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Bevezeto

Az utdbbi évek 7z6ld” mozgalmai és a vasarlok idegenkedése a mesterséges
¢lelmiszer Osszetevoktol, a kutatok és az élelmiszeripar figyelmét természetes ¢&s
kornyezetbarat anyagok fel¢ forditotta. A fert6zott élelmiszerek gondot jelentenek az
egészségiigy szamara is, a sulyos, akut megbetegedések nagy szazalékaért az ételmérgezések
feleldsek. A hagyomanyos tartositoszerek nem csak a fogyasztok ellenérzését valtjak ki, de
sokszor kellemetlen melléktermékek is keletkezhetnek a hasznalatuk sordn. Mindezekbdl
kovetkezéen sziikségessé valt 1j, természetes eredetli hatékony antimikrobialis szerek

kifejlesztése, amelyek legalabb részben, helyettesithetik a szintetikus tartositoszereket.

A mikroorganizmusokkal szembeni védekezés esetében figyelembe kell venni azt is,
hogy a legtobb mikroorganizmus biofilmképzd. A baktériumok ugyanazon okok miatt
alakitanak ki biofilmnek nevezett kozosségeket, mint minden mas élo szervezet, példaul
védelem a ragadozokkal és mas kedvezdtlen tényezdkkel szemben, a tdpanyagok jobb
elérhetdsége, genetikai diverzitds novelése (Johnson 2007). Ugyanakkor, 0sszehasonlitva a
planktonikus formékkal, ezek a kozosségek fokozott rezisztenciat mutatnak kiillonbozd
stresszhatasokkal, példaul antibiotikumokkal szemben és lehetdvé teszik a baktériumok
tulélését, szaporodasat (Johnson 2007). Bizonyitott tény, hogy a biofilmet alkotd baktériumok
kozott 1étezik kommunikacio, amelyet elneveztek quorum sensing (QS) mechanizmusnak.
Mivel a QS, a virulencia-faktorok szintézise, az extracellularis poliszacharidok termelése és a
mikrobialis biofilm képzése mellett, szabalyozza a baktériumok patogenitasat is, kihivast
jelent a névényi kivonatok gatld (anti-quorum sensing) hatasanak tesztelése erre a folyamatra.

Jelen dolgozat cé€lja az, hogy kimutassa a citrom (Citrus lemon), boroka (Juniperus
communis), majoranna (Origanum majorana) ¢és muskotalyzsalya (Salvia sclarea)
illéolajoknak és fobb komponenseiknek (limonén, a-pinén, terpinén-4-ol, linalool) a
biofilmek kialakulasat gatld és anti-quorum sensing hatasat.

A téma kivalasztasat azzal indokolndm, hogy egyre nagyobb sziikség van olyan
antibakterialis anyagok hasznalatara, amelyek nem vezetnek rezisztens torzsek
kialakulasahoz, de ugyanakkor hatékonyan elpusztitjak a sejteket és gatoljak a tovabbi
szaporodast illetve a biofilmek kialakulasat. A QS mechanizmus szabalyozasaval a
mikroorganizmusok patogenitdsa is szabalyozhatovd vélhat, tehat a QS inhibitorok

kétségtelentil segitenének a mikrobialis fertézések fékezésében és kezelésében.



l. Szakirodalmi attekintés

1.1 A biofilmek altalanos jellemzése

Manapsag rendkiviil sokat foglalkoznak a biofilmek tanulmanyozasaval, nemcsak azért
mert komplex struktirdkrdl van szd, hanem mert fokozott ellendlloképességiik révén rengeteg
kart is okozhatnak.

Pontos meghatarozas szerint a biofilm kiilonb6zé mikroorganizmusok oOnszervezodd
kozossége, amelyek kiilonféle feliiletekhez tapadva egybefiiggd bevonatot, biohartyat képeznek
¢s ilyen formaban sokkal ellenallobbak a kedvezétlen koriilményekkel szemben (Prakash és mtsai
2003). Anton van Leeuwenhoek volt az els6, aki a fogarol lekapart lepedéket vizsgalva, primitiv
mikroszkopjaval biofilmet figyelt meg (Costerton és mtsai 1999). Az 1980-1990-es években
fellendiiltek a mikrobiologia ezen érdekes teriiletével kapcsolatos kutatasok és napjainkban is
folyamatosan uj informaciokkal gazdagodunk.

A bakterialis biofilmek nedves feliileteket kolonizalnak, megtalalhatok vizvezetékekben,
foglepedékben, kontaktlencséken, katétereken, a patakokban levd kdvek nyéalkds bevonataban,
szOovetekben és ennek megfeleléen komoly fertdzések okozoi is lehetnek (Prakash és mtsai 2003;
Walker és mtsai 2007). Ezek a kozdsségek a biofilmekre jellemz6 specifikus tulajdonsagokkal
rendelkeznek, mint példaul magas UV sugarzas ¢és antibiotikum-rezisztencia, genetikai
variabilitds, fagocitdzissal szembeni ellendllds. Ugyanakkor nem elhanyagoland6, hogy fontos
a tapanyagok korforgasdban is (Meng-Ying ¢és mtsai 2009). Orvosi szemszOgbdl talan a
legfontosabb tulajdonsaguk az antibiotikumokkal és fertdtlenitokkel szembeni fokozott
rezisztenciajuk (Walker és mtsai 2007). Ezen ellenallas gyengitése, fékezése ma mar sok kutatas

témajat, céljat képezi.

A biofilm kialakuldsa soran négy szakaszt kiilonithetiink el, a letapadast, mikrokolonidk
kialakulasat, haromdimenzids strukturak és a fejlett forma kialakulasat és levalast. A ma
ismert szamos mikroorganizmus koziill csak néhanyan rendelkeznek biofilmet képzo
tulajdonsaggal. Ez annak koszonhetd, hogy csak bizonyos fajokban figyelhetd meg sad gén,
melynek 1étezését Pseudomonas aeruginosa baktériummal végzett kisérletek soran
bizonyitottak.

A biofilmet alkoto sejtek altal 1étrehozott morfologiai képzoddmény erdsen valtozékony
lehet térben és iddben, mivel a biofilm haromdimenzids szerkezete sejtcsoportokbol,
tiregekbdl, poérusokbdl ¢€s poliszacharid természetli extracellularis anyagbol (EPS) all,

amelynek szerkezete dinamikusan valtozik (Zhang és mtsai 2006).
5



1.2 A quorum sensing (QS) mechanizmus bemutatasa

A biofilmet alkotd baktériumok kozott 1étezik kommunikacié. Ennek a sejtstiriség-
figgd kommunikacionak segitségével a sejtek értesiilnek egymas allapotarol, a kozosség
szambeli nagysagarol, illetve a kornyezeti tényezOk hatasara koordindljak életmikodéseiket
(Wagner ¢s mtsai 2003). A baktérium sejtek autdindukald jelmolekuldkat (feromont)
termelnek €s bocsatanak ki a kornyezetiikbe, amelyek segitségével érzékelik a populacio
denzitasat (Wang és mtsai 2007). Amikor ezek az anyagok elérnek egy kritikus kiiszobértéket,
kapcsolodnak a regulator fehérjékhez, ezéltal indukdlva vagy gétolva bizonyos gének
expresszidjat (Wagner és mtsai 2003; Wang és mtsai 2007). Ezt a sejt-sejt kommunikacios
rendszert nevezték el quorum sensing (QS) szabalyozasi mechanizmusnak, ez végbemehet
fajon belil, illetve kiillonboz6 fajok egyedei kozott is. A quorum az a minimalis tomeg, ahol

fellép a jelenség, a sensing a kornyezetbdl érkezo jelek észlelésére utal.

Ezt a viselkedésformat elszor a Vibrio fischeri nevii baktériumnal figyelték meg, ahol
ez a mechanizmus a biolumineszcenciaért felelés géneke expresszidjat szabalyozza (Wagner
¢s mtsai 2003). A mechanizmus megtaldlhatd mind Gram negativ mind Gram pozitiv
mikroorganizmusokndl ¢és kapcsolatban all a sejtek viselkedésével, illetve a korokozodknal
sensing rendszerei alapvetden kiilonboznek egymastol, elsGsorban a szignalmolekulak
természetét illetden. A Gram negativ baktériumoknal a quorum sensing rendszerek
szignalmolekulaja az N-acil-homoszerin-laktonok (AHL) csaladjaba tartozik, a Gram pozitiv
baktériumok esetében pedig ezek egy szenzor-kinaz/regulator kétkomponensii
szignaltranszdukcios rendszert haszndlnak ahol a jelmolekuldk szerepét kis molekulatomegii
oligopeptidek tdltik be (Papp 2009). Mindkét csoportndl szdmos folyamat a quorum sensing
rendszerek szabdlyozdsa alatt 4ll, ilyen a mar emlitett bakteridlis fénytermelés
(biolumineszcencia), a virulencia-faktorok szintézise, az extracellularis poliszacharidok
termelése ¢és a mikrobidlis biofilm képzése, masodlagos anyagcseretermékek termelése,
kemotaxis, konjugacio (Papp 2009).

Jelenlegi kutatdsok szerint, a QS miikodésének szabdlyozdsa laboratériumi
koriilmények kozott nagy attorést jelentene a mikrobiologidban, ugyanis ezaltal lehetdveé
valna a biofilm okozta fertdzések szabdlyozasa, kivédése allatokndl és a ndvényeknél

egyarant (Wang és mtsai 2007).



1.3 Mikroorganizmusok az élelmiszeriparban

Az  ¢élelmiszergyartasban komoly kihivast jelentenek az  ¢élelmiszerrontd
mikroorganizmusok ¢és az elleniik vald védekezés (Kumar és Anand 1998). Az Egyesiilt
Allamokban évente tobb mint kilencezer ember hal meg ételmérgezésben és tobb millidan
fert6z6dnek meg élelmiszerekben talalhatd patogén mikroorganizmusokkal. Féleg salatan,
almalében el6forduld Escherichia coli, a malnan levé Cyclospora cayetanensis, illetve a
paradicsomon levé Salmonella okozott leggyakrabban ételmérgezést az USA-ban. Rendkiviil
fontos tehat ezen mikroorganizmusok tulélési stratégiainak a megértése ahhoz, hogy

csOkkenthetd legyen a fert6zések szdma.

Az élelmiszergyarakban levé gépek feliiletén és a belsé részekben Sszamos
mikroorganizmus fordul el akar planktonikus vagy biofilm formajaban és igy a végtermék,
amely a fogyasztokhoz keriil, konnyen befertézédhet. Féleg olyan kornyezetben, ahol az
¢lelmiszerek csomagolasa vagy elkészitése zajlik, a nedvességnek és tapanyagok jelenlétének
koszonhetéen nagyobb valdszinliséggel jelennek meg mikroorganizmusok, mint mashol.
Nemcsak a gyarakban, hanem a hdztartasi kellékeken, példdul mosogatdszivacson, vago-

deszkan, edénytorlon is szamos torzs letapadhat és biofilmet képezhet (Reyner és mtsai 2004).

Felmérések azt mutatjadk, hogy a fogyasztokat sokkal jobban foglalkoztatja az
¢lelmiszerek mikrobiologiai tisztasaga, mint az, hogy mennyi peszticid vagy antibiotikum
marad vissza a kiilonbozé kezelések kovetkeztében. Az utdbbi években, féleg olyan
anyagokra fektették a hangsulyt, amelyek hatékonyan eltavolitjak a biofilmeket a feliiletekrdl
igy megelozve az élelmiszerek karosodasat. A szintetikus anyagok azonban ellenérzetet
valtottak ki a fogyasztok korében, igy mas iranyba indultak el a kutatisok Az ujabb,
hatékonyabb fert6tlenitok keresése ma mar egy teljesen 0 kutatasi teriiletnek szamit. Az
elmult években a fliszerndvények, aroma- és gydgyndvények illdolajaira terelddott a
figyelem, ugyanis régota hasznaljak 6ket az élelmiszeriparban aromaanyagokként. A kutatok
abbol a ténybdl indultak ki, hogy mivel a novények egy magas bakterialis denzitasu
kornyezetben élnek, védekezé mechanizmusokkal kell rendelkeznitik a fertézésekkel szemben
(Song és mtsai 2010). Igy elkezdédott az olyan ndvényi anyagok tanulmanyozisa, amelyek

nem toxikusak, de képesek gatolni a sejtek szaporodasat (Hentzer és mtsai 2003).
1.4 Az illoolajok altalanos jellemzése

Az illoolajok, a levegén konnyen elparolgd, aromas, tomény hidrofob folyadékok,

melyeket leggyakrabban vizgéz- desztillacidval nyernek a kiilonb6zé ndvényi részekbdl



(virdgokbol, gylimolcsdkbol, magvakbol, virdgbimbokbol, levelekbdl, kéregbdl). Régodta
hasznaljak o6ket a kozmetikai iparban és mostandban egyre nagyobb szerepet kapnak az
¢lelmiszeriparban is, ahol fdleg iz-€s aromaanyagként hasznaljak éket. Az is ismert, hogy
bizonyos illéolajok rendelkeznek baktérium-, gomba-, virus- és parazitaellenes hatassal, ezért

gyogyszerkészitményekben is elfordulnak.*

Mar az okorban ismerték az ill6olajok jotékony hatdsait €és ki is hasznaltak ezeket.
Példaul az egyiptomiak a halottak balzsamozasahoz felhasznaltak az illdolajok baktériumolé és
konzervalo hatasat, a kinai kulturaban tobbféle aromas ndvényt hasznaltak, és mar az egyiptomiak

el6tt alkalmaztak a fahéjat, borsot és gyombért jarvanyok ellen (Bakkali és mtsai 2008).

Az illoolajok szamos komponensbdl allnak, ezek lehetnek f6 és minor komponensek, az
utobbiak egyes esetekben csupan nyomokban fordulnak el6. A komponensek altalaban terpének
és terpenoidok, mono- vagy szeszkviterpének, illetve di- és triterpének lehetnek. A terpéneken
kiviil tovabbi jelentds 0sszetevok lehetnek a kiilonb6z6 alacsony molekulatomegii alifas és
aromas vegyiiletek, példdul szénhidrogének, savak, alkoholok, aldehidek, laktonok és
kéntartalmt illékony vegyiiletek (Bakkali és mtsai 2008).

1.5 Az illéolajok antimikrobialis hatasa

A novényi illdolajok antimikrobialis hatdsanak vizsgélata szdmos kutatds alapjat
képezi, ugyanis nemcsak a gyogyaszatban jelentenek kihivast, hanem az élelmiszeriparban is,
ahol az élelmiszerek eltarthatosaganak javitasara a természetes eredetii anyagok, koztik az

illoolajok, hasznalata terjedében van (Burt 2004).

Az illdolajok antibakterialis hatdsat szamtalan humanpatogén (pl. Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Streptococcus pyogenes stb.),
¢lelmiszer eredetii megbetegedést okozo (pl. Salmonella spp., E. coli, Clostridium botulinum
sth.) és élelmiszerromlast okozé (pl. Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, B. cereus,
Serratia marcescens stb.) baktériumok ellen vizsgaltdk mar (Ahmed és Beg 2000,
Bagamboulda és mtsai 2004, Niu és Gilbert 2004, Gutierrez és mtsai 2009, Rahman és Kang
2009, Angienda és mtsai 2010). Altalanos megfigyelés, hogy a Gram pozitiv baktériumok
érz¢kenyebbek az illdolajok gitld hatasara, mint a Gram negativak. A kiilonbség valosziniileg
az eltérd sejtfalszerkezetnek, illetve a Gram negativ baktériumsejtfal kiils6 membranjanak
koszonhetd, mely gatat jelenthet a hidrofob illoolaj komponensek szdmara (Burt 2004). Mivel

az illoolajok szdmos OsszetevObOl allnak, hatasukat is kiilonbozé formaban fejtik ki. A

! http://hu.wikipedia.org/wiki/1119%C3%B3olaj



leggyakoribb célpont a sejtfal és a sejthartya. A hidroféb komponensek beékelddhetnek a
sejthartydba, megnovelve ennek atjarhatdsagat, ami a sejtplazmaban talalhatdo anyagok
kiaramlasdhoz, illetve a sejtplazma fehérjék kicsapddasat okozo illdolaj komponensek
bearamlasahoz vezet (Burt 2004). A gombak esetében hasonlo a hatas, itt is a sejthartya és

sejtfal a célpont.

1.6 Az illéolajok hatasa a biofilmek kialakulasara

A biofilmek olyan bakterialis vagy gomba sejtek populacioi, amelyek funkcionalisan
fliggnek egymastol, igy olyan aktivitdisok megvalositdsa is lehetségessé¢ valik, amelyek
egyediilallé sejtek esetében nem kivitelezheték (Meng-Ying és mtsai 2009). Osszehasonlitva
a planktonikus forméakkal, ezek a kozosségek fokozott rezisztenciat mutatnak
antibiotikumokkal, fert6tlenit6kkel, kiilonb6z0 stressz hatdsokkal szemben és lehetové teszik
a baktériumok tulélését, szaporodasat (Johnson 2007). Ugyanakkor, mivel a sejtek nagyon
kozel vannak egymaéshoz, a horizontalis géntranszfer nagyon gyakori. gy a plazmidcsere
kovetkeztében, a rezisztencia egy bizonyos antibiotikummal, tisztitoszerrel szemben atadhatd
a tobbi sejtnek is (Trachoo 2003).

A bakterialis fertézések legalabb 80%-a a biofilmek kialakuldsdnak kdszonhetd €s az
antibiotikumokkal szembeni fokozott rezisztencia egyre nehezebbé teszi ezek gyogykezelését
(Wang ¢és mtsai 2007). Az antibiotikumos kezelések enyhitik a biofilmet alkotd sejtek altal
okozott fert6zések tiineteit, viszont magat a biofilmet nem képesek elpusztitani, ezért a
fertdzések ujra megjelennek egy adott kezelési ciklus utdn mindaddig, mig sebészeti uton el
nem tavolitjak az egész populaciot (Khoury és mtsai 1992, Prakash és mtsai 2003 ).

Az ¢élelmiszeriparban egyre nagyobb az igény arra, hogy az élelmiszerek hosszu ideig
eltarthatok legyenek karosodas nélkiil. A letapadt sejtek eltavolitasa a gylimolcsokrél és
z0ldségekrdl igen koriilményesnek bizonyult a hidrofob kutikula, valtozé feliileti morfologia
€s az epidermiszen 1év0 sériilések és szabalytalansagok miatt (Ramey és mtsai 2004).

Szamos kutatasban vizsgaltdk a baktériumok, ami a letapadast illeti. Burnett és mtsai
egy 2000-es kutatasukban az Escherichia coli O157:H7 letapadasat vizsgaltak almak (Malus
domestica) feliiletén és azt tapasztaltak, hogy a baktériumok képesek voltak hatékonyan
behatolni akar a belsd szovetekig és karositani azokat. A kutikula szabalytalan feliilete
kedvezett a letapadasi folyamatnak. Ezt az eredményt alatdmasztja egy masik kutatas is, ahol
ugyanazt a fajt hasznaltdk és megfigyelték, hogy a baktériumok a jégsalata (Lactuca sp.)

levagott végeihez tapadtak a legszivesebben (Takeuchi és Frank 2000). Kiilonb6z6 fajok mas-



mas letapadasi €s biofilmképzd képességekkel rendelkeznek és a feliillet milyensége is

jelentésen befolyésolja ezeket a folyamatokat.

Az élelmiszerek eltarthatosdganak javitasara tobbféle eljaras is 1étezik, azonban a friss,
minimalisan feldolgozott élelmiszerek irdnti ndvekvd igény és a fogyasztok ellenérzése a
szintetikus tartositoszerekkel szemben, a figyelem kozéppontjaba allitotta a természetes
eredetli, kornyezetbarat antimikrobialis hatdanyagokat. A terpenoid €s fenol (timol, karvakol,
eugenol) OsszetevOk felelések az illdolajok antibakteridlis hatasaiért. A leggyakrabban
alkalmazott kivonasi technika a vizgdz- desztillaci6, de mas eljarasokkal is ki tudjak vonni az
illoolajokat a novényekbdl. Kutatasok azt mutatjdk, hogy ezek az eljarasok befolyasolhatjak
az olajok kémiai Gsszetételét, igy az antibakterialis hatast is (Angienda és mtsai 2010). Fontos
megjegyezni, hogy ugyanannak a hatasnak az eléréséhez az in vitro kisérletekben altalaban
alacsonyabb illdolaj koncentraciéra van sziikség, mint az élelmiszerben, mivel az
¢lelmiszerekben jelen 1évé Osszetett kémiai koOrnyezet gatat jelenthet az illdolaj
antimikrobidlis hatdsaval szemben. Az ¢élelmiszerekbe magasabb koncentracidban adagolt
illoolajok ugyanakkor negativan befolydsolhatjdk az élelmiszer érzékszervi tulajdonsagait
(izét, illatat, zamatat) (Burt 2004).

A magas fehérje-, zsir-, illetve olajtartalom altalaban csokkenti az illoolajok hatdsat az
¢lelmiszerekben. Az illdolajok jol oldoédnak az élelmiszer zsirtartalmaban, igy kevésbé érik el
a vizes fazisban taldlhato baktériumokat. A fehérjék hidrofob részei, kdlcsonhatasba 1épve az
ill6olaj molekuldkkal, megkotik azokat, igy csokkentve a membranokra gyakorolt hatast (Burt
2004).

Szamos kutatasban igazoltdk az illdolajok és komponenseik biofilm képzést gatld
hatasat. Egy 2009-ben végzett kisérletben az eukaliptusz-olaj és f6 komponensének, az 1,8-
cineol-nak a hatasat vizsgaltak biofilmekre és planktonikus formakra is. Gram pozitiv, Gram
negativ baktériumokat és gombdkat is hasznaltak a kutatasban. Az antibakteridlis hatas
mellett, sikeriilt igazolni az olaj és komponensének biofilm képzést gatldo hatasat is.
Ugyanakkor, keverték az olajokat klorhexidin-diglukonat szintetikus fertdtlenitdszerrel,
amelynek egyik hatranya az, hogy gyengén hatol at a biofilmeket koriilvevé poliszacharid
matrixon. Sikeriilt kimutatni, hogy az olajok és a fertdtlenitdszer kozott szinergizmus alakult
ki, tehat fokoztdk egymas hatékonysagat, ami a biofilm képzés gatlasat és az antimikrobialis

hatést illeti (Hendry és mtsai 2009).
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1.7 A QS gatlasa illoolajokkal

A gyogyszerek tanulméanyozésa soran a novényi kivonatok esetében inkabb az
antimikrobidlis hatést figyelték, a sejtek novekedésének gatlasa vagy az elpusztitasa volt a 6
cél, figyelmen kiviil hagyva ezen anyagok QS gatld hatasat (Wallace 2004, Al Hussaini és
Mahasneh 2009). A patogén mikroorganizmusok egyre magasabb rezisztenciaja a szamos
mutacionak, az antibiotikumok nem megfeleld hasznalatdnak és szamos mas faktornak
koszonhetd (Adonizio és mtsai 2006, Annous és mtsai 2009). llyen helyzetekben a
hagyomanyos kezelések a korokozd novekedésének gatlasa fele iranyulnak, viszont
legtobbszor ez mar nem elég (Lewis 2001, Spoering és Lewis 2001). Feltételezések szerint a
QS mechanizmus arra is alkalmas, hogy lecsokkentse vagy teljesen gétolja a gazdaszervezet
immunvalaszat ameddig a kialakuld biofilm kozosség el nem ér egy bizonyos sejtszamot
(Lynch 2003). Tehat logikusnak tiinik az a kovetkeztetés, hogy a QS mechanizmus
szabalyozasaval a mikroorganizmusok patogenitédsa is szabalyozhato.

Az els6é QS inhibitorokat a Delisea pulchra vords algabol izolaltak és legijabban
szamos szarazfoldi novény esetében is vontak ki hasonlod anyagokat. Adonizio és mtsai egy
2006-ben végzett kutatasban oOtven floridai gyogynovény illéolajanak QS gatld hatasat
tesztelték Chromobacterium violaceum és Agrobacterium tumefaciens modellbaktériumokon.
Papirkorong diffiziés modszer segitségével a szintelen zonakat mérték ugyanis a baktériumok
szinanyagtermelése QS szabalyozas alatt all. Fontos megemliteni azt is, hogy az illdolajok
antibakterialis és anti-QS hatasa kozott kiilonbségek vannak. Ha antibakterialis hatasrol
beszéliink, a keletkezé gatlasi zonak tisztak, sejtmentesek. Anti-QS hatas esetében ezekben a
zonakban a sejtndvekedés normadlis, a szintelen zoéna a pigmentanyag képzddés gatlasanak
koszonhetd. A kisérletben hat novény esetében sikeriilt kimutatni az anti-QS hatast. Egy
2010-es kutatasban a ginzeng (Panax ginseng) QS gatld hatasat vizsgaltak Pseudomonas
aeruginosa esetében. Korabbi kutatdsok mar kimutattdk, hogy a Pseudomonas egy
opportunista patogén mikroorganizmus, amely rendelkezik QS mechanizmussal. A kutatas
soran sikeriilt igazolni, hogy a noévény ill6olaja hatékonyan csokkentette a patogenitast (Song
¢és mtsai 2010).

A quorum sensing inhibitorok kétségteleniil segitenének a mikrobidlis fertézések
féekezésében ¢és kezelésében, ugyanakkor csokkenne annak a valdsziniisége, hogy a
mikroorganizmusok rezisztenciat alakitsanak ki a hatéoanyagok ellen (Al Hussaini és
Mahasneh 2009, Song és mtsai 2010). Emiatt, elkezd6dott az olyan névényi anyagok keresése
¢s tanulmanyozisa, amelyek nem adnak lehetdséget arra, hogy 1j, rezisztens torzsek

alakuljanak ki, viszont képesek gatolni a bakterialis kommunikaciot (Hentzer 2003).
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1.8 A felhasznalt illéolajok bemutatisa (Aromax Kft., Magyarorszag)
1.8.1 Boroka (Juniperus communis)

Az olajat a novény érett tobozbogydibol vizgdz-desztillacioval allitjak eld. Foébb
komponensei: a—pinén (29,17%), B—pinén (17,84%), szabinén (13,55%), limonén (5,52%) és
mircén (0,33%) (Pepeljnjak és mtsai 2005). Az o—pinén kettés gylirlis szerkezetii, leginkabb a
vese kivalaszté miikodésének fokozdsaban van szerepe, de jotékony, erdsitd, tisztitd hatdsu
1égzoszervi megbetegedések esetén is. A boroka illoolaj antibakterialis hatdsat tobb Gram
pozitiv és Gram negativ baktérium (E. coli, S. aureus, B. subtilis) valamint élesztégombak (C.
albicans, C. krusei., H. anomala) és bérgombak (Trichophyton rubrum, Microspora canis

stb.) ellen vizsgaltak (Pepeljnjak és mtsai 2005).

1.8.2 Citrom (Citrus lemon)

A citrom illbolajat a gyiimoleshéjbol hideg préseléssel allitjak eld. Atlatszo,
halvanysarga vagy zoOldessarga szinli, er6sen citrus illata olaj. F6 komponense a limonén
(59%) és a B—pinén (16%). A limonén ciklikus, egyszerii szénhidrogén, nyugtato, frissito,
hangulatjavitd hatast. Hasznaljak kozmetikumokban és az élelmiszeriparban egyarant. Az
olaj hatékonyabbnak bizonyult a Gram pozitiv baktériumok ellen, mint a Gram negativakkal

szemben (Gupta és mtsai 2008).

1.8.3 Majoranna (Origanum majorana)

A majoranna az arvacsalanfélék (Lamiaceae) csaladjaba tartozd ndvényfaj. Eredeti
hazdja a Foldkozi-tenger kornyéke, de ma mar nagyiizemi modon és kiskertekben egyarant
termesztik. A novény szaritott, morzsolt levele és viragzata a fliszer. Felhasznalhat6 levesek,
fozelékek, martasok, husételek, borok izesitésére. Teajat fejfajas, kohogés, 1égzési zavarok
enyhitésére hasznaljak, olajaval a reumas testrészeket dorzsolik be. A legmagasabb
mennyiségben terpinén-4-olt (30%) tartalmaz, amely alkoholos vegyiilet (Gupta és mtsai
2008).

1.8.4 Muskotalyzsalya (Salvia sclarea)

A muskotalyzsalya ugyancsak az arvacsalanfélék (Lamiaceae) csaladjaba tartozo
novényfaj. Dél-Eurdpabol szarmazik, az illdolaja és egyéb Osszetevoi miatt mar vilagszerte

termesztik. A f6 komponensei a linalil acetat (51%) és linalool (27%), ez utdbbi alkoholos
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vegylilet. Alkalmazasa depresszid, klimax, stressz, korpasodas, menstrudcids zavarok, magas

. , o 2
vérnyomas esetén javasolt.

Lathato, hogy a bordka ¢és a citrom olaja elsdsorban egyszerii monoterpéneket
tartalmaz f6komponensként, mig a majoranna terpén-alkoholokat és monoterpéneket, a
muskotélyzsalya pedig egy terpén-alkoholt (linalool) és annak acetatos forméjat tartalmazza.
A kiilonb6zo 0sszetevok kiilonbozo tulajdonsagokkal rendelkeznek és mas lehet a hatasuk is.
Altalanosan elfogadott tény, hogy a legerésebb antimikrobialis hatassal a fenolos jellegii
OsszetevOok, mint a karvakrol és timol rendelkeznek (Dorman és Deans 2000). A jelen

kisérletben hasznalt illoolajokban nincsenek ilyen jellegli vegyiiletek.

1.9 A felhasznalt mikroorganizmusok jellemzése

1.9.1 Bacillus cereus

A Bacillus cereus a Firmicutes torzsbe tartozo Bacillus nemzetség egyik
leggyakoribb faja. Endosporat képzo, palcika formaja, Gram pozitiv baktérium. Fakultativ
anaerob, talajban, levegdben egyarant eldfordul. Egyes ételekben (rizs, husfélék, tojas,
burgonya) elszaporodva enterotoxinja emésztoszervi panaszokat, 14z nélkiili hasmenéssel és

hanyassal jar6 ételmérgezést okozhat. 3

1.9.2 Chromobacterium violaceum
A baktérium a Neisseriaceae csaladba tartozik, Gram negativ, fakultativ anaerob és
altalaban a tropusi és szubtropusi régiok vizeinek és talajanak normal florajat alkotja. A
violacein pigment termelése miatt, a kolonidk sotétlila szinliek. A violacein ugyanakkor egy
természetes antibiotikum is, amely hasznos lehet kiilonboz6 raktipusok kezelésében. Ritkan
fertézi meg az embert, de egyes esetekben okozhat szepszist vagy majgyulladast. A violacein
termelése QS szabalyozas alatt all, ezért szdmos anti-QS hatést vizsgalo kutatasban hasznaljak

modellszervezetként. *

1.9.3 Pichia anomala
A Pichia (Hansenula és Hyphopichia) nemzetség a Saccharomycetaceae csaladba
(élesztbgombafélék) tartozik. A P. anomala az egyik legérdekesebb faja a nemzetségnek,
sz¢les korben elterjedt. Izolaltdk mar ételekbdl, rovarokbol, szennyvizbdl, emberi szovetbol

ezért egyre tobb kutatdsban hasznaljak fel modellszervezetként (Walker 2011). Gylimdlcs- és

2 http://blog.xfree.hu/myblog.tvn?SID=&pev=2010&pho=2&n=pacsakute
® http://en.wikipedia.org/wiki/Bacillus_cereus
* http://en.wikipedia.org/wiki/Chromobacterium_violaceum
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z0ldség eredetli ¢lelmiszerekben erjedéses romlast okoz. Folyadékok feliiletén hartyaképzésre

hajlamos.

Il. Anyagok és modszerek

2.1 A felhasznalt mikroorganizmusok

A kisérlet soran két prokariotat hasznaltunk fel, ezek a Bacillus cereus (Gram pozitiv)
¢s Chromobacterium violaceum (Gram negativ) illetve egy eukaridta szervezetet, a Pichia
anomala éleszt6t. A B. cereust és P. anomala-t a biofilm képzéshez és a C. violaceum

baktériumot pedig az anti-QS vizsgalatokhoz alkalmaztuk.

2.2 Taptalajok és oldatok

2.1.1 A biofilmek kialakitdsdhoz felhaszndlt tdptalajok és oldatok

Kiegészitett hustaptalaj (MEE): 4 g haskivonat
4 g pepton
10 g gliikoz
1 g ¢élesztokivonat
1000 ml desztillalt viz
15 g agar

Malatas taptalaj (MEA): 50 ml malata kivonat
5 g élesztékivonat
5 g gliikkoz
1000 ml desztillalt viz
15 g agar

Fizioldgias sooldat: 9 g NaCl
1000 ml desztillalt viz
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2.1.2 A QS gatlashoz felhasznalt taptalaj

Chromobacterium violaceum
taptala;: 1 g élesztékivonat
10 g NaCl
1.9 K;HPO,
0.3 MgSO4+7H,0
36 mg Na EDTA
10 mg Fe III ammonium citrat
10 g tripton
1000 ml desztillalt viz
15 g agar

2.3  Tenyésztési koriilmények

A kiegészitett hustaptalajt a B. cereus esetében, a malatas taptalajt pedig a P. anomala
¢lesztonél alkalmaztuk és 30°C homérsékleten 24 6raig inkubaltuk a leoltott tenyészeteket.
A C. violaceum tipustorzset Petri csészékben levd, megfeleld taptalajra oltottuk le

crer

hagytuk felndni a telepeket. 72 oras tenyészeteket hasznaltunk.

24 A minimalis gatlo koncentracié (MIC) meghatarozasa

A MIC érték az a legkisebb illoolaj vagy komponens koncentracio, amely
megakadalyozza az adott mikroorganizmus szaporodasat. Az illéolajok és komponenseik ezen
értékeinek meghatdrozasa esetében a torzseket a 2.2 pontban leirt tapkozegben ¢Es
hémérsekleten inkubaltuk 96 cellas polisztirol mikrotiter lemezeken.

A P. anomala esetében az olajokra mar meg volt hatarozva a MIC (Tserennadmid
2010), a komponensek esetében a keresés 0.5 pl/ml-tél valtozott 8 ul/ml-es koncentracioig.
Az olajos oldatokhoz 1%-0s TWEEN 40-et adtunk, erre azért volt sziikség, hogy az olajok
keveredése a tapoldatban minél hatékonyabb legyen. A mikroorganizmusok tapoldattal
a tenyészeteket 24 oran 4t inkubaltuk. A fotometrids mérést (A580) kovetéen az eredeti
értéktdl valo 5%-os csokkenés szamitott MIC értéknek (DU®-65 Spektrofotométer, Beckman;

ASYS Jupiter HD mikrotiterlap olvas6, ASYS Hitech). Az ill6olaj vagy illéolaj komponens,
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illetve szuszpenzio nélkiili tdpoldat (hattér) optikai denzitas értékét minden esetben kivontuk a
kapott eredménybdl. A keresést minden olaj és komponens esetében harom parhuzamos
méréssel végeztiik.

A B. cereus esetében a MIC értékeket korabbi kutatdsokban mar meghataroztak az

olajokra ¢és a komponensekre is (Tserennadmid 2010).

2.5 Biofilm képzés kovetése illoolajok és komponenseikkel valé kezelés

kovetkeztében

2.5.1 A baktérium és éleszto biofilmek kialakitasa és kezelése

A biofilmeket 96 cellas mikrotiter lemezeken alakitottuk ki. Egy cellaba 200 ul 10%/ml
sejtszamu  sejtszuszpenziot adtunk és 4 oran keresztiil inkubdltuk a lemezeket 30°C
hémérsékleten. Ezutdn, a le nem tapadt sejteket kimostuk fiziologias sooldattal és hozzaadtuk
az elkészitett illdolaj/illoolaj komponens oldatokat amelyek MIC/2 koncentracioban voltak.
Ebben az esetben is az olajos oldatokhoz 1%-0s TWEEN 40-et adtunk. 24 6ras inkubacio
kovetkezett 30°C homérsékleten. Inkubacio utan az illdolajos oldatokat letoltottik vagy
pipettaval kiszippantottuk és a cellakat atoblitettiikk fiziologias sodoldattal. Kristalyibolyas
festést alkalmaztunk a kezelés hatasanak megéllapitasahoz. Az ill6olajokat nem tartalmazé
sejtszuszpenzios tapoldat szolgalt pozitiv Kontrollként. A kezeléseket, minden az olajok és

komponensek esetében hat parhuzamos méréssel végeztiik.

2.5.2 Biofilmgatlas vizsgalata kristalyibolyaval valo festés segitségével

A kezeléssel valo 24 oras inkubaciot kovetden, a le nem tapadt sejteket leszivtuk majd
fiziologias sodoldattal atoblitettiik a mikrotiter lapokat. Ezutdn mindegyik lyukba 200 pul 99%-
os metanolt mértiink, hogy rogzitsiik a sejteket. 15 perc varakozas utdn a feliiliszot
ledblitettiik majd megszaritottuk a lemezeket. Ezutan 200 ul 0.1 %-0s kristalyibolya oldatot
adtunk a lyukakba. 20 perc mulva a felesleges festéket csapviz alatt ledblitettiik. Végiil, a
biofilmekhez kotodott festéket 150 pl 33%-os ecetsavval oldottuk fel €s 590 nm-en
abszorbanciat mértink (ASYS Jupiter HD (ASYS Hitech) mikrotiterlap olvas6). A
kristalyibolya kapcsolodik a negativ toltésti feliileti molekuldkhoz és poliszacharidokhoz a
biofilmek extracellularis matrixan beliil és lehetdvé teszi a biofilm teljes biomasszajanak
becslését a mikrotiter lap cellajan beliil (Peeters és mtsai 2008). Ebben az esetben is az illdolaj
vagy illoolaj komponens, illetve szuszpenzid nélkiili tdpoldat (hattér) optikai denzitas értékét

minden esetben kivontuk a kapott eredménybdl.
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2.6 QS gatlas mérése

A QS gatlas méréséhez a papirkorong diffuzios modszert alkalmaztuk. Elézdleg
Chromobacterium violaceum-al leoltott és beszaritott Petri csészékre 6-8 mm atmérdji steril
szlr6papir korongokat tettlink. Ezekre a korongokra 1-3 pl ill6olajat vagy komponenst vittiink
fel. Desztillalt vizzel atitatott papirkorong szolgalt kontrollként. A depigmentaltsag okozta
szintelen zondkat mértiik (mm), ugyanis a baktérium szinanyag termelése QS szabalyozas
alatt all. A kezeléseket, minden az olajok és komponensek esetében harom parhuzamos

méréssel végeztiik és fotokat készitettiink a 1atomezokrol.

2.7 Adatok statisztikai feldolgozasa
Minden elemzést az R statisztikai programcsomagban (R 2.8.1) végeztiink el, egy utas
ANOVA-t ¢s Tukey HSD teszteket hasznalva, p<0,05 szignifikancia szint mellett.
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I1l. Eredmények és kiértékelésiik

3.1

Az adatok normalitasat az R Works programban a Shapiro-Wilk teszt segitségével

A biofilm képzés gatlasanak a vizsgalata

vizsgaltuk. A kapott p értékek nagyobb volt a 0,05-6s kiiszobértéknél, tehat az adatokat
normal eloszlastiaknak tekintettiik. Arra voltunk kivancsiak, hogy az illoolajokkal és
komponensekkel valé kezelések, hogyan befolyasoltak a mikroorganizmusok biofilm
képzését, ezért egy utas ANOVA-t hasznaltunk. Ahhoz, hogy kideritsiik, melyik kezelés
hatasa tért el szignifikdnsan a kontroll csoporttdl illetve melyik kezelések kozott volt

szignifikans eltérés, a TukeyHSD tesztet alkalmaztuk.

3.1.1 [Illéolajok és illdolaj komponensek hatasa a Bacillus cereus altal képzett

biofilmekre
Az illoolajok és f6 komponenseik B.cereus esetébe megdllapitott minimalis gatlo
koncentracio (MIC) értékeket az 1. tablazat tartalmazza. A kisérlet soran MIC/2 koncentraciot
hasznaltunk a biofilmek kezelésére, ugyanis nem a szaporodds, hanem a biofilm képzés

gatlasa volt a cél.

1. tablazat

I160lajok és komponensek MIC érték (ul/ml)
Citrom 1
Borodka 1
Majoranna 0,25
Muskotalyzséalya 0,5
Limonén 4
o-pinén 6
Terpinén-4-ol 6
Linalool 6

Az ANOVA teszt kimutatta, hogy a kezelések kozott szignifikans eltérések vannak
(p=0.0003) illetve a kezelések hatasa is szignifikdns a felhasznalt mikroorganizmusok
esetében (p=0.0168). Tehat a felhasznalt illoolajok és komponenseik csokkentették a

biofilmképzést egyes esetekben illetve a kezelés hatdsa fiiggott a felhasznalt illdolajtol. A
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TukeyHSD tesztet alkalmazva, a B. cereus esetében sikeriilt szignifikans eltéréseket kimutatni
a kezelések és a kontroll csoport kozott illetve a kiillonb6zo kezelések kozott is (2. tablazat).

2. tablazat

Illéolaj/illéolaj komponens p érték
citrom-limonén 0.0065
citrom-linalool <0.001

citrom-terpinén-4-ol <0.001
citrom- a-pinén <0.001
boroka- a-pinén <0.001
bordka-limonén 0.0014
boroka-linalool <0.001
boroka-terpinén-4-ol <0.001
majoranna- kontroll 0.010
majoranna- o-pinén 0.0032
majoranna-linalool 0.0046
majoranna-terpinén-4-ol 0.0124
muskotalyzsalya- a-pinén <0.001
muskotalyzsalya-limonén <0.001
muskotalyzsalya-linalool <0.001
muskotalyzsalya-terpinén-4-ol <0.001
kontroll-limonén <0.001
kontroll- a-pinén <0.001
kontroll- terpinén-4-ol <0.001
kontroll-linalool <0.001

Az 1. abra és 2. tablazat alapjan elmondhatd, hogy az olajok nem mutattak
szignifikans eltérést sem a kontroll csoporttdl sem egymastol, kivéve a majorannat, amely
eltért a kontrolltol. Az illdolaj komponensek hatasosabbak voltak, mint az olajok ugyanis
szignifikans eltérést mutattak a tobbi olajtol illetve a kontrolltol is. Az dsszes komponens
kiilonbozik a kontrolltdl és az illdolajoktdl, de nem kiilonboznek egymastdl. A limonén
azonban nem kiilonbozik a majordnnatél sem. Az 1. abrdn a szignifikans eltéréseket

kiilonb6zd, a nem szignifikans eltéréseket pedig azonos betiikkel jeloltiik.
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1.abra Ill6olajok és illoolaj komponensek hatasa a Bacillus cereus biofilmképzésére

3.1.2 Illdolajok és illdolaj komponensek hatasa a Pichia anomala altal

képzett biofilmekre

A P. anomala é¢leszté esetében a komponensekre valo MIC értékeket a jelen

kisérletben talaltuk meg €s az Osszes €rteket a 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat

I1160lajok és komponensek MIC értek (ul/ml)

Citrom 0,75

Boroka 0,5

Majoranna 0,5
Muskotalyzsalya 1
Limonén 1
a-pinén 1
Terpinén-4-ol 1
Linalool 1

Osszehasonlitva a kezeletlen mintdkat a kezeltekkel, szignifikans eltérést talaltunk a
kontroll csoport és a majoranna esetében (p=0.029), a tobbi olaj és komponensnél viszont
nem (2. abra). Az 2.abra alapjan elmondhato, hogy a citrom és bordka olajok jobb biofilm
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képzést gatld hatast mutattak, mint komponenseik, a muskotalyzsalya esetében pedig a
komponens bizonyult hatdsosabbnak illetve a kontrollhoz képest a terpinén-4-ol és a linalool
mutat jelentdsebb csokkenést. Azonban a tesztek alapjan, ezek az eltérések nem bizonyultak
szignifikansnak. Az 2.4bran ezuttal is a szignifikans eltéréseket kiilonb6z0, a nem szignifikans

eltéréseket pedig azonos betiikkel jeldltiik.

Pichia anomala biofilm kepzes
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Kezeles

2.abra Illoolajok ¢s illoolaj komponensek hatasa a Pichia anomala biofilm képzésére

3.2 QS gatlas mérése

Az eredmények kiértékeléséhez, lemértiik a papirkorongok koriil keletkezett
depigmentalt zonékat, ezeket atlagoltuk €s a kontrollhoz viszonyitottuk. A kontroll esetében, a
csészékre helyezett korongot teljesen bendtte a baktérium. A felhasznalt olajok mindegyike
esetében észleltiink QS gatlast, hol kisebb, hol nagyobb mértékben. Az adatokat atlagoltuk és

feltiintettiik az atlagoktol valo eltéréseket is.
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3. abra Ill6olajok ¢és komponenseik anti-QS hatasa. Az A dbranaz 1 ul, a B dbrdna 2 pl és a
C abran a 3 pl-es kezelés lathatd. A kezelése a kovetkezd sorrendben szerepelnek: citrom,

limonén, bordka, a-pinén, majoranna, terpinén-4-ol, muskotalyzsalya, linalool.

A citrom-olaj esetében megfigyelhetd, hogy a QS gatlas jelen van, de minimalis. A

limonén esetében pedig egyaltalan nem észleltiink QS gatlast (3.4bra, 4.4bra). A kezelés

4. abra A citrom illoolaj anti-QS hatasa

A boroka esetében megfigyelhetd, hogy a QS gatlds koncentraciofiiggd. Magasabb

crer

jobb QS gatlo, mint f6 komponense, az a-pinén (3.4bra, 5.4bra).
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5. abra A borodka ill6olaj anti-QS hatasa

A majoranna esetében volt megfigyelhet6 a legnagyobb QS gatlas, Gigy az olaj, mint ennek
f6 komponense esetében és mindkettonél a legjobb gatlast 2 pl-nél értiik el. Ebben az esetben is

az olaj hatasosabb volt, mint a komponense (3.4bra, 6.4bra).

—

6. abra A majoranna anti-QS hatéasa (2ul)

A muskotalyzsalya olaj a masodik legjobb QS gatlonak bizonyult, a komponens hatasa
ebben az esetben is gyengébb volt. A legjobb gatlast a legmagasabb koncentracional értiik el
(3.4bra, 7.4bra).

7. abra A muskotalyzsalya anti-QS hatasa (2 ul)
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1V. Kovetkeztetések

Az egyre rezisztensebb mikrobialis térzsek megjelenése arra 6sztonzi a kutatokat,
hogy olyan antimikrobialis szereket talaljanak, amelyek hatékonyak, de nem vezetnek
fokozott rezisztenciahoz. Keresés elindult tehat olyan anyagok iranyaba, amelyek természetes
eredetiiek, mint példaul az illdolajok. Ugyanakkor a mikroorganizmusok biofilmet kialakito
képessége megneheziti a kezelések alkalmazasat ugyanis ezek sokkal rezisztensebbek, mint a

lebegd (planktonikus) formak (Lewis 2001).

Az ételmérgezést okozo Bacillus cereus Gram pozitiv baktérium biofilm képzése
szamos tényezotol fligghet. Egy 2009-es kutatdsban kimutattdk, hogy a B. cereus baktérium
sejtek mozgasképessége fontos szerepet jatszik a mikrotiter lapokra vald letapadasuk
esetében. A mozgasképesség abban az esetben is eldnyds, amikor 0j sejtek vallnak részeseivé
a biofilm kozosségnek, a mozgékonyabb sejtek hamarabb bekeriilnek, és védelmet
¢lvezhetnek (Houry 2009). A biofilmeket koriilvevd szerves matrixnak fontos szerepe van a
rezisztencia kialakitasdban is valosziniileg azaltal, hogy kozvetleniil kapcsolédva az
antibiotikumokhoz vagy mas gatloszerekhez, fékezi ezek bejutdsat a biofilm belsejébe

(Donlan 2000). Feltételezhetd, hogy az illdolajok esetében is hasonld a helyzet.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a felhasznalt illoolajok csokkentették a biofilm
képzést a B.cereus esetében. Az illdolajok f6 komponensei hatékonyabban gatoltak, mint
maguk az illoolajok. A komponensek szerkezetébdl kiindulva, a monoterpének (o-pinén és
limonén) hatékonyabban gatoltak a biofilm képzést, mint a terpén-alkoholok (linalool és
terpinén-4-ol). Valdsziniileg ezek az Gsszetevok befolyasolhattak a sejtek mozgasképességét
¢és mivel elsddleges célpontjuk a sejtfal és a sejthartya lehetséges, hogy a megtamadott, sériilt
sejt elvesztette feliilethez tapado képességét. Ugyanakkor hatékonyabban athatolhattak a mar
meglevd (4 6ra tapasztis utan) biofilmet koriilvevd matrix burkon ezaltal elérve a sejteket
ahol kifejthették hatasukat. Kutatasok kimutattak, hogy a Streptococcus epidermalis Gram
pozitiv baktérium esetében egyes illoolajok a biofilm teljes levalasat okoztak a letapadasi
felilletr6l és levalas utan a sejtek is elpusztultak (Nuryastuti és mtsai 2009). Fontos
megemliteni, hogy eredményeink ellentétben allnak egy 2008-ban végzett kutatassal, ahol
Listeria monocytogenes Gram pozitiv baktériumok biofilmje esetében az illdolaj
komponensek serkentették a biofilmek képzodését. A kutatasban az altalunk hasznalt a-pinén,
limonén és linalool komponenseket is vizsgaltak. Az eredményeket azzal magyaraztak, hogy

sziikség lenne az illoolaj teljes Osszetételére ahhoz, hogy ki tudja fejteni gatldo hatasat, a
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komponensek onmagukban erre nem voltak képesek (Sandasi és mtsai 2008). A mi
esetiinkben azonban a komponensek hatékony biofilm képzddést gatld szereknek bizonyultak,
ez valosziniileg a Bacillus és Listeria biofilmek kozotti kiilonbségekbdl adodik. A
szakirodalom szerint, a Listeria az egyik legvirulensebb ételmérgezést okozo baktérium, tehat
elképzelhetd, hogy az 4ltala képzett biofilmek sokkal rezisztensebbek a gatloszerekkel

szemben.

Az ¢élesztégombak hasonld okok miatt és hasonloképpen alakitanak ki biofilmeket
mint a baktériumok. A P.anomala biofilmek esetében csak a majoranna olaj bizonyult
hatékony gatlébanyagnak. Mas élesztok, példaul Candida albicans vagy Saccharomyces
cerevisiae esetében kimutattak, hogy a biofilmek altal képzett Szerves matrix Osszetétele
nagyon valtozo, akar fajfiiggd is lehet a gombak esetében (Baillie és Douglas 2000). Ez
nagymértékben befolyasolhatja a biofilm képzést gatld anyagok hatasat. Ugyanakkor a
S.cereviseae kevésbé virulens, mint a C.albicans és kutatasok soran sikeriilt kimutatni, hogy
ez utobbi altal képzett biofilmet koriilvevo matrix dsszetettebb volt (Chandra €s mtsai 2001).
A szakirodalom eléggé szegényes, ami a gombak altal képzett biofilmeket illeti, de néhany
kutatasban fellelhetd, hogy ezen biofilmek rezisztencidjat nemcsak a valtozatos szerves
matrix, hanem a feliiletfliggd génexpresszio is befolyasolja, tehat a letapadasi feliilet hatassal
lehet a rezisztenciara (Jenkins és Douglas 2002). Az altalunk vizsgalt P. anomala biofilmek
rezisztenseknek bizonyultak az Osszes olaj és komponens hatasara, kivéve a majorannat,
amelynek hatasa szignifikansan eltért a kontroll csoportétdl. A komponensének (terpinén-4-
ol) hatasatol valo eltérés azzal magyarazhatd, hogy az olaj teljes Osszetétele sziikséges volt
arra, hogy gatolja az élesztd biofilmképzését. Feltételezhetd, hogy az élesztd biofilmek

ellenallobbak a felhasznalt olajokkal szemben.

Az anti-QS hatas esetében mindegyik olajnal és komponensnél sikeriilt QS gatlast
Kimutatni, kivéve a limonént, ahol a komponens 6nmagaban nem volt elég a gatlashoz. A
legjobb eredményt a majoranna olajnal és komponensénél értiik el és ez kapcsolatba hozhat6 a
B.cereus és P.anomala biofilm képzését gatlo hatassal is. A QS mechanizmusnak fontos

szerepe van a biofilmek kialakulasaban, ezért ennek gatlasa befolyasolja a biofilmképzést is.

Eredményeink alapjan az ill6olajok, mint természetes eredetli szerek felhasznalasa
¢élelmiszerek tartOsitasara, illetve az €lelmiszeriparban hasznalt eszk6zok feliiletének biofilm
mentesitésére, gyakorlati szempontbol is igéretes teriilet. Az altalunk felhasznalt olajok és
komponenseik hatékony biofilm képzést gatld és anti-QS anyagoknak bizonyultak, kiilondsen

a majoranna ¢és f6 komponense a terpinén-4-ol.
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