 2019).
A P. aeruginosa-val kapcsolatban kimutattak, hogy n6 azon tiidéfertézések virulenciaja,
amelyek soran oralis konvencionalis organizmusok és a P. aeruginosa kozotti
kolcsonhatasok kovetkeztében 1étrejott biofilm is jelen volt (Sibley et al., 2008).
A kakukkfii ill6olaja csokkenti a bakterialis sejtmembranok hidrofobicitasat, valamint a
proteinaz és hemolizin termelést, ezéaltal megakaddlyozza a bakteridlis biofilm
képzddését. Vizsgalatok igazoltak, hogy a kakukkfli ill6olaj alacsony koncentracioban
képes gatolni a P. aeruginosa biofilm képz6 képességét, fliggetleniil az izolalas helyétol
(Van et al., 2022). Haemophilus spp. torzsek érzékenységét kakukkfii illoolajjal szemben
mas kutatocsoportok is leirtak (Balazs, 2022). A H. influenzae-t és a P. aeruginosa-t
egyre gyakrabban izolaljak nozokomialis infekciok soran. Kevert fertézéseik in vitro
koriilmények kozott kiegészitették egymds hidnyosagait €s egyfajta szinergista kevert
biofilmet hoztak 1étre (Liu et al., 2010). Ezért kiemelten fontos, hogy a hagyomanyos

antibiotikum terdpiat kiegészitsik biofilm gatlasara alkalmas gy6gymodokkal.
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A Haemophilus spp. és P. aeruginosa biofilm formalo képessége fontos szerepet jatszik
az altaluk okozott betegség patomechanizmusaban ¢és az antibiotikum-rezisztens
tulajdonsdg kialakulasaban. A biofilm gatlasi vizsgalat eredményei kiegészitik a
TLC-DB vizsgalatbol levont konklazidkat, ugyanis mindkét kisérletben a friss novényi
anyagbol desztillalt és a virdgzas kezdetén gyjtott kakukkfii illdolaj minta volt a
leghatékonyabb az 0Osszes vizsgalt baktériummal szemben. Kerekes és munkatarsai
eredményeihez hasonldéan konfokalis 1ézer pasztazo elektronmikroszkoppal megjelenitett
SEM képeink is azt mutattak, hogy az érett biofilm haromdimenzids szerkezete szétesett
a illoolaj kezelést kovetden (Kerekes et al., 2019).

A kombinacids vizsgalatok soran sikeriilt feltarnunk szinergista hatasokat, amelyek a
késobbi fejlesztések soran hasznosak lehetnek. A kisérletbe a virdgzas elején gyiijtott
kakukkfii ill6olajat vontuk be. Kombinacioként pedig aminoglikozidok kozé tartozo
antibiotikumokat, gentamicint és amikacint valasztottunk. Tesztbaktériumok pedig a
biofilmvizsgalatok soran hasznalt Gram-negativ baktériumok voltak. Polikationos
szerkezetiilknek koszonhetéen az aminoglikozidok eldszor a baktériumok felszinén
talalhat6 anionos vegyiiletekhez tudnak kotddni. Gram-negativ baktériumok esetén ezek
a vegyliletek lipopoliszacharidok, foszfolipidek és a kiils6 membran fehérjék lehetnek
(Ramirez & Tolmasky, 2017). Ezek a kolcsonhatasok novelik a kiilsé lipid membran
permeabilitasat, ami ahhoz vezet, hogy az aminoglikozid-molekulak passziv transzporttal
juthatnak a periplazmatikus térbe (Vanhoof et al., 1995). Majd egy energiafiiggd
folyamatban, a mi{ikodd -elektrontranszport rendszer segitségével jutnak az
antibiotikumok a citoplazméba. Ahol kapcsolodni tudnak a baktérium 30S
kisalegységéhez és zavart okoznak a fehérjeszintézisben. Ennek kdovetkeztében a
membran integritasa tovabbi zavarokat szenved és Ongerjesztd folyamatként a baktérium
pusztulasahoz vezet (Muir et al., 1984; Ramirez & Tolmasky, 2017).

Azért valasztottuk a T. vulgaris illoolajanak, amikacinnal és gentamicinnel valo
kombinaciojat Haemophilus spp és P. aeruginosa-val szemben, mert nem talaltunk még
erre vonatkozo kisérletet az irodalomban. Valdszinisitettiik, hogy minél hatékonyabb a
bakteridlis sejtfal integritasdnak megzavardsa, annal konnyebben keletkezhet zavar a
fehérjék bioszintézisében és vezethet a baktériumsejt pusztulasahoz. A Haemophilus spp.
eredendben érzékenyebbek voltak mind magaval az amikacinnal szemben, mind pedig a
kakukkfii illéolajdval szemben. Ezért ezeknél a torzseknél talaltuk a legkisebb
kolcsonhatast. A H. influenzae esetében nem tapasztaltunk kolcsonhatast (FICI = 1),

azonban a H. parainfluenzae esetében mar additiv hatds tapasztalhato.
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A H. parainfluenzae esetében az illoolaj MIC/4 koncentracioja és az amikacin MIC/2
koncentréacioja elegendd volt a 90%-os baktérium pusztulds eléréséhez. Tehat az illdolaj
egyértelmiien segitette az antibiotikum hatékonysagat, de ez a hatds még nem nevezhetd
szinergizmusnak, a FICI értékelés alapjan (FICI = 0,75). A P. aeruginosa azonban
ellendllobbnak bizonyult mind a gentamicinnel, mind pedig magaval az illdolajjal
szemben. Ebben az esetben valosziniileg a sejtfal integritdsanak felbontasa szinergista
hatast okozott. Azonban a megfeleld hatas eléréséhez elegendé volt mind a két
Korabban mar a Thymus nemzettség olyan fajainak olajat is vizsgaltak kombinacioban
gentamicinnel, amelyek timoltartalma alacsonyabb volt. Ezért néha értéktelenebbnek is
tartjak ezeket a fajokat, bar az eredmények ezt céafoljdk. A T. maroccanus és a
T. broussonetii esetében is egyértemiien szinergista hatast mutattak ki (FICI = 0,18 és
FICI =0,28) (Fadli etal., 2012). Eredményeink alatamasztjak, hogy a Thymus nemzettség
fajai értékes alternativak lehetnek P. aeruginosa elleni gentamicin terapia esetén.
Valamint, hogy a timoltartalom messze nem az egyetlen mindségi jellemzdje az ill60laj

antibakterialis hatasanak.
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7 Osszefoglalas

Az antibiotikum-rezisztencia terjedése az egyik legnagyobb, még megoldatlan
kihivas az egészségiigy szdmara. A rezisztens baktériumok okozta fertézések elhtizodo
antibiotikum terapiakat igényelnek, amelyek csak tovdbb nodvelik a rezisztencia
kialakulasdnak lehetdségét. Valamint jelentésen megndvelik a terapia koltségeit.
A helyzet stlyossagat mutatja, hogy a legujabb eldrejelzések alapjan az antibiotikum-
rezisztens baktériumok okozta fertdzések 2050-re tobb aldozatot kovetelnek vildgszerte,
mint az Osszes daganatos megbetegedés egyiittvéve (Shams et al., 2023). Az utolso
komoly attorést pedig az antibiotikum terapiak teriiletén 80-as évek végén érték el.
A novényi kivonatok kivald kiegészitéi lehetnek a konvencionalis antibiotikum
terapiaknak, a megfeleld terapias eljarasok kidolgozasat kovetden. Biofilm-gatlo
képességiiknek koszonhetéen megakadalyozhat6 lenne elhuzodo, perzisztens fertézések
kialakulasa. Valamint hagyomdnyos antibiotikumokkal kombinacidban adagolva
szinergista hatast fejthetnek Ki. A terapidk kidolgozasahoz mindenekel6étt megfeleld
extrakcios modszerekre és standardizalt in vitro vizsgalati modszerekre van sziikségiink.
Ugyanakkor allatkisérletes modellek is alatdmasztottdk mar a hatékonysagukat
(Reichling, 2020). Munkank soran a muskotalyzsalya és a kakukkfii megfeleld

modellnévénynek bizonyultak.
Uj tudomanyos eredményeinket az alabbiakban foglaljuk ossze:

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

A Haemophilus torzsek érzékenyebbek voltak a kakukkfii olajara, mint a
P. aeruginosa. A friss novénybdl desztillalt és a viragzas kezdetén gytjtott kakukkfii
ill6olaj bizonyult a leghatékonyabbnak a vizsgalt patogénekkel szemben: (Haemophilus
influenzae - 7,04 mm, a H. parainfluenzae - 6,5 mm és a P. aeruginosa - 5,5 mm).
Az elvalasztas nélkiili TLC-DB kisérleteket eldzetes sziirdnek tekintettiik.

Az eredmények alapjan csak a friss névényi anyagbol desztillalt illoolajokat vontuk be a
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kromatografias elvalasztassal végzett TLC-DB-be, amelynek soran a timolt
azonositottuk, mint 6 antibakterialis komponenst.

2. Elsoként optimalizaltunk SC-CO2 extrakcidt antibakteridlis hatés
szempontjabol valaszfeliilet-modellezés (RSM) segitségével. Eredményeink vilagosan
mutatjak, hogy a f6 miiveleti paraméterek kombinaciojanak helyes megvalasztasa kritikus
az antibakteridlis hatds szempontjabol. Modszeriink nagy elénye, hogy az antibakteridlis
hatds meghatirozdsa mellett az extrakcidos hozam tovabbra is szdmolhatdé maradt.
Az extrakcid soran alkalmazott nyomas és hémérséklet volt a legnagyobb hatassal a
végtermék mindségére ¢és mennyiségére. Az RSM lehetévé teszi az SC-CO2 extrakcid
optimalizalasat és a folyamat statisztikai alapon torténé mélyebb megértését.

3. Elsoként végeztiik el a Szigetvar mellett (Magyarorszag, Baranya megye,
koordinatak: (46°02060.0000 E, 17°47059.9900 K) talalhat6 terméteriileten termesztett
kakukkfii illoolajanak antibakteridlis hatdsa szempontjabol torténd értékelését,
figyelembe véve a viragzasi fenofazisokat. A legjobb antibakterialis hatast a viragzas
kezdetén gyljtott mintdk mutattdk. A hozameredmények alapjan, a virdgzas kezdetén
torténd betakaritas nem jar hozamveszteséggel a teriileten. A termeld komparativ elényre
tehet szert a versenytarsakkal szemben, ha korabban megkezdi a betakaritast.

4. Sikeriillt meghataroznunk virdgzasi fenofazisonként a Thymus vulgaris
illoolajok kémiai Osszetételét. A viragzasi fenofazisok egyértelmiien hatassal vannak a
kakukkfii illoolajanak kémiai Osszetételére €s ezaltal az antibakteridlis hatdsara is.
A y-terpinén aranya az olajokban a virdgzas kezdetén majdnem haromszor olyan magas
volt, mint a kés6bbi viragzasi fenofazisokban gylijtdtt mintak esetén. A timol aranya a
foviragzas esetén gyljtott mintdk esetén volt a legmagasabb. A csokkent timol- és
megnovekedett p-cimén- és y-terpinén-tartalmit mintdk nagyobb antibakterialis
aktivitassal rendelkeztek.

5. A biofilm vizsgalat segitségével bizonyitottuk, hogy mindegyik frissen gytijtott
kakukkfii ill6olaj minta gatolja a biofilm képzddést. A viragzas kezdetén gyljtott, friss
kakukkfiib6l desztillalt ill6olaj volt a leghatékonyabb az 6sszes vizsgalt baktérium ellen.
Ez az olaj mutatta a legmagasabb gatlo aranyt, 72,93%-ot P. aeruginosa ellen.
A H. influenzae és a H. parainfluenzae esetében 72,32%-0s és 64,88%-0s gatlasi aranyt
szamoltunk. A SEM vizsgéalatok meger0sitették, hogy a baktériumsejtek a feliilethez
tapadtak, de nem alkottak biofilmspecifikus struktarakat. Illetve sejtfal degradaciokat is
megfigyelhettiink.
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6. El6szor vizsgaltuk Thymus vulgaris illoolajat kombinacioban amikacinnel és
gentamicinnel Haemophilus spp. és P. aeruginosa torzsekkel szemben. Kombinacios
vizsgalatokon keresztiil sikeresen bizonyitottuk, hogy a kakukkfii ill6olaja nem csupan a
biofilmgatlason keresztiil képesek segiteni az antibiotikumok hatasat, hanem additiv és
szinergista hatasok révén is. Gentamicin és kakukkfii illoolaj kombinacidjaval szinergista

hatast mutattunk ki P. aeruginosa-val szemben.
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12 Mellékletek

1. melléklet Muskotalyzsalya SFE kivonatok etanoltartalma és extrakcios hozama

Extrakt + EtOH Extrakcios Extrakcios
Mintak EtOH (m/m%) hozam hozam
9 9 (Mm/m%)
1 6,794 83,31 1,13 5,12
2 5,1064 88,72 0,58 2,68
3 3,9711 94,75 0,21 0,97
4 5,0402 84,48 0,78 3,70
5 5,757 85,15 0,85 3,96
6 4,8512 88,19 0,57 2,84
7 6,6173 86,42 0,90 4,45
8 4,116 91,78 0,34 1,70
9 6,2144 93,92 0,38 1,90
10 4,9519 85,05 0,74 3,51
11 6,6124 89,55 0,69 3,33
12 4,8933 87,10 0,63 2,94
13 4,0805 79,60 0,83 4,08
14 5,3441 87,87 0,65 3,05
15 1,9945 86,31 0,27 1,36
16 3,8984 79,71 0,79 3,75
17 3,835 85,67 0,55 2,61
18 3,3985 85,48 0,49 2,17
19 6,7074 76,87 1,55 7,37
20 5,3505 75,38 1,32 6,40
21 4,1491 76,68 0,97 4,73
22 3,8839 81,51 0,72 3,48
23 3,8192 78,77 0,81 3,89
24 3,4193 88,26 0,40 1,92
25 2,9835 75,13 0,74 3,57
26 4,3975 77,56 0,99 4,50
27 3,3701 76,50 0,79 3,54
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2. melléklet Kiilonb6zd virdgzasi fenofazisokban gytijtott friss kakukkfiibol késziilt és

gyljtott illdolaj mintak (teriilet) szdzalékos Osszetétele

MS

Komponensek Sim IIEE[: I&Efl 1 2 3 4 5 6
(%)

Triciklén 94 922 923 0,02 002 002 001 001 0,02
a-Tujon 98 925 927 099 109 099 046 021 0,37
a-Pinén 97 933 933 o061 063 069 050 037 055
Kéamfor 97 949 953 0,39 039 050 033 025 042
Szabinén 95 972 972 0,02 002 001 001 001 0,01
Pent-4-enil propanoat 94 974 974 0,03 001 001 004 001 0,01
pB-Pinén 92 977 978 020 0,20 021 015 012 0,15
Vinil-amil-karbinol 95 979 978 0,27 034 042 036 034 051
3-Oktanon 93 984 986 0,03 003 003 004 002 0,03
Mircén 96 988 991 145 134 128 117 0,71 084
3-Oktanol 96 997 999 0,04 003 003 002 002 0,03
a-Fellandrén 96 1006 1007 0,5 0,12 0,0 0,13 0,08 0,08
0-3-Karén 96 1009 1009 0,08 0,08 0,08 007 0,05 0,06
a-Terpinén 98 1017 1018 140 109 082 1,15 0,74 0,79
p-Cimén 96 1025 1025 12,89 17,44 20,64 12,46 15,02 22,78
Limonén 9% 1029 1030 0,29 030 034 027 022 031
p-Fellandrén 94 1030 1031 0,07 0,10 0,08 008 0,08 011
Eukaliptol 97 1032 1032 062 0,70 0,75 050 0,67 0,90
(2)-, B-Ocimén 90 1034 1035 0,01 001 0,01 001 0,00 0,01
(E)-, B-Ocimén 95 1045 1046 0,03 0,02 0,02 004 0,02 0,02
y-Terpinén 95 1058 1058 15,18 7,38 6,01 13,67 506 549

-Metil-butil-2-enil o) 1563 1068 006 006 006 006 005 0,05

butanoat
(2)-Szabinén hidrat 93 1070 1069 0,26 033 059 021 031 0,21
Terpinolén 96 1086 1086 0,09 0,09 008 010 0,10 0,11
p-Cimén 94 1091 1093 0,01 0,02 002 002 0,03 0,05
Linalool 97 1099 1101 146 156 215 169 167 2,17

(E)-Szabinén hidrat 94 1102 1099 0,11 0,13 0,18 010 014 011

3-Met|I-_but|I-3-e(1|I- 00 1110 1114 tr tr 0,02 tr 0,01 0,02
3-metil-butanoat

(2)-, p-Ment-2-én-1-0l 96 1126 1124 0,08 0,03 0,03 003 0,04 0,05

Kamfor 97 1149 1149 027 025 036 026 029 0,33
Borneol 98 1173 1173 048 044 066 049 051 085
Terpinén-4-ol 92 1182 1184 066 0,75 063 067 067 087
Hex-(3Z)-enil-Butirat 92 1184 1187 0,01 0,03 0,03 0,03 004 0,04
p-Cimén-8-ol 93 1189 1189 0,02 004 005 0,04 0,05 0,08
a-Terpineol 97 1197 1195 0,12 0,15 0,15 013 0,16 0,21
(2)-, Dihidro-karvon 94 1200 1198 0,03 005 005 0,05 0,06 0,07
Kapriz-aldehid 95 1206 1208 0,01 0,01 0,01 0,01 nd nd

Timol-metil-éter 94 1230 1229 0419 050 062 057 043 0,53
Karvakrol-metil-éter 9% 1239 1239 0,27 036 037 035 032 0,32

Citral 96 1242 1238 001 001 001 001 001 0,01
Karvon 95 1249 1246 0,01 0,02 0,02 0,02 001 0,02
Citral 97 1274 1268 0,02 0,02 0,02 0,02 001 0,02
Timol 94 1294 1293 55,81 57,10 54,21 56,39 62,46 52,33
Karvakrol 94 1302 1300 2,30 2,92 290 298 348 311
Timol acetat 93 1345 1348 0,04 0,02 Nd 0,03 0,01 nd
Eugenol 95 1354 1357 0,09 009 0,12 002 001 0,05
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MS

Komponensek Sim Iésr: I&Efl 1 2 3 4 5 6
(%)
a-Ylangene 92 1371 1371 Nd nd Nd 0,02 0,02 0,02
Izobornil propionat * 93 1376 1377
s-Kopén * 88 1377 1375 0,04 004 006 007 009 0,10
[-Bourbonén 95 1385 1382 0,02 003 003 0,03 0,04 0,06
(2)-Jazmon 93 1394 1394 Nd 0,01 0,01 tr 0,01 tr
(E)-Kariofilén 97 1421 1424 156 205 192 215 250 244
S-Kopén 94 1431 1433 0,02 0,02 003 003 0,03 0,03
Aromadendrén 94 1441 1438 Nd nd Nd 0,04 0,01 0,01
o-Humulén 97 1457 1454 0,05 0,06 0,06 0,07 0,07 0,07
(Z)‘M‘g‘ffi‘i’;"‘(l“)’ 94 1464 1466 tr 001 001 00l 001 tr
Geranil propionat 97 1468 1471 0,09 005 005 0,08 0,07 0,06
Cadina-1(6),4-dién 91 1473 1474 Nd nd Nd 0,01 0,02 tr
y-Muurolén 92 1476 1478 0,05 0,07 006 0214 0,14 0,12
o-Amorfén 90 1481 1482 Nd 0,01 001 002 0,02 0,02
Germakrén D 95 1482 1480 0,11 0,07 0,04 nd nd nd
f-Szelinén 94 1491 1492 tr 001 001 001 001 0,01
y-Amorfén 87 1494 1490 0,02 0,02 002 006 0,05 0,04
o-Szelinén 89 1497 1501 0,01 0,01 001 0,01 0,02 0,02
o-Muurolén 93 1500 1497 0,03 0,03 003 005 0,06 0,05
o-Amorfén 89 1505 1506 nd nd 0,02 0,02 0,01 tr
y-Kadinén 95 1515 1512 0,06 0,12 0,10 0,16 0,24 0,17
0-Kadinén 94 1520 1518 0,11 0,13 0,11 026 0,27 0,22
(E)-Kalamenén 90 1522 1527 0,02 0,04 003 0,03 0,07 0,06
(E)-Cadina-1,4-diene 93 1534 1536 0,01 001 0,01 0,02 0,02 0,02
o-Kadinén 95 1539 1538 0,01 001 001 0,02 0,03 0,02
a-Kalakorén 91 1543 1544 Nd nd Nd tr 0,01 10,01
Geranil butirat 97 1554 1559 0,02 0,02 0,02 002 0,03 0,03
Kariofilén oxid 93 1585 1587 0,27 037 047 052 0,70 0,70
Humulén epoxid I1 89 1613 1613 001 001 001 001 0,02 0,01
1-,10-di-epi-Kubenol 89 1618 1614 0,01 0,02 0,02 001 0,03 0,01
epi-y-Eudezmol 95 1626 1624 0,05 004 003 0,03 0,03 0,03
a-Kadinol 94 1645 1641 0,06 0,17 0,12 0,07 0,17 0,05
Kadin-4-en-10-ol 95 1658 1659 0,04 0,03 0,02 0,02 0,02 0,01
Teljes 99,77 99,76 99,65 99,69 99,69 9949

Roviditések: MS Sim, MS spektrum hasonlosag (MS spectral similarity); LRI Exp,

kisérleti linearis retencios index (experimental linear retention index); LRI ref, referencia

linearis retencios index (reference linear retention index); nd, nem észlelt; tr, kimutatasi

hatar,; A * koeltciot jelol az SLB-5-ms oszlopon. 1. Viragzas kezdetén gyjtott friss

ndvényi anyag, 2: Teljes virdgzasban gylijtott friss ndvényi anyag, 3. Viragzas végén

gyljtott friss novényi anyag, 4: Virdgzas kezdetén gylijtott szaritott novényi anyag, 5.

Teljes viragzasban gylijtott szaritott ndvényi anyag, 6.: Viragzas végén gyijtott szaritott

ndvényi anyag.
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