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1. Bevezetés

A 1éguti megbetegedések az Oszt0l késO tavaszig terjedd idOszakban kialakuld, csaknem
minden életkort érintd, nehezen kezelhetd korképek. Az elsddleges fertézések hatterében
virusok, baktériumok és gombak egyarant allhatnak, ezenfeliil tovabbi problémat jelent az
igen gyakori bakteridlis feliilfert6zodés veszélye is. Napjainkban a hatékony terdpia
megtalalasit nagyban nehezitik az elmult évek nem megfeleld, illetve tilzott antibakterialis
terapianak koszonhetéen az egyre nagyobb szamban megjelend rezisztens torzsek. A
klasszikus antibiotikumok ennek kdvetkeztében sok esetben csokkent hatékonysiaguak, nem
ritkdn teljesen hatdstalanokka valnak a kordbban még érzékeny torzsekkel szemben is. Az
egészségligy részérdl ezért folyamatos igény mutatkozik olyan dj terdpias lehetdségek és
hatéanyagok felfedezésére, amelyek kiegészitve, vagy akar helyettesitve az antibakterialis
terapiat fel tudjak venni a harcot az ellenall6 mikrobakkal szemben.

Az ill6olajok tobb komponensbdl allg, hidrofob ndvényi kivonatok, amelyek antimikrobas
hatdsa mar régéta ismert és alkalmazott a gydgyaszatban. Illékony karakteriikb6l adéddan
inhalaci6 utjan konnyen lejutnak a légutakba, Osszetételiknek koszonhetben tobb
tamadasponton képesek a baktériumok elpusztitisara. Manapsag a betegek részérol tapasztalt
nagy érdeklddés a természetes gydgymodok és gydgynodvények irdnt fokozottan indokoltta
teszi ezen lehetdségek részletesebb megismerését a gyakorld szakemberek szamara is. Fontos
kiemelni, hogy az ill6olajok dontd tobbségének hasznalata tradicionélis felhasznalason alapul,
igy sok esetben nem rendelkeziink elegendd adattal pontos hatdsuk, adagolasuk illetve
biztonsigos alkalmazéisuk tekintetében.

Bar az ill6olajok antimikrobas hatasdnak értékelése szamos kutatds alapjat képezte az
elmult évtized sordn, a vizsgalatok a klasszikus antimikrobas vizsgalomddszerek
alkalmazasaval foként az illolaj folyékony halmazallapotban torténd vizsgalatara iranyultak.
Az ill6olajok gyogydszati alkalmazasa elsdsorban inhal4cid révén valdsul meg, amely soran a
meghatarozott hdmérsékleten képzddott gdztér illékony komponensei fejtik ki hatasukat. Ezt a
gyakorlati alkalmazist modellezi legjobban az in vitro koriilmények kozott megvaldsithatd
gbzteres (vapor phase) modszer, azonban jelenleg kevés ilyen vizsgélat all rendelkezésiinkre,
amelyekbe 1éguti baktériumokat vontak be

Az antibiotikum-rezisztencia kezelési nehézségei esetén az Uj terdpids alternativak
felkutatdsa mellett lehetdséget nydjthat a mar bizonyitottan aktiv anyagok egymassal és egyéb
szerekkel val6 kombinécidja, ezaltal az antibateridlis hataserdsségiik fokozisa. Ennek
megfeleléen az elmult évtizedekben egyre jelentdsebb az ill6olajok és komponenseik
egymassal, valamint klasszikus antimikrobds szerekkel torténd kombinéacidjanak
feltérképezése kiillonbozo patogének esetében.

2. Célkituzések

A fent emlitettek alapjan kutatasunk célja volt:

* Néhany kereskedelmi forgalomban beszerezhetd illdolaj (kakukkfii, szegfliszeg,
fahéjkéreg, borsmenta, citronella, eukaliptusz, erdeifenyd), valamint egy
Mongoélidban honos illdolaj-tartalmi gydgynovény (Artemisia adamsii Besser)
antimikrobds hatasanak értékelése 1éguti kérokozok ellen.

* Az illéolajok és az altaluk kialakitott géztér kémiai Osszetételének meghatarozasa
GC-FID, GC-MS és sHS-SPME-GC-MS modszerekkel.

* A Kklasszikus in vitro csOhigitdis moddszer alkalmazasa mellett torekedtiink az
illéolajok  természetének leginkabb megfeleld, valamint az inhaléltatas
kortilményeit legjobban modellezd modszerekkel is tesztelni mintdinkat. Ezért



direkt bioautografias, valamint gozteres technika segitségével is vizsgaltuk
mintdink antibakterialis hat4sat.

e Célunk volt a mddszerek bizonyos mértékii 6sszevetése is annak érdekében, hogy
megallapitsuk, az adott ill6olaj folyékony allapotban kozvetleniil, vagy az illékony
komponensek altal kialakitott géztér segitségével tud hatékonyabb antibakterialis
hatast kifejteni.

e Végill az antibakteridlis hatids vizsgdlata soran hatdsos ill6olajokbdl és
komponenseikbdl — Osszeallitott kombindcidk  tesztelése  bioautografia és
checkerboard modszerekkel, fokuszalva a légutakban el6fordulé rezisztens
baktériumtorzsekre.

Eredményeink az ill6olajok terdpids felhasznalasidnak bdvithetésége mellett hiteles
informacioként szolgalhatnak a gyakorld szakemberek és betegek szamara, ezenfelill a
gyogyszerfejlesztés szempontjabol is elonyosek lehetnek a l1égiiti megbetegedés kezelésére
alkalmas 1j készitmények tervezése soran.

3. Vizsgalati anyagok és modszerek

3.1 A vizsgalatok soran alkalmazott illolajok

Vizsgilatainkba a fahéjkéreg (Cinnamomum zeylanicum Nees.), szegfliszeg (Syzygium
aromaticum (L.) Merill & Perry), kakukkfli (Thymus vulgaris L.), eukaliptusz (Eucalyptus
globulus Labill.), erdeifenyd (Pinus sylvestris L.), borsmenta (Mentha X piperita L.) és
citronella (Cymbopogon nardus (L.) Rendle) ill6olajajokat vontuk be. A mintdk az Aromax
Zrt.-t0l keriiltek beszerezésre. Az illoolajok Osszetételét és mindségiiket gazkromatografias
modszerrel hataroztuk meg.

Kutatasunk sordn egy Mongodlidban honos gyoégynovény, az Artemisia adamsii Besser
ill6olajanak vizsgalatara is lehetdségiink volt. A novényi anyag begyiijtését és azonositisat
Dr. Tserennadmid Rentsenkhand biolégus (National University of Mongolia, School of
Biology) végezte el szamunkra. A drog ill6olaj-tartalmédnak meghatarozasara vizgdz-
desztillalaciot végeztiink a VII. Magyar Gydgyszerkonyvnek megfeleléen. A mddszer sorén,
kozvetleniil a felhasznalast megel6zden apritott 25,0 g tomegli, abszolut szaraz droghoz 500
ml vizet adva, a forrdst6l szamitott 3 6ran at végeztiik a desztillalast.

3.2 Analitikai vizsgalatok
3.2.1 A gazkromatografias analizis paraméterei

Az ill6olajok gazkromatografids vizsgalatit a budapesti Semmelweis Egyetem
Farmakognoziai Intézetében Dr. Boszorményi Andrea végezte el szamunkra. A mérések soran
langionizéaciés (flame ionization detector — FID), valamint tomegspektrometrids (mass
spectrometry — MS) detektilasok torténtek. Az adatokat MSD ChemStation D.02.00.275
software (Agilent) hasznalataval értékeltiik. A kvantitativ meghatarozas soran a komponensek
retencios idejét és tomegspektrumait standardok és a NIST 2.0 konyvtar adataival
hasonlitottuk 0ssze, a szazalékos értékelést teriiletnormalizacioval végeztiik el.

A GC-MS és GC-FID elemzésének koriilményei:

[l6olajaink GC-MS és GC-FID vizsgilatanak paraméterei: Az injektalas 250°C-on tortént,
split mdédban, 1:50 split arannyal (Aromax olajok) illetve 280°C-on 0,7 mg/ml, splitless modban
(A. adamsii). Az analizist Agilent 6890N/5973N GC-MSD (Santa Clara, CA, USA)
késziilékkel, Agilent HP-5MS, Agilent SLB-5MS kapillaris kolonndkon (30 m x 250 um X 0.25



um, GC-MS), valamint Rt-B-DEXm kolonnan (30 m X 250 pm X 0.25 um; GC-FID) végeztiik.
A kolonna hémérséklete Aromax illolajok estén: 3 perces izoterm szakasz utan 60-250°C-ra
emelkedett 8°C/perc sebességgel, a végsd hOmérsékletet 1 percig tartottuk. Az oszlop
homérséklete A. adamsii ill6olaja estén: 3 perces izoterm szakasz utin 60-200°C-ra
emelkedett 8°C/perc sebességgel, amelyet 10°C/perc sebességgel emelkedd 200-250°C-os
szakasz kovetett, a végsd homérsékletet 15 percig tartottuk. Vivogaz: hélium, aramlasi
sebessége 1,0 ml/perc (37 cm/s) volt, constant flow moddban. A tOomegspektrometrids
detektalas quadrupole tomegszelektiv detektorral tortént. A langionizacidés detektor
homérséklete 240°C volt. GC-FID mérés esetén a vivogaz nitrogén volt (6,8 ml/perc).

3.2.2 Statikus gbztéranalizis szilard fazisi mikroextrakcioval (sHS-SPME)

Az eljarast a kovetkezd protokoll szerint hajtottuk végre: 10 ul illéolajat 20 ml-es,
szilikon/PTFE szeptummal lezart HS tivegbe mértiink. Az analizis sordn a minta vételezése
CTC Combi PAL (CTC Analytics AG, Zwingen, Switzerland) tipusi automata mintavevo
alkalmazasaval tortént. A minta 5 perces 40 és 100°C-on végzett inkubdlasa utdn a 65 um
filmvastagsagu StableFlex polidimetilsziloxan/divinil-benzol (PDMS/DVB) SPME szalat
(Supelco, Bellefonte, PA, USA) a minta gozterébe juttattuk, majd az extrakciét 20 percig
végeztiik 40°C-on és 100°C-on. Ezutdn az SPME szalat a gazkromatograf injektoraba vittiik
at, ahol a deszorpcié 250°C-on tortént, 1 percig. Az injektalast split moédban kiviteleztiik, 1:30
ardannyal. Végiil a szalat nagy tisztasdgu nitrogén gazban 250°C-on 15 percig tisztitottuk és
kondicionéltuk. Az A. adamsii illéolajminta esetén SPME analizist nem végeztiink.

3.3 ll6olajok antibakteralis hatasanak vizsgalata
3.3.1 A vizsgalt mikroorganizmusok attekintése

Kutatasainkba els0sorban olyan humén patogén mikroorganizmusokat vontunk be, amelyek a
légutakat érinté korképek kialakuldsaban jatszanak fontos szerepet. Ezen feliil két
antibiotikum-rezisztens torzzsel is dolgoztunk, amelyek elsOsorban az immunszupresszalt
betegek korében kiemelt jelentdségiiek. Klinikai mintdkbdl izolalt torzsek: meticillin-
rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA, 4262) multirezisztens Pseudomonas aeruginosa
(R-P. aeruginosa, 34205) és Streptococcus pyogenes (116). Ezenfeliill a német és amerikai
torzsgylijteménybdl P. aeruginosa (ATCC 27853), S. pneumoniae (DSM 20566), S. mutans
(DSM 20533), Haemophilus influenzae (DSM 4690), H. parainfluenzae (DSM 8978),
Moraxella catarrhalis (DSM 9143) torzseket hasznaltunk fel kisérleteinkben.

3.3.2 Tesztbaktériumok antibiotikum érzékenységének meghatarozisa

A mikroorganizmusok antibiotikum érzékenységének meghatarozasara Kirby-Bauer
korongdiffiziés modszert alkalmaztuk CLSI és a Manual of Clinical Microbiology altal leirt
kovetelményeknek megfeleléen. A korongok felhelyezése utin 15 percen beliil a Petri-
csészéket 35+2°C-on inkubaltuk 16-18 6rdn at, majd lathaté fényben értékeltiik a kialakult
gétlasi zonakat. A kovetkezo antibiotikumokkal szembeni érzékenységet vizsgaltuk: amikacin
amoxicillin/klavulansav, ceftazidim, cefepim, ciprofloxacin, eritromicin, gentamicin,
imipenem, kolisztin, levofloxacin, meropenem, oxacillin, penicillin, piperacillin/tazobaktim,
trimetoprim/szulfametoxazol, tobramicin, vankomicin (OXOID Ltd.).

3.3.3 Az antibakterialis hatas in vitro vizsgalomodszerei



A csohigitas, direkt bioautogrifia, valamint a goztéranalizis modszerét alkalmaztuk
ill6olajaink antimikrobds hatasanak értékelésére. Az eldébbi két mddszer foként az illdolajok
folyékony allapotban valé vizsgalatara, mig a gozteres vizsgiltok soran az illékony
komponensek mikroorganizmusok novekedésére gyakorolt gatlé hatasat értékeltiik.
Eredményeinket a csohigitds és bioautografia esetén a terapidban is alkalmazott antimikrobas
szerek hatdsaval vetettiik Ossze. Az A. adamsii illdolajat a rendelkezésre allo korlatozott
mintamennyiség miatt csak a direkt bioautografia modszerével volt lehetdségiink vizsgalni.

3.3.3.1 Direkt bioautografias vizsgalatok

Az A. adamsii illbolajdnak antimikrobds hatdsat a komponensek elvélasztiasiat kovetden
valamint azok elvalasztasa nélkiill is értékeltiik. A rétegek elOkészitése az illdolaj
Osszhatasanak értékeléséhez a kovetkezdk szerint tortént: abszolit etanollal (Molar Chemicals
Ltd., Halasztelek) 200 pl/ml-es torzsoldatot készitettiink, amelynek 3 és 5 pl-ét szilikagél
rétegre (Merck TLC Silica gel 60 Fps4. 5 x 10 cm) vittiik fel. Kontrollként vankomicin 1
mg/ml-es torzsoldatanak 4 pl-e keriilt felhasznéalasra. A komponensek aktivitasanak értékelése
az alabbiak szerint valosult meg: az illoolaj torzsoldatanak 1, 3 és 5 pl-ét pontban 10 x 10 cm-
es szilikagél rétegre vittiikk fel tivegkapillaris (Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Germany) segitségével. A rétegen az 1,8-cineol €s tujon standard (Sigma Aldrich
Ltd.) 10 pul/ml-es oldatanak 2 pl-ét is alkalmaztuk. A kifejlesztés szobahémérsékleten (23°C),
telitett gbzterli kromatografias kamrdban (CAMAG, Muttenz, Switzerland) toluol és etil-
acetat 93:7 (v/v) aranyu elegyével tortént.

Aromax olajok esetén a hatds értékelése kromatografias elvalasztids nélkiil valosult meg a
kovetkezd paraméterekkel: az ill6olajok 5-10-20-30 mg/ml-es abszolit etanollal késziilt
oldatanak 5 pl-ét tivegkapillaris segitségével szilikagél rétegre (5 x 10 cm) vittiik fel. A
referenciaként alkalmazott antibiotikumokbdl (vankomicin, polimixin B, ciprofloxacin) steril
desztillalt viz felhasznalasaval 0,25-0,5 mg/ml-es torzsoldatokat készitettiink, amelyekbdl 1 pl
keriilt felvitelre. Az oldészer aktivitdsdnak kizarasa érdekében kontrollként 5 pl abszolut
etanolt alkalmaztunk.

Bioautogrdfids folyamatok kivitelezése:

Els6ként a folyékony taptalajba oltott baktérium-szuszpenzié csiraszam beéllitasa (~ 4 x 10’
CFU/ml) tortént optikai denzitdsmérés alapjan (600 nm-en 0,4-hez kozelitd értékre). Ezutan
az elokészitett rétegeket 10 masodpercig a szuszpenzidba meritettiikk, majd parakamriban
(20x14,5%5 cm) 37°C-on 17 6ran at inkubaltuk. A detektalashoz MTT festéket [3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromid, Sigma Aldrich Ltd., Budapest]
alkalmaztunk, amelyet djabb 2 6ras inkubdlas kovetett. Az értékelést ezt kovetden lathatd
fényben végeztiik. A gatlasi zondk atméroit Motic Images Plus 2.0 programmal értékeltiik ki.
Minden esetben harom parhuzamos vizsgalatot végeztiink.

3.3.3.2 A csOhigitas modszere

Az Aromax olajai és folyékony Miiller-Hinton (MHA) taptalaj segitségével 50 pl/ml-es kezdd
koncentraciobdl kiindulva felez6 modszerrel higitisi sorozatot készitettiink 0,0075 pl/ml
végkoncentracio eléréséig. A kisérlet megkezdését megel6zden minden ill6olajat Millex-GV
filteren szlrtiink 4t (filter unit: 0,22 um, Millipore, Ireland). Az ill6olaj homogén eloszlasanak
érdekében 10%-os Tween 80 oldat (Reanal Kft., Budapest) 20 pl-ét adagoltuk a higités
megkezdése eldtt a kezdé koncentracidhoz. Moraxella catarrhalis esetén a Tween 80 helyett
frissen desztillalt dimetil-szulfoxid (DMSO, Reanal Kft.,, Budapest) 10%-os oldatat
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hasznéltuk fel a poliszorbattal megegyezé médon. A higitast kovetéen minden cséhoz 4 x 107
CFU/ml csiraszamu baktérium-szuszpenzié 10 pl-ét adtuk, majd homogenizaltuk a csovek
tartalmat. Negativ kontrollként kezeletlen, valamint 20 pl szolubilizdlé szert tartalmazé
taptalajt hasznaltunk. H. influenzae és H. parainfluenzae esetén a mikrobak novekedéséhez
sziikséges faktorokat (X és V faktor, Bacto Supplement B, DIFCO, USA) 15 pg/ml-es
koncentracioban a taptalajhoz adtuk.

A referencia antibiotikumok aktivitdsanak tesztelése hasonld elrendezéssel valosult meg,
100 pg/ml-es koncentraciobol kiindulva. Ebben az esetben szolubilizdlé szert nem
alkalmaztunk, kontrollként baktériummal beoltott kezeletlen taptalajt hasznaltunk.
Osszehasonlitas céljabol vankomicin, gentamicin, imipenem amoxicillin/klavuldnsav és
amikacin antibiotikumokat alkalmaztunk.

A csoveket alapos homogenizalast kovetden 24 6ran keresztiil 37°C-on inkubaltuk, majd
10 pl-t djabb alapos kevertetést kovetden a mikroorganizmusnak megfeleld szilard taptalaj
felszinére szélesztettiik. A tiptalajokat ezutdn Gjabb 48 6ran at ismét 37°C-os inkubalasnak
vetettiik ald. Ezt kovetfen keriilt meghatarozasra az adott minta mikroorganizmussal
szembeni minimalis gatld6 (MIC), valamint minimélis baktericid koncentracidja (MBC).
Minden esetben hdrom parhuzamos vizsgalatot végeztiink.

3.3.3.3 A vapor phase technika paraméterei

Vizsgilataink Kloucek és munkatarsai (2012) altal koribban bemutatott vapor phase
technikadn alapultak. Eltérés, hogy tdptalajt nem ontottiink a goztér kifejlesztése hasznalt
négyosztatd 90 mm atmérdjii Petri-csésze tetejébe (VWR, Debrecen). Minden rekeszbe 5 ml-
nyi megfeleld tiptalaj keriilt (MHA téaptalaj, 5%-os birka véres agar, csokoladé agar),
amelynek felszinére a baktériumok 10° CFU/ml csiraszami szuszpenzidjanak 20 pl-e keriilt
elszélesztésre. Kiemelendd, hogy egy vizsgélat soran egyszerre harom kiilonb6z6 mikrobat
vizsgaltunk, ennek megfeleloen a Petri-csésze negyedik osztatat kezeletlen kontrollként, a
kontaminacié ellendrzése céljabol, szabadon hagytuk. Abszolit etanolban higitva az adott
ill6olajbol torzsoldatot (0,5-195 pl/ml) készitettiink, amelybdl 500 pl-t 84 mm atmérdji
szlirdpapirkorongra (Albet-Hahnemiihle, Germany) vittiink fel. Az olddszert ezutan fél percig
szobahOmérsékleten elparologtattuk, majd a korongot a Petri-csésze rekeszeinek osztatara
helyeztiik. Ill6olajaink igy kozvetleniil a taptalaj felszinével nem keriiltek kapcsolatba, a
légtérbe parolgé komponenseik hatdsat modelleztiik. A Petri-csészéket parafilmmel (Sigma
Aldrich Ltd., Budapest) zartuk le, majd 37°C-on 48 6ras inkubalast kovetéen meghataroztuk a
MIC értékeket.

3.4 Illéolajok és illo6 komponenseik kolcsonhatasanak vizsgalata

Az illoolajok és komponenseik kombinacidjanak vizsgalatdhoz a checkerboard, valamint a
direkt bioautografia médszerét alkalmaztuk. A kisérletet az aktibakterialis hatas tesztelésénél
kapott eredmények tiikrében a fahéjkéreg, a szegfliszeg, a kakukkfii, a citronella, a borsmenta
ill6olaja, valamint flkomponenseik a transz-fahéjaldehid, az eugenol, a timol, a mentol, a
geraniol, a citronellal és a citrdl (geranidl és nerdl keveréke) (Sigma Aldrich Kft.)
kombinacidival végeztiikk. A vizsgéltokba bevont torzsek: MRSA (4262), R-P. aeruginosa
(34205), valamint P. aeruginosa (ATCC 27853) voltak.

3.4.1 A direkt bioautografias mddszer vizsgalati koriilményei



A vizsgalatok sordn elsOként az adott mikroorganizmus esetén antibakterialis hatassal
rendelkezé komponensek kimutatdsat, majd azok minimalis detektidlhaté dozisanak (MDD)
meghatarozasat végeztiik el.

3.4.1.1 Mikrobioldgiailag aktiv komponensek meghatarozasa

Az adott ill6éolaj 100 pl-ének 500 pl abszolut etanollal késziilt torzsoldatabol, valamint a
fokomponensek 40 mg/ml-es oldatabol 0,6 ul-t 20 x 10 cm-es szilikagél rétegre vittiink fel
automata pipetta segitségével (Finnpipette, Thermo Fisher) 2 parhuzamos vizsgélatban.. A
rétegeket telitett gdzterii kromatografidas kamraban fejlesztettiik ki 8 cm-es fronttavolsagig.
Mobilfazisként fahéjolaj kivételével minden esetben a toluol és etil-acetat 93:7 (v/v%) ardnyu
elegyét hasznaltuk. Fahéjolaj esetén a mozg6fazis etanollal stabilizalt metilén-klorid volt
(Molar Chamicals Kft.). Az elvdlasztist, valamint az ezt kovetd olddszer elparologtatasit
szobahOmérsékleten (22°C) végeztiik.

A rétegekkel ezutan a 3.3.3.1. fejezetben leirt bioautografias folyamatokat hajtottuk végre,
a festés eldtti inkubdcids 1dot 4 6rara csokkentve.

3.4.1.2 Minimalis detektalhat6 d6zis meghatarozasa

abszolit etanollal késziilt torzsoldatainak 0,2-0,4-0,6-0,8-1,0-1,2-1,5 pl-es mennyiségét
szilikagél rétegre vittikk fel, amelyekkel ezutdn a 3.4.1.1. fejezetben emlitett bioautografias
folyamatokat hajtottuk végre.

3.4.1.3 A kolcsonhatast vizsgalo modszer paraméterei

Az elbzetes vizsgéltok alapjan MRSA esetén az eugenol-mentol, fransz-fahéjaldehid-mentol,
timol-mentol, geraniol-timol, P. aeruginosa esetén az eugenol-mentol, transz-fahéjaldehid-
mentol, timol-mentol, geraniol-timol, citrdl-timol, citronellal-timol, citronellal-citral, citral-
geraniol, citronellal-geraniol kombinécidk vizsgédlatara keriilt sor. R-P. aeruginosa-val
szemben a transz-fahéjaldehid-timol, eugenol-timol, transz-fahéjaldehid-eugenol kombinacioi
keriiltek tesztelésre. A mintafelvitelek utdn a 3.4.1.1. fejezetben emlitett bioautografias
eljarasnak megfelelden kezeltik a rétegeket. Minden esetben 4 parhuzamos vizsgalatot
végeztiink. A gatlasi zonak atmérdit Motic Images Plus 2.0 programmal értékeltiik ki.

3.4.2. Statisztikai analizis

A direkt bioautografias kolcsonhatas vizsgéalatok eredményeinek statisztikai analizisét R
Studio 1.1.383 (R verzidszam: 3.4.3) program Mann-Whitney-Wilcoxon tesztje segitségével
végeztikk el. A vizsgélatok célja a kombinacidk eredményességének detektilasa, vagyis az
0nallé (nem kombinalt) komponensek gatlasi zonaitol (ZOI) vald pozitiv eltérés kimutatasa
volt. Az elemzés soran a nullhipotézis Ho:Ukombingciszor- Mkomponenszoi=0, az alternativ hipotézis
Hi: Ukombinaciszo1~ Mkomponenszor>0 volLt.

3.4.3 A checkerboard modszer vizsgalati koriilményei
3.4.3.1. MIC értékek meghatarozasa

A fahéjolajjal, a szegfiiszegolajjal, a citronellaolajjal, a borsmentaolajjal és a kakukkftiolajjal

valamint ezek fokomponenseivel késziilt kombinaciokat checkerboard modszerrel teszteltiik
P. aeruginosa (ATCC 27853) ellen. A vizsgilatok a Szegedi Tudoméanyegyetem,
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Természettudomanyi és Informatikai Kar, Mikrobiol6giai Tanszékével egyiittmiikodésben
torténtek. Rezisztens human patogén baktériumtorzsekkel ebben a tesztrendszerben nem volt
lehetdségiink kisérletek elvégzésére. ElsOként az adott komponens, illetve illéolaj MIC
értékének meghatarozasat végeztiik el. A vizsgalati anyagok koncentracié-tartomanya 100-0,1
100 pl mennyiségli vizsgalati mintat tartalmazé tapkozegekhez, a tenyészeteket 24 6ran at
inkubéltuk 37°C-on. A mérések 96 cellas steril, polisztirol mikrotiter lemezekben (VWR
International Kft.) torténtek. Az ill6 komponenseket nem tartalmazé sejtszuszpenzids tapoldat
pozitiv kontrollként, a sejtmentes tapoldat negativ kontrollként szolgalt. Ezt kdvetden 600
nm-en mértik a mintdk abszorbancidjat mikrotiterlap olvaséval (SPECTROstar Nano
Microplate reader, BMG Labtech). Azt a koncentraciét tekintettik MIC értéknek, ahol a
pozitiv kontroll abszorbancidjdhoz képest 10%-ra csokkent értékeket mértiink. A vizsgélatok
2 parhuzamos elrendezés szerint torténtek.

3.4.3.2. A checkerboard mérés paraméterei

A mérések 3 parhuzamosban torténtek 96 cellas steril, polisztirol mikrotiter lemezekben,
mintahelyenként 200 ul végtérfogatban. Egy mintahely 50-50 pl MHA tipoldatban
vizsgdlandé anyagot valamint 100 pl 10°/ml sejtszimii szuszpenzidt tartalmazott. A
tesztekhez az ill6olajok és komponenseik torzsoldataibdl felezd higitasi sort készitettiink 1%-
os Tween 40 oldat (Sigma Aldrich Kft.) és MHA taptalaj segitségével 2 x MIC, MIC, MIC/2,
MIC/4 és MIC/8 koncentraciokban. A mikrotiter lemezen a hatéanyagok kombinécidja
ellentétes iranyban csokkend koncentraciok szerint valosult meg. A lemez elkészitése utan 24
ords inkubécié kovetkezett 37°C-on. Ezt kovetden az abszorbanciaértékeket 600 nm-en
mértilk mikrotiterlap olvasoval. Kontrollként ill6 komponenst nem tartalmazé baktérium
szuszpenzitt, valamint sejtmentes taptalajt alkalmaztunk. Egy kombinaciét egy lemezen 4
parhuzamos mérésben vizsgaltunk. A két hatdéanyag kozotti kolcsonhatds tipusanak
megallapitasdhoz frakcionélis gatlé koncentracié indexet (FICI) szamitottunk ki. Amennyiben
a FICI <0,5 a két szer kozotti kolcsonhatast szinergistanak, 0,5<FICI<1 kozotti érték esetén
additivnak, FICI>4 esetén antagonistanak tekintettiik. Ha a FICI 1 és 4 kozé esO érték, a
komponesek kozott nem volt kdlcsonhatas kimutathato.

4. Eredmények és kovetkeztetések

4.1 Az Artemisia adamsii illoolaj-tartalmanak meghatarozasa

A drogbdl desztillalt ill6olaj mennyisége 0,56 ml volt 100 g abszolit szaraz drogra
vonatkoztatva. Az ill6olaj jellegzetes tirmos illatd és halvanysarga szinti volt eltéréen a
nemzetség mas tagjaiétdl. Ezért feltételeztiik, hogy a drog nem tartalmaz proazulén-
szarmazékokat, amelyet a késObbi gazkromatografias vizsgalatok is megerdsitettek.

4.2 Az analitikai vizsgalatok eredményei
4.2.1 A GC-FID és GC-MS analizis eredményei

Az A. adamsii illoolajdnak vizsgdlata:

Az ill6olaj f6 komponense az oa-tujon (64,4%) volt. Ezen feliil kisebb mennyiségben 1,8-
cineol (15,2%), p-tujon (7,1%), p-cimol (1,5%), linalool (0,4%), terpinén-4-ol (1,5%) és
spatulenol (1,8%) jelenlétét sikeriilt kimutatni.



Ellentétben korabbi publikaciokkal, esetiinkben a limonén komponens nem volt
detektalhat6 az illdolajban, amely vélhetden a gyogyndvény begylijtési helyének eltéréseibol
adddhatott.

Az Aromax illéolajok vizsgdlata:
Mindegyik ill6olaj esetében a komponensek tobb mint 96%-4t sikeriilt azonositanunk. A
fahéjkéreg ill6olajaban a f6 komponens a tranmsz-fahéjaldehid volt (74%), kisebb
mennyiségben (1,4-5,3%) eugenol, limonén, 1,8-cineol, fahéj-acetat és linalool komponensek
fordultak eld. A citronella esetén a citronellal (36,2%) volt kimutathatd, mint {6 komponens,
azonban nagyobb mennyiségben (13,6-25,3%) citronellol és geraniol is megtalalhaté volt az
ill6olajban. A szegfliszeg olajanak eugenol komponense 88,6%-ban, mig az eukaliptusz
olajaban az 1,8-cineol (= eukaliptol) 84,8%-ban volt jelen. Korabbi irodalmakhoz képest kis
eltérés mutatkozott eukaliptusz mintidnk a-pinén és p-cimol tartalmaban. A borsmenta
illéolaja  50,4%-ban mentolt tartalmazott f6 komponensként. Mintank izomentol
komponensének mennyisége (4,3%) meghaladta az irodalomban megadott hatarértékeket
(0,2-1,2%). Az erdeifenyd olajban a-pinént azonositottuk f6 komponensként (39,4%),
azonban kamfén-, és limonén-tartalméara vonatkozdan jelentds eltéréseket tapasztaltunk a
koréabbi publikicidok eredményeihez képest.

A kakukkfii ill6olajaban a timol volt kimutathat6 a legnagyobb mennyiségben (46,3%). Az
ill6olaj linalool és p-cimol Osszetevdje nagyobb szazalékban, mig karvakrol és y-terpinén
alkotodja a korabban kozolt irodalmi adatokhoz képes kisebb mennyiségben volt jelen.

4.2.2 Az sHS-SPME-GC-MS eredményei

A vizsgalat sordn a mintdk analizise 40°C-on és 100°C-on valdsult meg. A 40°C-os
inkubaciés homérsékletet azért alkalmaztuk, mivel a mikrobiologiai gdzteres vizsgalatokban
is ezt megkozelitd paramétert hasznaltunk (37°C).

Fahéjolaj esetén 40°C-on és 100°C-on egyarant az ill6olaj f6 komponense, a fahéjaldehid
(45,9-52,1%) dominalt a goéztérben. Ezenfelil 5% feletti mennyiségben, 40°C-os
inkubélasnal, a 1égtérben p-cimol, a-pinén, 1,8-cineol, limonén, linalool és f-kariofillén volt
kimutathat6. Fahéj-acetatot csak kis mennyiségben (1,9% és 3%) detektdltunk a gdéztérben
mindkét hdmérsékleten.

A citronellaolajban a citronellal (40,0-42,3%) mellett 10% feletti mennyiségben limonén és
nerol volt kimutathaté 40°C-on. Citronellol komponens hasonlé ardnyban egyediil a 100°C-on
torténd inkubacié esetén volt jellemzd. A GC-FID-del kimutatott geraniol komponens a
gbztéranalizis sordn csak igen kis mennyiségben volt kimutathat6 (0,8% és 0,9%). 1-3%-ban
szeszkviterpén komponensek (f-elemén, f-muurolén, f-kadinén) is jelen voltak a géztérben
mindkét hdmérsékleten.

Az eukaliptuszolaj esetén 40°C-on és 100°C-on is az 1,8-cineol (91,0% ¢és 91,7%) valamint
kisebb szazalékban (3,6% és 4,4%) a y-terpinén dominalt.

A szegfliszeg illoolajaban az analizis sordn, hasonléan a GC-FID eredményeihez, ugy
talaltuk, hogy mindkét homérsékleten az eugenol, a f-kariofillén és az a-humulén volt jelen
nagyobb mennyiségben. A komponensek ardnya a két homérséklet esetén kozel azonosnak
tekinthetd.

Az erdeifenyd olajdban, 40°C-on tortént inkubécié esetén, az a- és f-pinén mellett
elsdsorban limonén és J-3-karén volt kimutathaté 10% feletti mennyiségben.

A kakukkfiiolaj vizsgélatandl a timolon kiviil a p-cimol jelenléte hatirozta meg a goztér
osszetételét. Emellett kiemelendd az 1,8-cineol, linalool és y-terpinén 3%-ban, illetve 6%-ban
valo jelenléte is.



Borsmentaolaj esetén a mentol (27,2% és 33,2%) és szarmazékai mellett az 1,8-cineolt
azonositottuk jelentds mennyiségben (16,4% és 17,4%).

Megéllapithaté, hogy az sHS-SPME-GC-MS analizis soran a GC-FID vizsgalattal
egybevagd eredményeketkaptunk az illolajok f6 komponenseinek eléfordulasa tekintetében.
Ennek ellenére meg kell jegyezniink, hogy szamos esetben a langionizacids detektalas sordn
nagyobb szazalékban azonositott komponensek nem fordultak eld 1% feletti mennyiségben a
vizsgélt illoolajok altal kialakitott gézterekben, illetve kisebb eltérések mutatkoztak a 40°C-
on és 100°C-on tortént inkubaciok esetében. A kiilonbségek abbol adddhatnak, hogy
kiillonbozé hoémérsékleten az egyes illdolaj-komponensek eltérd forraspontiak és
illékonysaguak.

4.3 Tesztbaktériumok antibiotikum érzékenységének értékelése

A korongdiffuzids vizsgéalatok célja volt, hogy az antimikrobés tesztek soran megfeleld
antibiotikum keriiljon kivalasztasra, amellyel 6sszehasonlithatjuk illdolajaink aktivitasat. A
vizsgilatok segitségével ezen felill meghataroztuk a betegbdl izolalt torzsek klasszikus
Ennek megfeleléen MRSA esetén a vankomicint és gentamicint, Haemophilus torzsek
esetén az amikacint, Streptococcusok és M. catarrhalis ellen az imipenemet valasztottuk ki. A
Pseudomonas torzsek ellen a Polimixin B, ciprofloxacin és gentamicin mellett dontottiink.

4.4 Az illéolajok antibakterialis hatasanak értékelése
4.4.1 Direkt bioautografiis vizsgalatok

Az A. adamsii illoolajdanak bioautogrdfids vizsgdlata:

Az illéolaj magas o-tujon-tartalma valdsziniileg nem tenné lehetdvé annak jelentds
mellékhatasok nélkiili inhalacios alkalmazasat, azonban mindenképpen érdemesnek tartottuk
hatasat feltérképezni MRS A esetén, amely korhazi kornyezetben gyakran el6fordul.

Az 0sszilloolaj abszolit etanollal késziilt higitasa gitl hatast mutatott MRSA esetén. A 3
és 5 ul torzsoldat (0,558 mg és 0,903 mg higitatlan ill6olaj) altal kialakitott gatlasi zonak
atmérdje 4,5 mm illetve 5,5 mm volt. A rétegre felvitt 0,004 mg vankomicin esetén 7 mm-es
gatlasi zonat detektaltunk. Ebbdl kovetkezik, hogy illdolajunkbdl nagyobb mennyiségre lenne
sziikség az antibiotikumhoz megko6zelitdleg azonos hatas elérése érdekében.

Az 1ill6olaj egymastdl vékonyréteg-kromatografids eljarassal elkiilonitett Osszetevdinek
aktivitdsanak vizsgalata esetén azt tapasztaltuk, hogy gatlasi z6nit a 0,15-0,45 kozotti
retencios értékkel rendelkezd terpén-alkohol komponensek mutattak. Ebbdl kovetkezden nem
az ill6olaj f6 komponense (a-tujon) és a GC vizsgélat szerint 15,2%-ban jelen 1év0 1,8-cineol
tehetOk feleldssé az antibakteridlis hatas kivaltasaért. Feltételezésiinket igazolta, hogy a felvitt
tujon illetve 1,8-cineol standard esetén fehér gatlasi zona nem volt észlelhetd. Ennek
megfeleléen valoszintsitjiilk, hogy MRSA esetén az antibakteridlis hatas foként az illdolaj
minor vegyiileteihez kotheto.

Antibiotikum hatidsaval Osszevetve az ill6olaj ugyan kevésbé mutatkozott aktivnak,
azonban feliileti fertotlenitoként eredményesen alkalmazhaté szer lehet. Ennek igazolaséra,
valamint a hatasos koncentracié meghatarozasara tovabbi kutatasok sziikségesek.

Az Aromax illéolajok bioautogrdfids vizsgdlata:

A kereskedelmi forgalomban kaphat6 illdolajaink bioautografids vizsgalata fOként az el nem
valasztott ill6olajok antibakteridlis vizsgalatara iranyultak. Ill6olajaink aktivitisit MRSA, R-
P. aeruginosa és kevésbé rezisztens P. aeruginosa esetén vizsgaltuk meg.



MRSA esetén a szegfiiszeg ill6olaja eredményezte a legnagyobb gitlast (9,5 mm), amelyet
aktivitasban az eukaliptusz, a kakukkfli és fahé;j ill6olaja kovetett. Borsmenta és citronella
illolaj esetén kisebb antibakteridlis hatas (4,4-4,8 mm) csak a magasabb koncentraciok
alkalmazéasa esetén volt megfigyelhetd. Ezzel szemben az erdeifenyd illdolaja még magasabb
koncentraci6 esetén sem mutatott gatlast a baktériummal szemben.

R-P. aeruginosa-val végezve vizsgilatokat a fahéj illdolajat talaltuk a legjobbnak, a
kakukkfli és szegfliszeg olaja esetén egyenértékii hatast (6,3 mm) figyeltiink meg. A tobbi
ill6olaj esetén eredményes gatlas nem volt kimutathat6 a baktériummal szemben. A kevésbé
rezisztens P. aeruginosa torzset vizsgilva az elozd esetben leirtakhoz hasonléan a fahéj
ill6olaja volt a legerésebb antibakteridlis hatasu (9,3 mm). A szegfliszeg és kakukkfli olaja
ugyancsak jelentds gatlast mutatott (7,3-8,0 mm). Az erdeifenyd olaja esetén egyediil a P.
aeruginosa-val szemben detektaltunk nagyon alacsony aktivitast (3,8 mm). Ez esetben a
borsmenta és citronella ill6olaja hasonl6 aktivitast mutatott, az eukaliptusz ill6olaj azonban
nem eredményezett gatlast még a magasabb koncentraciokban sem. Fontos megemliteni, hogy
a vizsgalatok soran oldoszer-kontrollként alkalmazott abszolit etanol egyetlen esetben sem
mutatott aktivitdst igy igazolhatd, hogy mintdink antibakteridlis hatasaért az illdolajok
komponensei tehetdk felelossé.

Pozitiv kontrollként antibiotikumokat hasznaltunk, MRSA esetén vankomicint,
Pseudomonas torzseknél ciprofloxacint és polimixin B-t. MRSA vizsgalatakor 0,25 pg
vankomicint hasznalva 3,8 mm, 0,5 ug ciprofloxacint alkalmazva P. aeruginosa-nal 7 mm
atméroji gitlast detektaltunk. A ciprofloxacin virakozasainknak megfeleléen nem volt aktiv
R-P. aeruginosa ellen. Polimixin B tekintetében megfigyeltiik, hogy tesztrendszeriinkben az
antibiotikum csupan 2 mme-es gatlast eredményezett. Ez esetben a gatlasi zona mérete nem
valtozott a koncentrdcié emelésével, igy feltételezziik, hogy valamilyen kiils6 koriilmény
miatt az elégtelen diffuzionak kdszonhetden nem tudta kifejteni kell6 hatasat az antibiotikum.

Ill6olajaink tekintetében kiemelendd, hogy mindegyik aktivnak bizonyult legaldbb egy
altalunk vizsgalt torzzsel szemben, azonban aktivitasuk jelentos kiillonbséget mutatott. MRSA
esetén a szegfiiszeg ill6olaja, mig Pseudomonas torzsek esetén a fahéj illéolaja bizonyult a
legaktivabbnak. Mintaink alacsonyabb hatékonysagunak bizonyultak a vizsgalt referencia
antibiotikumokhoz képest, azonban aktivitisuk hasonloképpen a terdpidban alkalmazott
szerekhez, koncentriciotdl valo fliggést mutatott.

4.4.2 A csOhigitas modszerének eredményei

S. pyogenes-szel szemben leghatiasosabbnak a szegfiiszeg ill6olaja mutatkozott (MIC: 0,1
mg/ml), amelyet aktivitdsban a citronella és borsmenta ill6olaja kovetett (MIC: 0,17 mg/ml és
0,35 mg/ml). Kozel azonos aktivitasunak taldltuk a fahéjkéreg €s kakukkfli olajat. Az
eukaliptusz és erdeifenyd ill6olaja nagyobb mennyiségben bizonyult aktivnak S. pyogenes
ellen. A S. pneumoniae esetén a citronella és fahéjkéreg olaja kisebb koncentraciéban gatld
hatést fejtett ki (MIC: 0,06-0,09 mg/ml). A kakukkfii-, a szegfiiszeg- és a borsmentaolajok
MIC: 0,11-0,35 mg/ml tartomdnyban bizonyultak aktivnak. Az eukaliptuszolajbdl a
fahéjkéregolajhoz képest tobb mint hiszszoros mennyiségre volt sziikségiink az eredményes
gatlas eléréséhez.

A kakukkfii ill6olajat a Streptococcus-ok koziil a S. mutans-szal szemben értékeltiik a
legaktivabbnak. A baktériummal szemben a fahéjkéreg, a citronella, a szegfliszeg is
antibakterialis hatdstinak bizonyult (MIC: 0,17-0,41 mg/ml). Erdeifenyé esetén csak
magasabb koncentracidban tapasztaltunk antibakteridlis hatast. Haemophilus torzseknél a
fahéjkéreg illolaja volt a leghatékonyabb (MIC: 0,06 mg/ml). Kiemelendd, hogy mind a H.
influenzae mind a H. parainfluenzae torzsek esetén a kakukkfii, a szegfliszeg és a borsmenta
ill6olaja antimikrobas aktivitisban nem mutatott kiilonbséget. Ezzel szemben a citronella és
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eukaliptusz ill6olajok H. parainfluenzae ellen hatékonyabbnak bizonyultak. Az erdeifenyd
illéolaja Gram-negativ baktériumaink koziil egyediill a H. parainfluenzae-vel és M.
catarrhalis-szal szemben mutatott jelentOsebb aktivitast (MIC: 0,34 mg/ml).

P. aeruginosa esetén magasabb ill6olaj-koncentraciét alkalmazva a kakukkfii, a
szegfliszeg €s az eukaliptusz esetén szintén eredményes antibakterialis hatast detektaltunk. A
borsmenta, a citronella és erdeifenyd ill6olaja még nagyobb mennyiségben is csak
bakteriosztatikus hatéast fejtett ki erre a baktériumra.

MRSA-val szemben a borsmenta és erdeifenyd olajanak kivételével minden ill6olaj
aktivnak mutatkozott, amelyek koziil legalacsonyabb MIC értékével (0,1 mg/ml) a szegfliszeg
emelkedett ki.

R-P. aeruginosa esetén a fahéjkéreg illoolajat talaltuk leghatékonyabbnak, a tobbi illdolaj
csupan bakteriosztatikus hatassal rendelkezett. A cso6higitds soran negativ kontrollként
alkalmazott szolubilizaloszert, valamint ill6olajjal nem kezelt tiptalajt tartalmaz6 csd esetén
sem tapasztaltunk gatl6 hatast az adott baktérium novekedésére.

Referencia antibiotikumokkal Osszehasonlitva elmondhatd, hogy ill6olaj mintdinkbdl az
azonos hatés eléréséhez sokkal nagyobb mennyiségre lenne sziikség, ennek megfeleléen nem
bizonyultak hatékonyabbnak a klasszikus terdpias szerekhez képest. Eredményességiik
azonban semmiképpen sem hanyagolhaté el, fOként a rezisztencidval rendelkezd
mikroorganizmusok esetén, tekintettel arra, hogy velilk szemben komplex Osszetételiikknek €s
feltételezhetéen tobb tadmadaspontd hatdsmechanizmusuknak koszonhetden nehezebben
alakul ki rezisztencia.

4.4.3 A vapor phase technika eredményei

A glOzteres vizsgalatok sordn a mikroorganizmusok novekedését egyediil az illékony
komponensek altal kialakitott géztér befolyasolta. A kontrollként alkalmazott szlrdpapir és
oldészer nem befolyasolta a baktériumok szaporodisat. A 48 Ords inkubéacids periddust
kovetden az Aromax illdolajok aktivitisanak értékelésére meghataroztuk azt a legkisebb gatld
koncentraciot (MIC: ul/1), amely szabad szemmel vizsgilva teljes mértékben képes volt
meggéatolni az adott baktérium novekedését.

MRSA esetén a bioautografias és csohigitasos eredményeinkkel ellentétben a fahéjkéreg
ill6olaja altal kialakitott géztér mutatkozott a legeredményesebbnek (MIC: 31,25 pul/l).
Szintén jelentds hatast sikeriilt elérniink a kakukkfi és szegfliszeg olajait magasabb
koncentraciokban alkalmazva. MRSA ellen a borsmenta és citronella olajat azonos mértékben
talaltuk aktivnak (MIC: 375 pl/l), mig az eukaliptusz-, és az erdeifenyd olaj a legmagasabb
koncentracioban sem eredményezett teljes gatlast.

Multirezisztens P. aeruginosa-val szemben egyediil a fahéjkéregolaj magas koncentricidja
mutatkozott hatékonynak (MIC: 125 pl/l), amely megfigyelésiink egybecseng a cs6higitas
soran tapasztaltakkal. Ezzel szemben az antibiotikumokra érzékeny P. aeruginosa esetén a
fahéjkéreg és a kakukkfii olajanak aktivitisa kozott nem tapasztaltunk kiilonbséget (MIC:
31,25 ul/l). A bioautografias és csOhigitisos tapasztalatokkal ellentétben a szegfliszeg,
eukaliptusz és borsmenta olaja nem mutatott jelentds antibakterialis hatast a baktériummal
szemben.

A Streptococcus torzsek ellen a fahéjkéregolajat talaltuk a legaktivabbnak, legmagasabb
MIC értékeket a S. mutans-szal szemben detektaltunk, amely j6l bizonyitja a baktérium erds
ellenalld képességét. Szegfiiszeg esetén csak nagyobb mennyiség (MIC: 150-500 pl/l)
alkalmazasanal tapasztaltunk antimikrobas hatast. Az eukaliptusz olajat 1200 pl/l-es
koncentracioban adva egyediil a S. pneumoniae névekedésének gétlasa volt megfigyelhetd. H.
influenzae esetén minden ill6olaj hatékonynak bizonyult (MIC: 15,62-500 pl/1). Kiemelendd,
hogy az erdeifeny¢ ill6olaja egyediil ezzel a mikroorganizmussal szemben mutatott jelentOs
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novekedés gatlast (MIC: 500 pl/l), amely tapasztalat részben egybeviag a csohigitids sordn
megfigyeltekkel. H. parainfluenzae esetén az erdeifenyd kivételével szintén minden vizsgalt
olaj hatékony gatlast eredményezett, a MIC értékek azonban meghaladtak a H. influenzae
esetén tapasztaltakat.

M. catarrhalis novekedését 25 pl/l-es koncentrdcidban egyformén volt képes gatolni a
fahéjkéreg és citronella olaja is. Szintén kis mennyiséget alkalmazva erdteljes hatassal
rendelkezett a kakukkfii és borsmenta olaja is. Szegfiiszeg €s eukaliptusz esetén egyediil a
magasabb koncentraciokban mutatkozott aktivitas.

Az altalunk alkalmazott moédszer nagy eldnye, hogy egyszerre tobb mikroorganizmussal
szemben is megfigyelheté ugyanazon illolaj aktivitasa a vizsgélati koriilmények valtoztatasa
nélkiil. Kisebb hatranyt jelent azonban, hogy elsGsorban azonos taptalajt és szaporodasi
koriilményeket igényld mikroorganizmusokat ajanlott egy elrendezésben vizsgalni. A vapor
phase vizsgalatok sordn a tesztbaktériumok mindegyikével szemben a fahéjkéreg illdolaja
bizonyult a leghatékonyabbnak, a meghatidrozott gatl6 koncentriaciok azonban a
mikroorganizmusnak megfelelden igen nagy valtozékonysdgot mutattak (MIC: 15,62-125
ul/1). Ezen kiviil er0s antibakterilis hatissal rendelkezett a legtébb baktériummal szemben a
kakukkfli, a szegfliszeg, a borsmenta és a citronella ill6olaja is. Eukaliptuszolaj esetén
egyedill a Gram-negativ Haemophilusok és M. catarrhalis esetén detektaltunk jelentds
aktivitast. Kordbbi tanulmanyok szerint a Gram-pozitiv torzsekhez képest a Gram-negativ
baktériumok kevésbé fogékonyak az illdolajokra, koszonhetden a baktériumok antimikrobas
szerekkel szembeni védekezési mechanizmusainak és kiils6 membranjuk felépitésében 1évo
kiilonbségnek (Burt 2004, Doran et al. 2009). Eredményeink Inouye és kutatocsoportjanak
megfigyeléseivel Osszhangban (2001) inkabb ennek a megfigyelésnek az ellenkezdjét
latszanak igazolni, mivel az altalunk meghatarozott MIC értékek a Gram-negativ baktériumok
tobbségénél, kivéve R-P. aeruginosa-t, alacsonyabbnak bizonyultak a Gram-pozitiv
torzsekével Osszehasonlitva. H. influenzae esetén kiemelendd, hogy egyediil ezzel a torzzsel
szemben mutatott aktivitast az Osszes vizsgalt illoolajunk, koztiik az inkabb bakteriosztatikus
hatassal rendelkez6 erdeifenyd olaj is.

4.5 Illdolajok és illo-komponensek kolcsonhatasanak értékelése

4.5.1 A direkt bioautografias vizsgalatok eredményei

4.5.1.1 Aktiv ill6olaj-komponensek  kimutatdsa, minimalis detektdlhat6 ddzisuk
meghatarozasa

MRSA ellen a fahéjolajpban 1évé fahéjaldehidet, szegfiiszeg esetén az eugenolt,
borsmentaolajban a mentolt, kakukkfli esetén a timolt, citronellaolajban egyediil a geraniolt
taldltuk aktivnak. P. aeruginosa esetén hasonld aktivitis volt megfigyelhetd, emelett a
citronellaolaj két masik komponense a citronellal és citral esetén is tapasztaltunk gatlast. R-P.
aeruginosa ellen csupan a fahéjaldehid, timol és eugenol komponensek bizonyultak
hatékonynak.

A komponensek minimalis detektdlhatdé dézisdnak meghatarozasdra a kombinacidinak
Osszedllitdsa miatt volt sziikségiink. R-P. aeruginosa-val szemben a lathatd gétlas eléréséhez
nagyobb mennyiségre volt sziikség az adott hatéanyagokbol (0,012-0,036 mg). Az
illéolajokkal végzett vizsgdlatokkal ellentétben a fahéjaldehid esetén enyhébb aktivitast
detektaltunk a tobbi komponenshez viszonyitva. Ennek alapjan feltételezhetd, hogy a
fahéjolaj aktivitisdhoz a kisebb mennyiségben jelenlévé komponensek is hozzajarulnak.
Citral és citronellal komponensekre a P. aeruginosa nagyobb érzékenységet mutatott MRSA-
hoz viszonyitva, amely egybecseng az Osszillbolajolaj antibakterialis hatdsanak vizsgalatakor
tapasztaltakkal.

12



4.5.1.2 Nll6olaj-komponensek kdlcsonhatasanak értékelése

A direkt-bioautografids modszert, tudomasunk szerint ez iddig még nem alkalmaztak arra,
hogy anyagok kombinicioit teszteljék. Mivel a direkt mdédszer alkalmasnak bizonyult az
antibakterialis hatds gyors és hatékony vizsgdlatara, valamint a hatéanyagok aktivitasi
kiilonbségeinek kimutatasara, tgy véltikk, mindenképpen érdemes ebbdl a szempontbol is
feltérképezni a tesztrendszer alkalmazhatésagat. Meghataroztuk a vizsgalati mintdk
alkot6inak kiilon-kiilon 1étrehozott, valamint kombinacidjuk esetén kifejtett gatlasat. A mérési
eredményeket ezutdn Mann-Whitney-Wilcoxon féle statisztikai analizisnek vetettiik ala.

Ennek megfeleléen P. aeruginosa esetén a mentol-timol keveréke, R-P. aeruginosa
vizsgalatakor a transz-fahéjaldehid-timol kombinacigja, MRSA esetén mentol-transz-
fahéjaldehid, mentol-eugenol elegye esetén mutattunk ki nagyobb hatékonysagot. A mentol-
transz-fahéjaldehiddel, valamint a citronellaolaj komponenseinek egymassal illetve timollal
val6 kombinacidjanak kolcsonhatisa tudomasunk szerint ez idaig nem keriilt vizsgéalatra a fent
emlitett baktériumok ellen. A timol és mentol kombinécidjat MRSA ellen tesztelve
esetiinkben nem jelentkezett kifejezett antagonista kolcsonhatis, az eugenol és mentol
kombindacidja ezen feliil jelentds aktivitast mutatott. A geraniol és timol kombinaci6ja MRSA
ellen nem bizonyult aktivnak.

A citronellaolaj kevésbé aktiv komponenseinek egymassal és geraniollal valé6 kombinacioi
esetén szintén nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget, amelynek alapjan feltételezziik,
hogy a citronellal és citrdl komponens csak kisebb mértékben jarul hozza az eredményes hatas
kifejtéséhez.

4.5.2 A checkerboard modszer eredményei

A direkt bioautografids vizsgéalatokban kapott eredmények aldtadmasztasa céljabol P.
aeruginosa esetén a komponensek kozotti kolcsonhatas vizsgalatira checkerboard-titralast
végeztiink. Ezen feliil az adott komponenst nagy mennyiségben tartalmazd illéolajokat és
kombinacioikat is bevontuk vizsgilatainkba A tesztek eredményeként meghataroztuk az egyes
kombinacidk FICI értékét.

A direkt-bioautografids vizsgalatokkal egybevagéan a checkerboard moédszerrel is a
mentol és timol komponensek (FICI: 0,38) kozott észleltiink szinergista kdlcsonhatéast. Ezen
feliil a mentol eugenollal (FICI: 0,38), valamint a borsmentaolaj kakukkftiolajjal (FICI: 0,25)
készitett keverékében szintén szinergista hatast detektaltunk. Erdekeség, hogy a borsmenta- és
szegfiiszeg olaj kozott kolcsonhatast nem tudtunk kimutatni (FICI: 1,50). A mentol transz-
fahéjaldehiddel készitett keverékében az alkotok kozott nem észleltiink kdlcsonhatast, mig a
borsmenta- és fahéjolaj esetén additiv hatast (FICI: 0,63) regisztraltunk. Ennek megfeleléen
feltételezziik, hogy a kedvezdobb hatas kialakitasaban a kisebb szazalékban jelen 1évd ill6olaj-
komponensek jelentds szereppel rendelkeznek. Citronella- és kakukkfiiolaj, valamint
citronellal és timol kozott sajnidlatos médon nem tapasztaltunk a baktériumok szaporodaséra
gyakorolt megfeleld aktivitast, amely lehetové tenné FICI értékiik meghatarozasat.

A direkt-bioautografids tesztek és checkerboard-titraldsok eredményit Osszegezve
elmondhat6, hogy P. aeruginosa esetén a legaktivabbnak a mentol-timol, valamint a
borsmenta-kakukkfli kombindcidjat talaltuk, a komponensek kozott szinergista hatds volt
kimutathato.

5. Osszefoglalas

Kutatasunk eredményeit az aldbbiakban foglaljuk 6ssze:
1. Gazkromatografias vizsgalatainkban meghataroztuk az eddig kevésbé kutatott Artemisia
adamsii illdolajanak osszetételét.
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. Direkt bioautografia mddszerét alkalmazva els6ként igazoltuk az A. adamsii illdolajanak
MRSA-ellenes aktivitasat. ElsOként mutattuk ki, hogy az antibakteridlis hatds nem az
ill6olaj f6 komponenseihez kothetd, hanem annak kisebb szdzalékban jelen 1év0 terpén-
alkohol 0sszetevoihez.

. ElsOként irtuk le a citronella illoolaj MRSA ellenes hatisat direkt bioautogrifias
rendszerben.

. Ugyancsak elsOként igazoltuk illdolajaink 4ltal képzett gbzterek antibakterialis
hatékonysagat antibiotikum-rezisztens baktériumtorzsekkel (MRSA, R-P. aeruginosa)
szemben. A vizsgilt illoolajok koziil a fahéjkéreg bizonyult a leghatékonyabbnak (MIC:
31,25-125 pl/l), azonban erds gatld hatassal rendelkezett a kakukkfii, a szegfliszeg és a
borsmenta, valamint a citronella ill6olaja altal kialakitott goztér is. R-P. aeruginosa
esetén kizardlag a fahéjkéreg esetén volt észlelhetd antibakterilis hatas.

. Az 4ltalunk alkalmazott vapor phase tesztrendszert sikeresen optimalizaltuk kiilonleges
taptalajigényti 1éguti baktériumtorzsek esetén is, ezaltal els6ként detektiltuk a
fahéjkéregolaj, a kakukkfli és a szegfliszeg gOzterének antibakterialis hatasat H.
parainfluenzae-vel szemben. A Cymbopogon nardus illolaj antibakteridlis hatdsanak
goztérben torténd értékelését elsoként végeztiik el 1égiti baktériumok ellen. Az altalunk
vizsgalt illéolajok antibakteridlis hatasat S. mutans é€s M. catarrhalis ellen gozteres
tesztrendszerben elséként irtuk le.

. A borsmentaolaj altal kialakitott géztér antibakteridlis hatasat elsd izben irtuk le H.
parainfluenzae ellen, amelyet 0sszevetve a H. influenzae-vel szemben kifejtett gatlassal
az ill6olaj jelentds kiilonbséget mutatott. Varakozasainkkal ellentétben a léguti panaszok
enyhitésére a borsmenta mellett leggyakrabban alkalmazott eukaliptusz és erdeifenyd
ill6olaja tesztrendszeriinkben a Gram-pozitiv baktériumok és P. aeruginosa ellen
hatéstalannak bizonyult. Kiemelendd hogy az erdeifeny0 olajanak goztere egyediil H.
influenzae ellen eredményezett gatlast, valamint az eukaliptusz olaja is csupan magasabb
koncentracidban volt aktiv a Haemophilus torzsek és a M. catarrhalis ellen.

. CsOhigitasos vizsgalataink soran az illolajat folyékony kozegben vizsgilva elsoként
irtuk le a citronella és erdeifeny6 olajanak antibakteridlis hatasat H. influenzae esetén. A
fent emlitett olajok mellett a szegfliszeg, a kakukkfii és a borsmenta olajanak aktivitasat
szintén els6ként vizsgaltuk H. parainfluenzae-vel szemben. Eredményeink tiikrében
mindenképpen kiemelendd, hogy a szegfiiszeg ill6olaja elsésorban a csohigitas esetén
rendelkezett nagyobb aktivitissal MRSA és S. pyogenes ellen. A kakukkfii olaja ehhez
hasonléan S. mutans és M. catarrhalis tekintetében nagyobb hatékonysidgot mutatott a
vapor phase technika eredményeihez viszonyitva. Ennélfogva tgy véljiikk, hogy a
szegfiiszeg és kakukkfii olaja inkdbb folyékony allapotban és a kezelendd feliilettel
kialakitott direkt kontaktusban alkalmazhaté eredményesebben. Ezzel szemben a gdzteres
vizsgalatokban legnagyobb aktivitast mutaté fahéjkéregolaj alkalmazasa inhaléacid utjan
ajanlott alacsony koncentracioban alkalmazva.

. Az ill6olajok €és komponensei kolcsonhatdsanak vizsgalatira elsé izben alkalmaztuk a
direk bioautografia mddszerét. Statisztikai analizissel egyiitt alkalmazva ugy véljik, a
modszer a hatékony kombinacidk gyors és koltséghatékony tesztelésére megfelelonek
tekinthetd. Hatranya, hogy a komponensek kozotti additiv hatasok nehezen hatarozhatok
meg vele.

. Kolcsonhatast vizsgald tesztek soran elsOként vizsgéltuk a borsmentaolaj kakukkf-,
fahéj- és szegfiiszegolajjal, valamint a kakukkfiiolaj citronellaolajjal alkotott
kombinacidjat P. aeruginosa esetén checkerboard-titralassal. A mentol fahéjaldehiddel, a
citrél, citronelldl és geraniol egymaéssal illetve timollal alkotott keverékeinek aktivitasat
szintén elsd izben értékeltiik az emlitett baktériummal szemben. Rezisztens P. aeruginosa
esetén a transz-fahéjaldehid timollal és eugenollal, valamint az eugenol timollal készitett
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kombinacidjanak hatékonysagat elsoként kiséreltiik meg értékelni. A mentol-eugenol,
illetve mentol-transz-fahéjaldehid keverék fokozott aktivitasit MRSA esetén szintén nem
mutattak ki ez idaig.

Kutatasunk eredményei igazoljak, hogy az altalunk vizsgalt ill6olajok és komponenseik
kombinacidinak egy része jelentds antibakteridlis hatdssal rendelkezik multirezisztens torzsek
esetén 1s. [Ezért az antibakteridlis terdpia hatékony kiegészitdi lehetnek az
orvosi/gyogyszerészi gyakorlatban. Azonban tovabbi citotoxicitasi vizsgéilatok elvégzése
sziikséges az illoolajok biztonsidgos alkalmazasanak igazolasahoz, valamint in vitro és in vivo
kifejtett hatdismechanizmusuk részletes megismerése szempontjabol. Eredményeink kiindulési
alapul szolgalhatnak uj, illoolaj-tartalmu, léguti korképek kezelésére szént gyogyszerek
fejlesztéséhez is.

Az ill6olajok antibakteridlis hatasvizsgalatival foglalkoz6 kozlemények és sajat
megfigyeléseink alapjan megfontoland6 lenne ezen feliil, hogy a Szabvanyos Vénymintakban
tal4lhat6 ill6olajokat tartalmazé készitmények receptirai modositisra keriiljenek.

A jovOben az aktiv komponensek kombinécidinak igéretes eredményeit mindenképpen
érdemes mas léguti patogének bevondsaval is boOviteni, illetve az eredményeket in vivo
vizsgalatok tervezéséhez felhasznalni. Ezen feliil sziikséges lenne a rezisztens torzsekre
fokuszalva a klasszikus antimikrobas szerek és ill6 komponensek kombinacids terdpidjanak
vizsgalatéara is nagyobb hangsulyt fektetni.
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Immunitastani Intézetében a mikrobioldgiai vizsgilatok kidolgozasidban, optimalizadlasaban és
megvaldsitasaban elengedhetetlen segitséget és iranymutatist nyujtottak szamomra. Halasan
koszonom Dr. Boszorményi Andrednak a gazkromatografias analizisek kivitelezésében és
értékelésében nyujtott segitségét, amellyel disszertaciom szakmai szempontbol torténd
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tirelméért, valamint azok kivitelezésében nyujtott hatalmas segitségéért. Ezuton kdszonom
Farkas Richiardnak a PTE Kozgazdasiagtan és Okonometria Intézetébdl a statisztikai
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kolcsonhatds vizsgalatok értékelése soran nélkiilozhetetlen segitségemre volt. Koszonettel
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aki hozz4jarult vizsgalataim megval6sulasahoz. Kiilon koszonet illeti Dr. Bencsik Timedt, aki
amelett, hogy segitségemre volt a mikrobioldgiai modszerek megismerésének és
elsajatitasanak egy részében, hasznos €szrevételeivel a dolgozat alapjaul szolgalé miiveket is
mindig j6 szandéku javaslatokkal és épitd kritikdkkal latta el.

Ezen feliil szeretném megkoszonni kedves baritaim és szeretd csalddom kiemelkedd
tamogatasat és mérhetelen tiirelmét, az ¢ inspirdciojuk és batoritasuk nélkiil dolgozatom nem
johetett volna 1étre.
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