TDK DOLGOZAT

Nagy Dominika

2023



ALLATORVOSTUDOMANYI EGYETEM

Gyogyszertani és Méregtani Tanszék

Gyogynoévénykivonatokat tartalmazo készitmeény
antimikrobialis hatékonysaganak in vitro meghatarozasa

Készitette:
Nagy Dominika

6. évf. 4o. hallgato

Témavezetok:
Dr. Kerek Adam
egyetemi tanarseged

ATE, Gyogyszertani és Méregtani Tanszék

Dr. Kovacs Lészl6
egyetemi tanarsegéd

ATE, Allathigiéniai, Allomany-egészségtani Tanszék és Mobilklinika

Budapest

2023



Tartalomjegyzéek

ROVIDITESEK JEGYZEKE ..ottt ettt 3
L. BBVEZEIES ..ttt ettt bbbt 4
2. 1rodalmi AHEKINTES .......cvveieee et 5
2.1. Az antimikrobidlis rezisztencia JelentOSEEe .......cvuvvvereeiieiieerieiie e e e 5
2.2.  Antibiotikum alternatiVaK ............ccoviiiiiiiieccc e 7
2.2.1 A gyogyndvényekrol Altalaban..........ccccceviiiiiiiiiiiiiie 7
2.2.2  TRYMUS VUIGAIIS. ... 11
2.2.3  MeNntha PIPEIITA ......cveivieie e 11
2.2.4  Eucalyptus gloDUIUS..........ooiiiieie e 11
2.2.5  TrachySPermum @mMMi ........c.cccveiueiiieieeiesee e ee e sre e ene e 12
2.2.6  CinNamomum CAMPROTE .....coviiiiiieieieie et 12
2.2.7  OCIMUM DASAIICUM ..o e 12
2.2.8  CUICUMA ONQA ...t 12
2.2.9  Egyeéb antibiotikum alternativak...............ccccoveviiiiiin e, 13

2.3.  Antibiotikum alternativak hatasanak vizsgalata brojlercsirkékben ...................... 13
2.4. Brojlercsirkék antibiotikum rezisztencia hordozasa..........c.c.cccccveveiceevesicseenenn, 14
3. CRIKItUZESEK ..vveeivieeiiie ettt et e et e e st e et e e e e e e na e e e nr e e e na e e enneas 16
4. ANYAQ €S MOUSZEN ... .cciuiieeitieite et st rte et este e este e te et e s e e s teeaesreestaesesreeareeeeaneesreas 17
4.1. A vizsgélt mikroorganizmusok és a gyogynoveny kivonat eredete ..................... 17
4.2, AQardiffUzids MOUSZEN.........couiiiiiece e 17
4.3, MiKrodillCios MOUSZEN .........ccviiieeeeeeiese et 18
4.4, VIalItds VIZSQAlAL.......cccoooieiiie e 20
5. ErEAMENYEK ..ottt 21
5.1.  AgardiffUzids eredmMENYEK.........c.coiveiiiieiicie et 21
5.2, Mikrohigitdsos eredmMENYEK.........cccceiriiriiirieiiie e 22
5.3.  Vitalitds vizsgalat eredmMENYEi........ccceiieiieieiicie e 26

6.  KOVEIKEZEELESEK ... ..eieieeieeieieie ettt sttt st be e e e 27
7. OSSZEIOGIAIAS .......c.ceeeeeeeeeeeee et 30
8. SUIMMAIY ...ttt bttt b e bbb e b b 31
9. 1r0dalOMJEGYZEK ...t 32
10.  KOSZONEINYIHIVANTIAS ......ooveiiieiiiiee et 39



C. albicans

E. coli

MBC

MFC

MIC

TSB

WHO

ROVIDITESEK JEGYZEKE

Candida albicans

Escherichia coli

Minimalis baktericid koncentracié (Minimum bactericidal concentration)
Minimalis fungicid koncentracié (Minimum fungicidal concentration)
Minimalis gatlo koncentracié (Minimum inhibitory concentration)
Tripton-szdja leves (Tryptone soy broth)

Egészsegugyi Vilagszervezet (World Health Organization)



1. BEVEZETES

Az antimikrobialis rezisztencia széles korben valo terjedése folyamatos kihivast jelent
az orvostudomany ¢és gyogyszerészet szamara a bakteridlis és gombas fertézések
kezelésében. Az antibiotikumok és antimikotikumok fontos eszkozei ezen fertézések
kezelésének, de a mikroorganizmusok egyre gyakrabban mutatnak rezisztenciat a kordbban
hatékony gyogyszerekkel szemben. Ezért egyre nagyobb figyelem iranyul a természetes
eredetii készitményekre, mint potencialis alternativakra az antimikrobialis kezelések
teriletén. A természetes gyogynovénykivonatokat tartalmazd készitmények igéretes
antibakteridlis és antimikotikus hatasokkal rendelkezhetnek, azonban biologiai sokfeleségiik
miatt hatékonysagukat in vitro mddszerekkel tesztelni kell. Az Egy Egészség (One Health)
tikrében kozos érdekiink, hogy mind a kdz-, mind pedig az allategészségligy szamara
megorizzilk az antimikrobialis szerek hatékonysagat, ezek hasznalatanak csokkentése,
részben vagy egészben torténd kivaltasanak egyik lehetséges alternativ megoldésai lehetnek

a gyogynovények.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az antimikrobialis rezisztencia jelentésége

Az antibiotikum rezisztencia terjedése napjaink egyik legjelentésebb problémaja. A
nem megfelelé és talzott mértékd antibiotikum hasznalat nehezen vagy egyaltalan nem
kezelhet6 fert6zések Kialakulasdhoz vezethet. A régodta alkalmazott antibiotikumok sok
esetben ma mar hatastalannak bizonyulnak, a multirezisztens baktériumok megjelenése
pedig komoly gondot okoz, mivel mar az Ujabban felfedezett antibiotikumok, valamint a
végs6 megoldasként alkalmazott (,,last-resort”) antibiotikumokkal szemben is egyre

gyakrabban alakul ki rezisztencia [1, 2].

Az antimikrobidlis szerek tulzott mértékii alkalmazasanak hatdsa megjelenik mind a
human- és allategészségugyben, de még a mezégazdasagban is megfigyelhet6 a hatasa [3].
A legujabb tudomanyos kutatasokon és felméréseken alapul6 becslések szerint, amennyiben
nem torténik radikalis valtoztatas az antibiotikum felhasznalasanak mertékeben és
maodjaban, 2050-re évente tizmillio halalos aldozattal lehet szamolni ebbdl fakaddan [3, 4].
Az antibiotikum rezisztencia terjesztésében szerepet jatszanak azok rezervoarjai, mint

példaul a szennyezett fold, viz, a korhazak, ipari teriletek, mezégazdasagi hulladékok [5].

Az antibiotikumok iranti kereslet a koztudatba Kkerllésuk Ota eltelt 60 évben
ugrasszeriien megnott, hasznalatuk egyre nagyobb mennyiségben és egyre szélesebb kdrben
terjedt el, aminek kdvetkeztében megugrott a rezisztencia mértéke is [6]. Ennek egyik
legfébb oka az antimikrobialis szerek nem elGirasszerii- €s nem megalapozott okkal torténd
hasznalata. Az Egészséglgyi Vilagszervezet (WHO) szerint akkor megfelel6 az
antibiotikum hasznalata, ha a beteg a gyogyszert megfelelé okbol, megfeleld dozisban és a
szlikséges ideig kapja, pontos tajékoztatassal ellatva, amely a lehet6 legkisebb koltséggel jar
a beteget és a tarsadalmat illetéen. Ha ezek koziil barmelyik feltétel nem teljesiil, azzal séril
a helyes felhasznalas feltételrendszere [7]. A helytelen antibiotikum felhasznalas
leggyakoribb okai kozé tartozik a hianyos tajékoztatas arrdl, hogy mely esetben szlikséges
az alkalmazésuk [7, 8], s6t egyes orszagokban az antibiotikumok recept nélkiili elérhetdsége,
valamint az, hogy a haztartdsokban nagy szamban megmarad az el6irt, el nem fogyasztott
antibiotikum, ok-okozati 6sszefiiggésben all a nem megfelelé dozisban, nem megfeleld ideig

és nem elGiras szerinti alkalmazasukkal [7].

Az allategészségiigyben, leginkabb a fejlodé orszagokban, komoly problémat okozhat

a nem terapias céllal torténd antibiotikum felhaszndlas, legfoképp a profilaxisként és



metafilaxisként, takarmanyban vagy ivovizben valé alkalmazésuk [3, 5, 6, 9-11]. Kina és
Brazilia a legnagyobb antibiotikum felhasznalok kozé tartoznak a haszonallattartés teruletén.
Dél-és Délkelet-Azsia intenziv allattartasa egyre ndvekszik, ezzel egyitt az antibiotikum
felhasznalasuk is. Napjainkhoz képest 2030-ra egyes eclemzok szerint szignifikans
mértékben meg fog néni az antibiotikum felhasznalas Indonézia (202%), Nigéria (163%),
Mianmar (205%), Peru (160%) és Vietndm (157%) tertiletén. Bangladesben a gazdalkoddk
94,16%-a hasznal antibiotikumot, amibdl a teljes antibiotikum felhasznalas 70%-a az
allattartasban jelenik meg [12]. A hozamfokozésra adott antibiotikumok javitjak a
takarmanyhasznositds mertékét, ezzel gyorsitjdk a sulygyarapodast [3], amit a hatdéanyag
terapias dozishoz képest alacsonyabb ddzisban torténd alkalmazasaval, teljes allomanyok
kezelése soran érnek el [5, 9]. Ezeket a szereket baromfifélékben gyakran a teljes felnevelés
ideje alatt alkalmazzak [9]. A nem egyenletes felvétel kdvetkeztében a vizzel, talajjal és
bélsarral kornyezetbe kerilt maradékanyagok hozzajarulnak a kornyezet terheléséhez,
ezéltal a rezisztencia terjedéséhez [3, 10, 13], az allati eredetii termékek, élelmiszerek révén
pedig eljutnak a fogyasztokig [14], hozzajarulva a human rezisztencia kialakulasahoz [10].
Az élelmiszer altal kdzvetitett antibiotikum maradékanyagokat leirtak sertés-, baromfi- és

marhahusban, valamint sertés majban, tejben és tojasban, halban és rdkokban is [13].

A felszini, valamint a szennyvizekben az antibiotikumok koncentracioja atlagosan 0,01-
1,0 pg/l kozott ingadozik, tehat a fobb ivoviz forrdsokban analitikai moédszerekkel
kimutathatok. Az antibiotikum maradvany a vizeken keresztill bejut a talajba, ahol a szer
feldusul. Az eddigi vizsgalatok soran levegéb6l nem tudtak kimutatni antibiotikumot,
valamint azok maradvanyait sem [13]. Zoldsegekben és gyumolcsokben a trdgyazas

kovetkeztében szintén leirtak mar az antibiotikum maradékanyagok jelenlétét [5, 9, 13].

A WHO mindezek kdvetkeztében inditvanyozta az antibiotikumok hozamfokozas
celjabol torténd felhasznalasanak tilalmat. Eurdpaban tilos az allattenyésztésben az
antibiotikumok hozamfokozas céljabol torténd felhasznaldsa, mas orszdgokban pedig,
példaul Kanadaban vagy az Egyesiilt Allamokban, korlatozasokat vezettek be [9, 14, 15].
Az Europai Uni¢ az 1831/2003/EK rendelete alapjan tiltja az antibiotikumok hozamfokozas
céljabol torténd alkalmazasat [16]. A fejlédé orszagokban azonban tovabbra is korlatozasok
nélkil alkalmazzak ezeket a szereket, mellyel részben képesek kompenzalni a rossz
telephigiénia, illetve tartastechnologiai kortlmeényeket, ezaltal csokkentik az allattartok
kiadasait és novelik a termelékenységet, ennek revén pedig a bevételt. Ennek ellenére az

antibiotikumok hozamfokozas céljabol torténd hasznalatanak betiltasa 6ta egy svéd felmérés
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szerint nem valtozott a termelékenyseég szintje [10]. Ez felveti a kérdest, hogy az
antibiotikumok ilyen jellegii hasznalata valoban anyagi haszonnal jar-e, hiszen azokat
rendszeres, folyamatos Utemezésben kell alkalmazni. Ez allandé kiadassal jar, de ha az adott
telep befektet annak fejlesztésébe, példaul a higiéniai- és jarvanyvédelmi allapotok
javitasaba, a tartastechnologia fejlesztésebe, akkor az egyszeri nagyobb kiadas hosszabb

tavon megtériilé elonyokkel jarhat [17, 18].

Ezen tényezok mindegyike hozzajarulhat a rezisztens vagy multirezisztens baktériumok
megjelenésehez. A rezisztens Salmonella, Escherichia coli (E. coli), Enterococcus és
Campylobacter torzsek legfobb hordozoi az élelmiszertermelé allatok [9, 11]. A
megfeleléen megvalasztott terapias dozissal jo eséllyel megakadalyozhatd a rezisztens
patogén vagy fakultativ patogén, de akar kommenzalista baktériumok kiszelektalodasa, az
ennél alacsonyabb dozis viszont hozzéjarul kiilonb6z6 mutaciokon keresztill a rezisztencia

kialakulasahoz [13].

2.2. Antibiotikum alternativak
Az antimikrobidlis rezisztencia a 21. szdzad problémaéja, ami rairanyitotta a figyelmet a
kiilonboz6 alternativak keresésére [19, 20], amelyek sok esetben nemcsak antibakterialis,

hanem tumorellenes, antiviralis szerként is alkalmazhat6ak [21].

2.2.1 A gyogynovényekrél altaldban

A gybégynovényeket és azok kivonatait évezredek 6ta hasznaljak a népi gyogyaszatban,
mind kozmetikai és mind gydgyaszati célbol [22]. A WHO felmérése szerint napjainkban az
emberek 80%-a hasznal terapias célbol gyogynodvényeket [23]. Ezek a ndvények vagy
novenyi részek altaldban 20-70%-ban két-harom f6 Osszetevobdl allnak, de egyéb
Osszetevok, példaul zsirsavak vagy kiilonb6zé kénszarmazékok is megtalalhatok
bennuk [22]. Az ezekbdl kivont illdolajok legfoképpen terpénekbdl, terpenoidokbol, alifas
¢és aromatikus részekbdl éplilnek fel [24, 25]. Ezeket az olajokat egy-két tipikus fenolos
Osszetevd jellemzi, Gigy mint példaul a karvakrol vagy timol [24]. A kémiai Osszetétel
meghatarozasa gazkomatograffal kapcsolt tomegspektrometridval (GC-MS) torténik,

mellyel azok sz&zalékos aranya hatarozhaté meg [26-30].

A szazalékos aranyt befolyasolja az adott foldrajzi kornyezet, a talajosszetétel, a
talajmiivelési modszerek, ezen feliil az adott év- és napszak, a begyiijtés, a tarolas és a
feldolgozas, az illdolaj kinyerésének maddszere a novénybdl, de az Gsszetevok aranyanak

vizsgalati modszere is hatassal van az eredményre, ezért pontos, egyseges illolaj 0sszetétel



nem hatarozhatdé meg [25, 26]. Ahhoz, hogy a jovében allatokon is alkalmazni lehessen
illoolajokat, nemcsak a kémiai Osszetevok meghatdrozasa a fontos, hanem az adagolés,
tarolds mddja, valamint azok koélcsonhatasa példaul a bélmikrobiommal [26, 31]. Az
illdolajok direkt alkalmazasa esetében megoldast kell talalni arra, hogy a magas
reaktivitdsukat csokkentsik, vagyis azon tulajdonsagukat, ami A&ltal konnyedén
kolcsonhatasba léphetnek a kornyezet vagy a takarmany egyes elemeivel, mikdzben a
biologiai aktivitasukat megorizziik. Az illdolajok stabilitasat sok tényezd befolyasolhatja,
ezek kozul a legfontosabbak a homérséklet, a fény, a kiillonboz6 fémek, a viz és az oxigén
mennyisége. Az illoolajok kdlcsonhatasba Iéphetnek a takarmény egyes dsszetevdivel, mely
befolyasolhatja azok miikodési mechanizmusat, példaul a magas rosttartalmu takarmanyok
csokkentik a hatékonysagukat. Az UV-fény, a magas homérséklet, paratartalom mind
oxidativ folyamatokat valthatnak ki az ill6olajokban, befolyasolva biol6giai hatasukat. Ezek
Kivédésére Uj modszereket, példaul Ugynevezett enkapszulaciot fejlesztenek ki, melyek
megvédik az ill6olajokat a kornyezet hatasaitol, mikozben elényés tulajdonsagaikat ki
tudjak fejteni. A mikroenkapszulacié sordn kiilonbdz6 anyagokkal (pl. liposzoma, protein-
poliszacharid komplex) védik az illolajat a kiilsé hatasoktol, ami két 6 funkciot lat el: az
oxidativ, fény, hdmérséklet stabilitasanak és az illoolaj bioldgiai aktivitasanak fenntartasat

valamint hogy az ill6olaj a megfeleld helyen (pl. vékonybél) fejtse ki a hatasat [26, 31, 32].

Az illdolajok kinyerése torténhet leparlassal, hidrodesztillacidval, vizgdzdesztillacioval
vagy egyéb mechanikus Gton, példaul hidegen sajtolassal [22, 33, 34]. Az illdolajok
hatékonyabb, azok aktiv 0Osszetevdinek kinyerése érdekében olyan Uj technikdk is
megjelentek, mint a szuperkritikus folyadék extrakcids (SCFE), szuperkritikus extrakcid viz
vagy szén-dioxid felhasznalasaval, ultrahangos asszisztalt extrakcios (UAE), mikrohullamos
asszisztalt extrakcios (MAE), olddszermentes mikrohullamos asszisztalt extrakcios (SFME)
és mikrohullama hidrodiffazi6 és gravitacios (MHG) mddszerek [26, 35].

A gyogyndvények antibiotikus és gombaellenes hatasanak vizsgalatara két altalanosan
hasznalt in vitro modszer létezik. Leggyakrabban minimalis gatld koncentracio (MIC),
minimalis baktericid koncentracidé (MBC) és minimalis fungicid koncentracio (MFC)
értékek meghatdrozasat végzik [24]; a maésik lehet6ség agaron torténd gatlasi zonak
meghatarozasaval torténik, papirkorong diffuzidés modszerrel [28, 36, 37]. Az agaron torténd
meghatarozasnal egy specifikus baktérium vagy gomba torzset oltanak szilard taptalajra,
majd az adott gyogyndovény illdolajaval, vagy kémiai komponensének oldataval atitatott

szlir6papirkorongot helyeznek a taptalaj felszinére. Az inkubécios id6 utan megfigyelhetd,
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hogy kialakul-e gatlasi zona. Minél nagyobb a sziirdpapirkorong koriili zona, annal erdsebb

géatld hatast fejt ki az illoolaj a baktériumra vagy gombara [38].

A MIC az antimikrobialis hatasu szerek azon legkisebb koncentracidja, amely hatasosan
gatolja az adott baktériumtoérzs vagy gomba ndvekedését, mig az MBC és MFC azon
koncentraciok, amelyek mellet mér elpusztul az adott korokozé [39, 40]. A MIC, MBC és
MFC értéekek meghatarozasanal kettes alapu higitasi sort készitenek. Az illdolajok lipofil
tulajdonsaganak athidalasa érdekében valamilyen olddszerben (detergensben) higitjak az
illoolajokat, miel6tt a higitasi sort elvégeznék. llyen példaul a dimetil-szulfoxid (DMSO), a
metanol vagy az etanol. A munkalemezre a tapleves bemérése utan, az elére meghatarozott
higitasi sort készitik el, az adott ill6olajjal, hatéanyaggal. Ezutan mérik be a vizsgalt
baktérium- vagy gombatdrzset a lemez 6sszes lyukdba. Minden esetben van egy pozitiv
(baktérium/gomba van, ill6olaj nincs) és egy negativ kontroll (csak tapleves). A higitési sor
elkészitése utan meghatarozott hémérsékleten, meghatarozott ideig inkubaljak azt, majd
megnézik, hogy melyik az a legkisebb higitas, amelyben mar nem szaporodott a
korokozo [39]. A virusellenes hatékonysag vizsgalata torténhet mikrolemezen,
virustitralassal sejtszuszpenzioban. Az inkubécios id6 elteltével a virusok citopatogén
hatasanak mértékét vizsgaljak meg kiilonb6z6 illdolajok koncentracidi mellett [41]. Az
antiviralis tulajdonsag egyik lehetséges oka az inozin-monofoszfat-dehidrogenaz enzim,
mely gatolja a de novo szintézisét a guanin nukleotidnak, amit kurkuma (Curcuma longa)
esetében irtak le [42].

Az ill6olajok biofilmellenes hatdsa meghatarozhat6 a minimalis biofilm gatlé
koncentracio (MBIC) és a minimalis biofilm eradikdlé koncentraci6 (MBEC)
vizsgélataval [39]. Human eredetii Pseudomonas aeruginosa esetében a kerti bazsalikom
(Ocimum basilicum) és az orvosi zsalya (Salvia officinalis) ill6olaja is mutatott biofilmgatld
hatast, valamint a mér érett biofilm csokkenését tapasztaltak. A kerti kakukkfii (Thymus
vulgaris) illbolaja gatolja az Enterococcus biofilm képzését azzal, hogy befolyasolja a
sejtegységet és az exopoliszacharid képzését [34]. A kurkuma (Curcuma longa) képes
csokkenteni a biofilm képzésért felelds transzkripcids gén expresszidjat €s csokkenti a

virulenciafaktorok megjelenését [42].

A gybégynovényeket és az azokbol kivont illéolajokat az antimikrobidlis szerek
hatékony kivaltasara fordithatjdk a jovoben, széleskort biocid aktivitasuk hatékonnya teszi

akar multirezisztens baktériumok és gombak ellen is 6ket [24, 41, 43, 44]. A kémiali



hatéanyagok kozll példaul a karvakrol, eugenol vagy a cinnamaldehid fungicid hatast
fejtenek ki Candida albicans (C. albicans) ellen, azon tdrzsek esetében is, melyek
rezisztensek voltak a hagyomanyos gombaellenes szerekkel szemben, mint példaul az

amphotericin-B vagy a flukonazol [41].

Az illoolajok kombinécidja a Kklinikumban hasznélt antibiotikumokkal megoldéast
jelenthet az antimikrobialis szerekkel szembeni rezisztencia csokkentésére [45, 46]. Az
ill6olajok visszadllithatjak az antibiotikumokkal szembeni érzékenységet és kiszélesithetik
az antimikrobidlis spektrumot. Multirezisztens baktériumokkal szemben bizonyos ill6olajok
és antibiotikumok kombinacitja ndvelheti az adott baktérium érzékenységét. In vitro
vizsgalatok sordn az ajovan (Trachyspermum ammi) és timol kombinacidja képes novelni a
ciprofloxacin hatékonysagat Pseudomonas areuginosa, Staphylococcus aureus (S. aureus)
és Streptococcus pneumoniae-vel szemben. Ennek oka, hogy ezen illdolajok nemcsak a
membran egységét képesek megbontani, hanem a fehérjék és orokitdanyag szintézisét is
befolyasoljak, ezzel erdsitve a ciprofloxacin DNS szintézis gatld hatasat. Ugyanezen
illéolajok erdsitették az amoxicillin hatasat a meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus
(MRSA) baktériummal szemben [45].

A legtdbb kutatds szerint az illéolajok hatékonyabbak lehetnek Gram-pozitiv
baktériumok ellen, aminek az oka lipofil tulajdonsaguk, és ebbdl kifolydlag az, hogy
penetralni képesek a sejtfalon keresztiil, ezzel megzavarva a membran és a membranon
beluli részek egységét és az energiatermelést [26, 34, 47, 48]. A fahéjfa (Cinnamomum
zeylanicum) ill6olajaban a cinnamaldehid és eugenol karbonil-csoportjuk altal képesek
meggatolni az enzimek termelddését, mely megkoti és inaktivalja a baktériumok sejtfalat,
melyet Salmonella esetében irtak le. Tovabba gatolja a S. aureus térzsek szaporodasat a
citromverbéna (Aloysia triphylla), mely a plazmamembran szerkezeti egységét bontja meg,

ezzel a citoplazma és a sejtszervecskék elvesztéset okozza, ami sejthalalt eredményez [34].

Az 1illoolajok gombaellenes hatdsa szorosan kotddik azok fenolt tartalmazo alkohol
Osszetevojéhez. In vitro és in vivo hatékonysagot mutattak ki oregand ill6olajanak esetében,
amit a karvakrol 6sszetevdjének tulajdonitanak [25]. Az ill6olajok gombak metabolizmuséra
kifejtett hatdsa kimutathatd fluoreszcein-diacetat (FDA) felhasznalasaval, mely bejut az
intakt sejtbe, ahol az addig szintelen és nem fluoreszcens vegydlet hidrolizis utjan egy
polarosabb, sargas-zoldes fluoreszcens anyagga alakul at. Ennek gatlasa illoolajok

jelenlétében mutatja azok hatékonysagat gombakkal szemben. Ez a hatékonysag 20%-tdl
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60%-ig is terjedhet C. albicans esetében, oregand, rozmaring, levendula, bazsalikom, anizs

és grapefruit illoolaj kiilonb6z6 koncentracidiban in vitro vizsgalatok alapjan [49].

2.2.2 Thymus vulgaris

A kerti kakukkfii (Thymus vulgaris) a Lamiaceae csaladba tartoz6 gyogynévény [21].
Legfobb kémiai osszetevdje a timol, ezen Kivil jelentés még a p-cimén, a y-terpinén tartalma
[22, 27, 29, 37], melyeknek kdszonhetéen az egyik legjelentdsebb antimikrobialis hatassal
rendelkez6 gyogynovényként tartjdk szamon [28]. Megfigyelték Salmonella [14, 27],
C. albicans [25, 27, 37] Enterococcus [27, 29, 34, 37], Staphylococcus [29, 34], és E. coli
[27, 34, 37] fajokkal szembeni antibakteridlis hatdsat. Ezen talmenden nemcsak
antimikrobidlis hatasat irtak le, hanem novekedésserkenté hatast is megfigyeltek, valamint

képes a biofilm megbontasara és annak eradikacidjara is hasznalhato [27].

2.2.3 Mentha piperita

A borsmenta (Mentha piperita) a Lamiaceae csalad tagja, aminek kortlbelil 30 fajtaja
ismert. A Mentha piperita két faj természetes hibridje: Mentha spicata L. és Mentha aquatic
L. [22]. A Mentha piperita illoolajanak két legfontosabb Osszetevéje a mentol és menton
[22, 36, 40]. Brojlercsirkék in vivo vizsgalatai sordn a Mentha piperita hatésara
takarmanyfelhasznalas novekedést, a bels6é szervek tomegének ndvekedéset, és csokkent
mortalitast figyeltek meg [50]. Hatasa bizonyitott tébbek kdzétt E. coli [21, 22, 34, 36], S.
aureus [22, 38], Enterococcus faecium [38], C. albicans [22], Salmonella enterica [22] ellen.
Gyomor-bélrendszeri gorcsoldasra is alkalmazhat6, ami szélhajtd, epehajtd, antibakterialis

és nyalkaoldd hatasanak koszonhet6 [38].

2.2.4 Eucalyptus globulus

A golyés eukaliptusz (Eucalyptus globulus) a Myrtaceae csaladba tartozé gyogyndveény,
mely Ausztralia egyik legjellegzetesebb ndvénye [22, 38]. In vitro vizsgalatok soran az
eukaliptusz olajnak antibakterialis és gombadlé hatasat figyelték meg, ezen feltl meggatolja
a prosztaglandin szintézisét. Allatkisérletekben kohdgéscsillapitd és surfactant hatasat is
megfigyelték. Belséleg alkalmazzak hurutoldasra és kiilséleg reumas panaszokra [38]. Az
Eucalyptus globulus illbolaj fébb kémiai Osszetevéje az eukaliptol, ezen felll megtalalhat6

benne az a-terpineol, y-terpinén és a-pinén [22, 24].

Antibakterialis hatasat kimutattak in vitro vizsgalatok soran E. coli, S. aureus [22]
esetén. In vivo kisérletekben brojlercsirkéknél eukaliptusz hatasara ndvekedett a testtomeg,

viszont csokkent a takarmanyhasznositas. A vakbélflora esetében novekedest tapasztaltak a
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tejsavbakterium szdmaban és csokkenést az E. coli esetében. Javult a latszolagos emésztes,
csokkent a szérum Kkoleszterol szintje, csokkent a telitett, és nétt a telitetlen zsirok aranya a

combizomban [51].

2.2.5 Trachyspermum ammi

Az ajovan (Trachyspermum ammi), az Apiaceae csaladba sorolhaté gyégynévény [30,
43]. Az olajat a magbdl nyerik ki, ennek legfontosabb hatéanyaga a timol, ezen kivil
tartalmaz cimolt, a-pinént, dipentént, y-pinént és karvakrolt [23, 35, 45]. Tradicionalisan
kohogés, gyulladasok, hasmenés, fejfajas, magas vérnyomas, hasi fajdalom, bronchitis és
influenza kezelésére hasznéljak [30]. Antibakterialis és gombaellenes hatasa mellet
kimutattdk rovarellenes hatasat is. Valoszinsithetdleg ez magas monoterpen
Salmonella fajok ellen [43], valamint gombak kozil C. albicans esetén irtak le
hatékonysagot [30].

2.2.6 Cinnamomum camphora

A kozonseges kamforfa (Cinnamomum camphora) a Lauraceae csalddba tartozo
ndvény, mely szubtropusi teriileteken honos [20]. Elsédleges kémiai 6sszetevéi a linalool,
eukaliptol, sabinene, a-terpineol, Kkariofillén, nerolidol, a-pinén, kamfor és B-pinén [20].
Antibiofilm hatdsat is leirtdk, mely hozzajarulhat a rezisztens baktériumok
visszaszoritdsahoz, példaul a tejel6 teheneknél visszatéré endometritist okozo E. coli torzsek
esetében [20, 39]. Antibakterialis hatdsat kimutattak nemcsak E. coli [20, 46], hanem

S. aureus ellen is [20].

2.2.7 Ocimum basalicum

A bazsalikom (Ocimum basalicum) a Lamiaceae csalad tagja, Azsia, Afrika, Kozép- és
Dél-Amerika tropusi és szubtropusi terlletein 6shonos, kortlbelul 70 fajtaja ismert [25, 44].
Régota hasznélatos megfazas, laz, kohogeés, asztma, arclreggyulladas, reumas tlnetek
enyhitésére és a sebgyogyulas elésegitésére [44]. Ill6olajabdl 47 komponens vonhatd ki,
kozilik legjelentésebb az esztragol, 1,8- cineol és a transz-o-bergamotén. Hatékonysagat
leirtak tobbek kdzott E. coli [34, 36], C. albicans [25, 37] és Enterococcus fajok [37] ellen.

2.2.8 Curcuma longa
A kurkuma (Curcuma longa) a Zingiberaceae csaldd tagja. A f6 kémiai Gsszetevoi a
kurkuma gyokértorzsébdl szarmazd fenolos kurkumin és més kurkuminoidok. Régota

hasznaljak ételszinez6 fiiszernovényként, ismert antimikrobidlis és rovarriasztd szerkent
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is [42]. Antioxidans hatasa jelent6s, képes gatolni a reaktiv nitrogén szabadgyokok (RNS),
valamint a reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS) képz6dését. A kurkuma indirekt médon is
kifejtheti antioxidans hatasat, csokkentve példaul a kataldz, a y-glutamilcisztein, a ligaz, a
glutation az S-transzferaz, a glutation-reduktaz, a glutation-peroxidaz, a szuperoxid-
dizmutaz mikodését. In vivo kisérletekben patkanyokon gatolta a lipid peroxidaciot [21].
Széleskorti antibakterialis, antiviralis és gombadlé hatasat figyelték meg S. aureus [21, 42],

E. coli, Salmonella typhimurium és C. albicans esetén [42].

2.2.9 Egyéb antibiotikum alternativak

Az egyéb antibiotikum alternativak kozil meg kell még emliteni a baktériumok egyes
mechanizmusainak gétlasaban, befolyasoldsaban vald beavatkozasi lehetdségeket, ilyen
példaul a membran permeabilitds fokozasa, az efflux pumpéak aktivitasanak csokkentése, a
kindz enzim és intrinsic antibiotikum rezisztencia gatlasa, anti-regulatorok, antibakterialis
virulencia faktorok, mikrobiom modulalésa, bakteriofdigok hasznalata [19]. Masik
megkozelitési lehetéség azon téplalékkiegészitok hasznédlata, mely a mikrobiom
helyreallitasara és egészségének fenntartasara helyezik a hangsulyt [48, 52]. Ezek kdzott
felsorolhat6 a pro-és prebiotikumok beépitése a takarmanyozasba, a takarmany minéségének
ellenérzése, enzimkiegészités, szerves savak adagolasa [48], valamint ciklikus diguanozin-

monofoszfat alkalmazésa [52].

2.3. Antibiotikum alternativak hatasanak vizsgéalata brojlercsirkékben

A baromfidllomanyok kezelésében egyre erdsebb a torekvés az antibiotikumok
hasznélatanak jelentds csokkentésére, valamint azok részben vagy egészben torténd
kivaltasara [53]. A gyogynovények novekedésre kifejtett hatdsanak, valamint patogének
elleni hatasanak vizsgalatara széleskorii paraméterek monitorozasa szikséges. Egyik
megkozelitts a napi  tdmeggyarapodas folyamatos nyomon  kovetése, a
takarmanyhasznositas, a vagasi suly és belsd szervek tdmegének mérése, valamint az
elhullas mértéke [50]. Masik lehetség, hogy a novekedés mértéke mellett hematologiai
értékeket, immunvalaszt is mériink. A lecentrifugalt vérmintabol biokémiai profil felallitasa
(glukoz, hagysav, total koleszterin, trigliceridek, HDL-hez valamint LDL-hez kotott
koleszterolszint) szikséges. Immunoldgiai szempontbol antitest mérésére is van lehet6ség

kiilonb6z6 korokozokkal szemben [53].

A mikrobiota és a bélrendszer morfoldgiajanak nyomon kovetese is alkalmas lehet az

antibiotikum alternativak hatasanak megfigyelésére. A bélrendszeri baktériumoknak fontos
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befolydsa van annak egészségre, valamint az allat novekedési erélyére. Feltehetdleg az
ill6olajok segitenek a bélbeli probiotikus baktériumok szabalyozasdban, pozitivan

befolyasoljadk az epithelium morfologiajat, ezzel hozzajarulnak a taplalékfelvétel

novekedésehez [54].

Ennek megitélésére mérheté a vékonybél kiilonbozé szakaszain (duodenum, jejunum,
ileum) a bélbolyhok magassaga [54, 55], a vakbélbdl szarmazo mintdk dsszetétele [55, 56].
A bélbolyhok morfologiaja mind makroszkopikusan mind mikroszkopikusan vizsgalhat, az
Osszehasonlitds szakirodalmi és elézetes kutatasi alapokra helyezhetd. Ennek sorén
megfigyelhet6 paraméterek az epithelium vastagsaga, az enterocitdk proliferacidja, a
kehelysejtek ndvekedeése, valamint az esetleges 1éziok dsszehasonitasa [55]. Szamos kutatas
Kiterjed egyes korokozokkal fert6zott csoportok vizsgalatara, példaul Salmonella enterica

vagy Clostridium perfringes esetén [14, 47, 57].

2.4. Brojlercsirkék antibiotikum rezisztencia hordozasa

Az élelmiszertermel6 allatok koziil a baromfi allomanyokban a masodik legmagasabb
az antibiotikum felhasznéalas mértéke [33]. Az antibiotikum tilhasznalasa és az abbol eredd
rezisztencia globalis probléma. A brojlercsirke &llomanyokban széleskdrben hasznélt
antibiotikumok lehetdvé teszik, hogy azok rezervoarként miikddjenek rezisztens
baktériumok szamara [15]. Ezek kdzé tartoznak példaul a Salmonella fajok, az E. coli, a

Campylobacter fajok és a Clostridium perfringens [14, 52].

A szubterdpids mennyiségben adagolt antibiotikumok legjelentdsebb el6nye a
novekedési erély fokozésa. Ennek oka, hogy az antibiotikumok cstkkentik a patogének
mennyiségét az allatban, mig elvékonyitjdk a nyalkahartyaréteget, és felerdsitik az
immunrendszer aktivitasat. A legfontosabb hatasuk, hogy befolyasoljak a bélrendszer
mikrobiomjat, csokkentve annak enzimmiikodését. Ezzel egyiitt novelik a tapanyagok
felszivodasat és a hasznos baktériumok mennyiségét [33]. Az antibiotikumokat korabban
megel6zés (profilaxis), megel6zés és terapias célbdl egyiittesen (metafilaxis) és terapias
célbol is hasznaltak. Az Eurdpai Unidban 2006 6ta, mig az Egyesiilt Allamokban 2017 6ta
tiltott az antibiotikumok hozamfokozé célbdl torténd felhasznalasa, azonban Brazilidban és

Kindban nincs ilyen jellegii korlatozas [15].

Elelmiszertermeld haszonallataink esetén a hasznalhat6 antibiotikumok mennyiségét a
maximalis maradékanyag szint (MRL) hatarozza meg, melyet mind az EU orszagaiban,

valamint az USA-ban is alkalmaznak. Ez a maximalisan megengedett farmakoldgiailag aktiv

14



anyagok, vagy annak metabolitjainak allatokbol szarmazd élelmiszerekben torténé
kimutathatdsagan alapszik. Ez az érték termékenkent valtozo lehet és az egyes orszagoktol
is fligg a hatarértéke [14].

A fentiek ellenére egyes kutatasok szerint a hustermékek tartalmaznak
antibiotikumokat, az Eurdpai Union belll példaul jelent6s a doxiciklin és az enrofloxacin
maradvany [14]. A legtdbb antibiotikum takarmannyal vagy vizzel kerul az allatokba,
melynek bizonyos szazaléka nem szivadik fel a gyomor-bélrendszerben, ennek
eredményeképpen pedig a felvett antimikrobidlis szernek akar 90%-a kijuthat a kdrnyezetbe,
amit bizonyitottak is bacitracin, Klortetraciklin, monenzin, penicillin, virginamicin esetén.
Ez a jelentés kornyezetterhelés pedig fokozottan hozzajarulhat az antimikrobialis

rezisztencia tovabbi terjedéséhez [52].
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3. CELKITUZESEK

Jelen kutatas célja, hogy egy mentolt, eukaliptusz olajat, kakukkfliolajat, kamfort, ajwan
olajat, bazsalikom olajat és kurkuma olajat tartalmazd gyogyndveny illoolaj készitménynek
in vitro hatékonysagat vizsgaljuk koz- és allategészségiigyi szempontbdl jelentds baktérium
és gombatorzseken. Napjaink kiemelt probléméja a baktériumokkal és gombéakkal szembeni
rezisztencia globalis és széles korii terjedése. Ezért sziikség van kiilonboz0 alternativakra,
amelyek segitségével csokkenthetok vagy egyes esetekben kivalthatok az antimikrobialis
szerek hasznalata. A gydgynovényekbdl kivonhato illoolajok erre adhatnak lehetdséget. A
vizsgalatok soran agardiffuzids és mikrodiltcios modszerek segitségével néztiik a kombinalt
készitmény hatékonysagat. Az in vitro eredmények tiikrében pedig lehetéség nyilik tovabbi

in vivo vizsgalatok tervezésére a jovoben.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. A vizsgéalt mikroorganizmusok és a gyogyndvény kivonat eredete

Az agardiffizids vizsgalatokhoz a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem
Georgikon Campus, Takarmanyozastani és Takarmanyozas-élettani Tanszékének
torzsgylijteményét hasznaltuk fel. A mikrodilUcios vizsgélatokhoz a Gydgyszertani és
Meéregtani Tanszék korabbi, baromfibdl izolalt és Microbank™ rendszerben (Pro-Lab
Diagnostics, Richmond Hill, Kanada) -80 °C-on tarolt térzseket hasznaltunk fel. A torzsek

listajat az 1. tablazat foglalja dssze.

1. dbra A vizsgélatokhoz felhasznalt mikroorganizmusok

Agardiffazio Mikrodillcio
Faj  Mennyisg Faj  Mennyiség
E. coli 1db E. coli 16 db
Pseudomonas aeruginosa 1db Salmonella spp. 16 db
Enterococcus faecalis 1db Enterococcus spp. 16 db
S. aureus 1db S. aureus 16 db
C. albicans 1db C. albicans 8 db

A vizsgalt készitményt a Garuda Trade Kft. bocsajtotta rendelkezésinkre, Lig-Biotic
itatofolyadék névvel. Osszetételét tekintve a termék mentol, eukaliptusz, kakukkfii, kamfor,

ajwain, bazsalikom és kurkuma ill6olaj kivonatokat tartalmazott.

4.2. Agardiffaziés modszer

A vizsgalathoz Petri-cseészéket hasznaltunk, melyek Mauller-Hinton taptalajt (Biolab
Zrt., Budapest, Magyarorszag) tartalmaztak. A 12 dras mikrobatenyésztést kovetden a
baktériumszuszpenzidkbél egy-egy agarra 0,1 ml-t szélesztettiink. A lemezekben steril
dugofuroval lyukakat vagtunk (4 mm atmérd), amelyekbe a vizsgalt készitménybdl 0,1 ml-t
mértink be. A kontroll lyukakba a baktériumot nem tartalmazdé tapleves kerult. Végezetil a
Petri-csészéket 37 C-on 18-24 o6ran keresztll inkubaltuk, majd a lyukak kordl kialakult
gatlasi zondk nagysaget értékeltik. Minden vizsgalatot negy ismétlésben végeztink. A
vizsgalatok alapjat a Foldmuvelésiigyi és Vidékfejlesztési Minisztérium NOvény- €S
Talajvédelmi Foosztalya altal kiadott fungicid és baktericid vizsgalati modszertan
képezte [58].
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4.3. Mikrodiltciés modszer

A -80 °C-on tarolt baktériumtorzseket a vizsgalatot megel6z6 napon 3 ml tripton-széja
levesbe (TSB) oltottuk, majd 18-24 6rén &t inkubaltuk 37 °C-on. A vizsgalatokat 96 lyuku
mikrotiter lemezeken (VWR International, LLC., Debrecen, Magyarorszag) vegeztik el. A
munkalemezek els6 oszlopanak kivételével a lyukakat 90 pl TSB-vel (1. 1épés) toltottik fel
(1. dbra). Ezt kovetden elkészitettilk a készitmény torzsoldatanak feles higitasat TSB-vel,
igy a kettes alapu higitasi sor a vizsgalt készitmény kétszeres higitasaval kezd6dott és
egészen annak 1024x higitasaig tartott. A feles higitasbol 180 ul-t mértiink a munkalemezek
els6 oszlopaba (2. 1épés), majd 2-es alapl higitasi sort készitettiink beldle (3. 1épés), a
munkalemez 10. oszlopa utan a felesleges oldatot pipettaheggyel egyiitt eldobtuk, igy
minden oszlopban 90 pl oldat maradt. Minden baktériumtdrzs vizsgélatahoz egy-egy sort

hasznaltunk a munkalemezen (2. abra).

1. 1épés: feltoltés

@ 90 pl
4x

2X 8x 16x 32x 64x 128x 256x 512x 1024x

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
A 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 + | -
B 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 + | -
C 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 + | -
D 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 + | -
E 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 + | -
F 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 + | -
G 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 + | -
H 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 + | -

2. abra A lemezek feltdltése 90 ul TSB-vel

2. 1épés: bemérés 3. 1épés: higitasi sor készitése 90 pl feleslegben kidob

90 pl

VNN NN N NN Y

2X 4x 8x 16x 32x 64x 128x 256x 512x 1024x

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12
A] 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
By 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
CQp 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Dy 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Ej 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
FJ 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
GJp 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Hj 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -

3. &bra Kettes alapu higitasi sor készitése, az els6 oszlop feltoltése 180 pl kiindul&si
koncentracioval, majd 90 ul tovabb mérése és szuszpendalasa a 10. oszlopig
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Egy segédlemezen 25-sz6rds higitasban 0,5 McFarland értékre beallitva elékészitettiik
a baktériumok raoltdsahoz szikséges baktériumszuszpenziot. Ehhez minden segédlemezt
240 pul TSB-vel toltottink fel (3. abra), majd minden lyukba 10 pl alaposan vortexelt
baktériumszuszpenziot mértiink (4. 1épés). Ezt kovetden a baktériumtorzseket az elkészitett
munkalemezekre oltottuk, a kettes alapd higitasi sort tartalmazo lemezek 11. oszlopétdl
kezdve haladva visszafelé minden lyukba 10 pl baktériumszuszpenzidt pipettazva a
segédlemezrdl (5. 1€épés). A 11. oszlop pozitiv kontrollként szolgalt (baktériumszuszpenzid

és leves), a 12. oszlop negativ kontrollként (csak leves) szolgalt (4. abra).

4. |épés: a baktériumszuszpenzié beallitasa 0,5 McFarland értékre 10 l

I I 4N X > o>

4 S 6 7 8 9 10 11 12
Al 240 240 240 240 240 240
B | 240 240 240 240 240 240
C]|l 240 240 240 240 240 240
D] 240 240 240 240 240 240
E | 240 240 240 240 240 240
F 1 240 240 240 240 240 240
G| 240 240 240 240 240 240
H] 240 240 240 240 240 240

4. dbra A baktériumszuszpenzid 25x higitasanak elkészitése segédlemezen

5. Iépes: a bakteriumszuszpenzio bemérese 10 pl

@@@@ AR RRARARA

16x 32X 64x  128x 256X 512x 1024x
1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 | 12

90 | 90 90 | 90 90 | 90 90 | 90 | 90 90
90 | 90 90 | 90 90 | 90 90 | 90 | 90 90
90 | 90 90 | 90 90 | 90 90 | 90 | 90 90
90 | 90 90 | 90 90 | 90 90 | 90 | 90 90
90 | 90 90 | 90 90 | 90 90 | 90 | 90 90
90 | 90 90 | 90 90 | 90 90 | 90 | 90 90
90 | 90 90 | 90 90 | 90 90 | 90 | 90 90
90 | 90 90 | 90 90 | 90 90 | 90 | 90 90 + -
5. abra A baktériumszuszpenzié rameérése a munkalemezre a pozitiv kontrolltol kezdve

I N R R R
]

IG)TII'HUOUJ:D

A munkalemezeket ezt kovetéen 18-24 dran keresztil 37 °C-on inkubaltuk, majd
vizudlisan elbiraltuk a MIC értékeket a pozitiv (11. oszlop) kontrollhoz viszonyitva, a
zavarosodas mértéke alapjan biraltuk el: +++ (jelentds), ++ (mérsékelt), + (enyhe), +0
(nehezen megitélhetd), - (nincs). A - és = jeldlessel ellatott lyukakat negativ eredménynek

tekintettlk, mig pozitiv eredménynek a +, ++, +++ jel6léssel ellatott lyukak mindsiiltek.
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4.4. Vitalitas vizsgélat

A vizsgélathoz 0j munkalemezeket készitettiink, melyek els6é oszlopat kivéve minden
oszlopba 90 pl Miiller-Hinton levest pipettaztunk, az els6 oszlopba pedig a készitmény 1:1
aranyu higitasat 180 pl mennyiségben, majd kettes alapon végig higitottuk. Baktérium
fajonként 4-4 db torzset vizsgaltunk. Elkészitettik a kordbbiakban leirt baktériumhigito
lemezt: 240 pl leveshez 10 pl mikroba szuszpenziot mértiink a tomény baktérium
szuszpenziokbol. A higitott szuszpenziokbol 10 pl-t pipettaztunk a lemezek megfeleld
oszlopaiba. A lemezeket 24 6ran keresztul inkubaltuk 41 °C-on. Az inkubaciot kovetden a
100 pl szuszpenzidt tartalmazé lyukakhoz 20 pul MTS-formazan oldatot pipettaztunk. 1,5 6ra
inkubaciot kovetden spektrofotométer segitségével 492 nm-en leolvastuk az abszorbancia

értékeket.

A kisérletinkben alkalmazott MTS-formazén vitalis festés hasznalata soran kapott
abszorbancia értékekb6l kovetkeztettiink a kezelést kovetd ¢él6 baktériumsejtek
mennyisegére, a pozitiv (+) és negativ (-) kontrollhoz képest (6. abra). Az abszorbancia
értékek segitsegevel kiszamoltuk a lyukakban 1évo életképes mikrobak szazalékos
csokkenését a pozitiv kontrollokhoz viszonyitva. Hatékony baktériumszam csokkenésnek
azon koncentraciok tekinthetok, melyek esetén az életképes mikrobak mennyisége legalabb

a felére csokkent (ECsg érték).

P e “',‘ — — g —

ch T _ P - - - - e e e m— .

6. Abra Az MTS-formazannal torténé kezelést kovetd szinreakcid. A + jeldlés a pozitiv
kontroll, a — jel6lés pedig negativ kontroll soran tapasztalhaté szinreakcio.
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5. EREDMENYEK
5.1. Agardiffuziés eredmények

Az eredmények alapjan a készitménynek antimikrobidlis hatasa volt megfigyelhetd
S. aureus baktériumra nézve, a gatlasi zona atlaga 15,89 mm volt, 2,15 mm szdrassal.
Gyenge hatas volt megfigyelheté Enterococcus faecalis esetén, a gatlasi zona atlaga 6,58
mm volt, 0,67 mm szérassal; E. coli és Pseudomonas aeruginosa esetén a gatlasi zonak

atlagai 5,17 (1,27 SD) es 5,56 mm (2,01 SD) voltak. Szintén gyenge volt a megfigyelhetd

hatas C. albicans esetén, ahol a gatlasi zona atlaga 7,58 mm, szorasa 1,00 mm volt (7. abra).

7. abra Az agardiffuzios vizsgalat eredményei. Az ,,A” dbrarészen a S. aureus esetén, a ,,B”

abrarészen a C. albicans esetén megfigyelhet6 kialakult gatlasi zonak lathatok.
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Az eredmények értékelése soran a <8 mm gatlasdi zona esetén nem feltételeziink hatéast,
8-12 mm ko6zo6tt mérsékelt érzékenységrol beszéliink, >12 mm esetén pedig érzékenynek

tekintjik a torzset.

5.2. Mikrohigitasos eredmények

A mikrohigitasos modszerrel végzett vizsgalat eredmeényei kozil a 16 baromfi eredett,
parhuzamos vizsgalat soran egyoOntetiien jol lathato volt a baktériumok szaporodasa, minden
esetben zavarosodast tapasztaltunk. A pozitiv kontroll pozitiv volt, a negativ kontroll esetén
nem tapasztaltunk befert6z6dést. A készitmény 2x, 4x és 8x higitasa esetén tapasztaltunk
mérsékelt zavarosodast (++), az ennél nagyobb higitasok erés zavarosodast (+++) mutattak
(2. téblazat). Ez alapjan megallapithatd, hogy a készitmény legkisebb, 2x higitasban
6nmagaban nem alkalmas bakteriosztatikus hatast kifejteni az E. coli baktériumfaj ellen, az
els6 harom higitasban tapasztalt mérsekelt zavarosodas viszont arra utal, hogy némi hatést
kifejt a baktériummal szemben. Ez egybevag az agardiffizids vizsgélat soran tapasztalt
kisebb méretli gatlasi zona megjelenésével.

2. tblazat Az E. coli torzsek (1-16. izolatum) MIC vizsgalatanak eredményei a zavarosodas

mértékének jeldlésével, az egyes higitasok esetén

1. plate 2X 4x 8X 16x 32x 64x | 128x | 256x | 512x | 1024x +
E. coli 1. ++ ++ S I +++ +++ | -
E. coli 2. ++ ++ = s o +++ +++ | -
E. coli 3. ++ ++ = s o +++ +++ | -
E. coli 4, ++ ++ = s o +++ +++ | -
E. coli 5. ++ ++ = s o +++ +++ | -
E. coli 6. ++ ++ = s o +++ +++ | -
E. coli 7. ++ ++ = s o +++ +++ | -
E. coli 8. ++ ++ = s o +++ +++ | -

2. plate 2% 4x 8x 16x 32x 64x | 128x | 256x | 512x | 1024x +
E. coli 9. ++ ++ S = I I I e o I o e +++ +++ | -
E. coli 10. ++ ++ L I I I I e o I I +++ +++ | -
E. coli 11. ++ ++ L I I I I e o I I +++ +++ | -
E. coli 12. ++ ++ L I I I I e o I I +++ +++ | -
E. coli 13. ++ ++ L I I I I e o I I +++ +++ | -
E. coli 14. ++ ++ L I I I I e o I I +++ +++ | -
E. coli 15. ++ ++ L I I I I e o I I +++ +++ | -
E. coli 16. ++ ++ L I I I I e o I I +++ +++ | -
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A Salmonella fajokon végzett parhuzamos vizsgalatok szintén egyontetlien ugyanazt az
eredményt mutattak, mint amit az E. coli esetén tapasztaltunk. Tehat a hdrom legkisebb
higitas mérsékeltebb zavarosodast mutatott, ami arra utal, hogy a baktériumok nem tudtak
annyira hatékonyan szaporodni, mint az ennél nagyobb higitasok esetén. Egy torzs esetben
tapasztaltunk enyhe zavarosodast, azonban ott is csak a 2x higitas sordn (3. t&blazat).
Eredményeinket a vitalitas vizsgalat sordn kapott eredmények is alatdmasztottak. Tehéat
6nmagaban a készitmény Salmonella fajok esetén sem alkalmas arra, hogy teljes mértékben

gatolja a baktériumok szaporodasat.

3. tablazat A Salmonella spp. térzsek (1-16. izolatum) MIC vizsgélatanak eredményei a

zavarosodas mertékének jelolésével, az egyes higitasok esetén

3. plate 2X 4x 8x 16x | 32x | 64x | 128x | 256x | 512x | 1024x +
Salmonella spp. 1. + ++ ++ +++ | A+ | A+ | | | At +++ +++ -
Salmonella spp. 2. ++ ++ ++ +++ | A+ | A+ | | | At +++ +++ -
Salmonella spp. 3. ++ ++ ++ +++ | A+ | A+ | | | At +++ +++ -
Salmonella spp. 4, ++ ++ ++ +++ | A+ | A+ | | | At +++ +++ -
Salmonella spp. 5. ++ ++ ++ +++ | A+ | A+ | | | At +++ +++ -
Salmonella spp. 0. ++ ++ ++ +++ | A+ | A+ | | | At +++ +++ -
Salmonella spp. 7. ++ ++ ++ +++ | A+ | A+ | | | At +++ +++ -
Salmonella spp. 8. ++ ++ ++ +++ | A+ | A+ | | | At +++ +++ -

4. plate 2x 4x 8x | 16x | 32x | 64x | 128x | 256x | 512x | 1024x +
Salmonella spp. 9. ++ ++ e I B el T o o B S o I
Salmonella spp. | 10. ++ ++ e I B el T o o B S o I
Salmonella spp. | 11. ++ ++ e I B el T o o B S o I
Salmonella spp. | 12. ++ ++ e I B el T o o B S o I
Salmonella spp. | 13. ++ ++ e I B el T o o B S o I
Salmonella spp. | 14. ++ ++ e I B el T o o B S o I
Salmonella spp. | 15. ++ ++ e I B el T o o B S o I
Salmonella spp. | 16. ++ ++ e I B el T o o B S o I
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Az Enterococcus fajok esetén hasonl6 modon csak a harom legkisebb higitas esetén
tapasztaltuk a mérsékelt zavarosodast (4. tablazat). Osszességében tehat elmondhatjuk,
hogy dnmagaban a készitmeny nem tudja teljes mértékben meggatolni a vizsgalt izolatumok

szaporodasat.

4. tblazat Az Enterococcus spp. torzsek (1-16. izolatum) MIC vizsgalatanak eredményei a

zavarosodas mertékének jelolésével, az egyes higitasok esetén

5. plate 2X 4x 8x 16x | 32x | 64x | 128x | 256x | 512x | 1024x +
Enterococcus spp. 1. ++ ++ B I e e T o 2 O S SO T T S R
Enterococcus spp. 2. ++ ++ B I e e T o 2 O S SO T T S R
Enterococcus spp. 3. ++ ++ 4 | A | | AR | | | A | | | -
Enterococcus spp. | 4. ++ ++ 4 | A | | AR | | | A | | | -
Enterococcus spp. 5. ++ ++ 4 | A | | AR | | | A | | | -
Enterococcus spp. 6. ++ ++ 4 | A | | AR | | | A | | | -
Enterococcus spp. 7. ++ ++ 4 | A | | AR | | | A | | | -
Enterococcus spp. 8. ++ ++ 4 | A | | AR | | | A | | | -

6. plate 2X 4x 8x 16x | 32x | 64x | 128x | 256x | 512x | 1024x +
Enterococcus spp. 9. ++ ++ 4 | A | | AR | | | A | | | -
Enterococcus spp. | 10. ++ ++ 4 | A | | AR | | | A | | | -
Enterococcus spp. | 11. ++ ++ ++ | A | A | A | A | A | +++ +++ -
Enterococcus spp. | 12. ++ ++ B I B i e e e e R SO S R O
Enterococcus spp. | 13. ++ ++ B I B i e e e e R SO S R O
Enterococcus spp. | 14. ++ ++ ++ | A | A | A | A | A | +++ +++ -
Enterococcus spp. | 15. ++ ++ ++ | A | A | A | A | A | +++ +++ -
Enterococcus spp. | 16. ++ ++ B I B i e e e e R SO S R O

A készitmény legkifejezettebb hatésa S. aureus esetén volt megfigyelhetd. A 2x higitas
esetén enyhe zavarosodas volt megfigyelhet6 a legtobb torzs esetén, egy torzs esetében a 4x
higitasnal is, egy torzs esetén pedig az 6sszes higitdsban enyhe zavarosodas volt lathat6
(5. tdblazat). A mikrohigitasos eredményeink egybevagnak a vitalitdas vizsgalat soran
tapasztalt szazalékos csokkenés mértékével, valamint korrelalnak az agardiffizios vizsgalat
soran megfigyelt gatlasi zonak méretével. Osszességében tehat elmondhatjuk, hogy a
készitmény leginkabb a S. aureus baktérium okozta fertézések kiegészitd kezelésében lehet

a legigéretesebb a gyakorlati felhasznalas soran.
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5. tablazat A S. aureus torzsek (1-16. izolatum) MIC vizsgalatanak eredményei a

zavarosodas mértékének jelolésevel, az egyes higitasok esetén

7. plate 2X 4x 8x 16x | 32x 64x | 128x | 256x | 512x | 1024x +
S. aureus 1. + + + + + + + + + + +++ | -
S. aureus 2. + ++ e B I I I I B I S N
S. aureus 3. + + e B I I I I B I S N
S. aureus 4, ++ ++ e B I I I I B I S N
S. aureus 5. + ++ e B I I I I B I S N
S. aureus 6. + ++ e B I I I I B I S N
S. aureus 7. + ++ e B I I I I B I S N
S. aureus 8. + ++ e B I I I I o I S O

8. plate 2X 4x 8X 16x 32X 64x | 128x | 256x | 512x | 1024x +
S. aureus 9. + ++ N I I O (N O N S I B O B T I
S. aureus 10. + ++ N I I O (N O N S I B O B T I
S. aureus 11. + ++ N I I O (N O N S I B O B T I
S. aureus 12. + ++ N I I O (N O N S I B O B T I
S. aureus 13. + ++ N I I O (N O N S I B O B T I
S. aureus 14. + ++ N I I O (N O N S I B O B T I
S. aureus 15. + ++ B B I I I e B I i e B o
S. aureus 16. + ++ B B B B I e I e o

A C. albicans gomba esetén szintén csak a készitmény harom legkisebb higitasa soran
figyeltink meg mérsékeltebb zavarosodast, az 0sszes tobbi esetben nem csokkent a

zavarosodas mértéke a pozitiv kontrollhoz képest (6. tablazat).

6. tablazat A C. albicans torzsek (1-8. izolatum) MIC vizsgélatanak eredményei a

zavarosodas mertékének jelolésével, az egyes higitasok esetén

9. plate 2% 4x 8x 16x 32x 64x | 128x | 256x | 512x | 1024x +
C. albicans 1. ++ ++ ++ +H+ | | A | | A | +++ +++ | -
C. albicans 2. ++ ++ ++ +H+ | | A | | A | +++ +++ | -
C. albicans 3. ++ ++ ++ +H+ | | A | | A | +++ +++ | -
C. albicans 4. ++ ++ ++ +H+ | | A | | A | +++ +++ | -
C. albicans 5. ++ ++ ++ +H+ | | A | | A | +++ +++ | -
C. albicans 6. 4+ | | | | | | R | R | | A | R | -
C. albicans 7. 4+ | | | | | | R | R | | A | R | -
C. albicans 8. 4+ | | | | | | R | R | | A | R | -
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5.3. Vitalitas vizsgalat eredményei

Az eredményekbdl jol latszik, hogy az elvart legalabb 50%-o0s életképesség csokkenést
(ECs0) csak egy esetben érte el a készitmeny, ott is csak annak 1:1 aranyu higitasa esetében.
Ez a torzs egy Salmonella Typhimurium volt. A toébbi Salmonella spp. és Escherichia coli
izoladtum (7. t&blazat), valamint Enterococcus spp. esetén nincs elfogadhatdé mértékii

életképesség csokkenés.

7. tablazat Az életképesség valtozasa a pozitiv kontrollhoz képest %-ban kifejezve

Ssz. 2X 4x 8x 16x | 32x | 64x | 128x | 256x 512x 1024x

1-4. Salmonella spp., 5-8. Escherichia coli

A S. aureus torzsek esetéen a legtobb esetben a 2x, 4x higitasok esetén volt
megfigyelhetdé szamottevd életképesség csokkenés, valamint a 13. torzs esetén volt a
nagyobb higitasok esetén is jelentdsebb mértékii az életképesseg csokkenese, azonban ezek

egyike sem érte el az elvart ECso értéket (8. tblazat).

8. tablazat Az életképesség valtozésa a pozitiv kontrollhoz képest %-ban kifejezve

9-12. Enterococcus spp., 13-16. S. aureus
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6. KOVETKEZTETESEK

Vizsgéalataink sordn osszetételét tekintve egy mentol, eukaliptusz, kakukkfii, kamfor,
ajwain, bazsalikom és kurkuma ill6olaj kivonatokat tartalmazo készitmény in vitro
hatékonysagat teszteltik allat- és kozegeszségligyi szempontbol fontos patogén
mikroorganizmusokkal (Salmonella spp., E. coli, Enterococcus spp., S. aureus és C.
albicans) szemben. Ennek soran agardiffazids és MIC-érték meghatarozast végeztink, majd

életképesség szempontjabol vitalitas vizsgalatot néztiink MTS-formazan segitségével.

Az agardiffazids eredmények alapjan a készitménynek a legkifejezettebb megfigyelhet6
antimikrobidlis hatasa S. aureus baktériumra nézve volt, a gatlasi zona atlaga 15,89 mm volt,
2,15 mm szérassal. Alsalamah és mtsai. bazsalikom levele esetén 11,3£0,071 mm, magva
esetén 8,0+£0,212 mm és szara esetén 6,8+0,021 mm gatlasi zonakat tapasztaltak [59], viszont
de Souza Araujo és mtsai. eukaliptusz kivonat esetében 27 mm gatladsi zona atméroét
mértek [60], Mota és mtsai. pedig 90 mm gatlasi zonat figyeltek meg [61]. Dedhia és mtsai.
kurkuma esetén 0,0+0,0 mm gétlasi zonat hataroztak meg [62]. Shanaida és mtsai. kakukkfii
esetén 31,0+0,20 mm gétlasi zonat mértek [63], Dahiya és mtsai pedig 21,0+0,1 mm gatlasi
z0nét figyeltek meg [64], Demirci és mtsai. 13 mm gatlasi zonat irtak le [65], Faleiro és
mtsai. viragkivonat esetén 6,0£0,0 mm géatlasi zonat mértek, levélkivonat esetén pedig
7,30,5 mm géatlasi zonat mértek [66]. Gyenge hatas volt megfigyelhetd Enterococcus
faecalis esetén, a gatlasi zona atlaga 6,58 mm volt, 0,67 mm szorassal. Shanaida és mtsai.
kakukkfli esetén 19,0+1,0 mm gétlasi zonat mértek [63].

E. coli esetén a gatlasi zondk éatlaga 5,17 (x1,27 SD) volt, Alsalamah és mtsai.
bazsalikom levele esetén 9,87+2,99 mm, magva esetén 7,50+4,87 mm és széra esetén
5,93+1,93 mm gétlasi zonékat allapitottak meg [59], azonban de Souza Aradjo és mtsai.
eukaliptusz kivonat esetében 20,2 mm gatlasi zona atmérét mértek [60], Ameur és
mtsai. csak 12,3+3,8 mm gatlasi zénat figyeltek meg [67], Mota és mtsai. pedig 30 mm
gatlési zonat tapasztaltak [61]. Shanaida és mtsai. kakukkfii esetén 30,0£1,0 mm gatlasi
z6nat meértek [63], Dahiya és mtsai. pedig 13,0+0,52 mm gatlasi zonat figyeltek meg [64],
Faleiro és mtsai. viragkivonat esetén 6,6+1,1 mm gatlasi zonat mértek, levélkivonat esetén
pedig 9,6+1,5 mm gatlasi zénat mértek [66]. Pseudomonas aeruginosa esetén a gatlasi zénak
atlaga 5,56 mm (2,01 SD) volt, Alsalamah és mtsai. bazsalikom levele esetén 7,75+1,28
mm, magja esetén 7,00+1,51 mm és széra esetén 5,67+0,83 mm géatlasi zonékat allapitottak
meg [59], ezzel szemben de Souza Araujo és mtsai. eukaliptusz kivonat esetében 26,3 mm

gatlasi zona atmér6t mértek [60], viszont Mota és mtsai. 0 mm gatlasi zonat figyeltek
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meg [61]. Demirci és mtsai. kakukkfii esetén 0 mm gatlasi zonat irtak le [65]. Salmonella
spp. esetén Mota és mtsai. 0 mm gétlasi zonat figyeltek meg eukaliptusz olaja esetén [61].
Faleiro és mtsai. kakukkfii virdgkivonat esetén 8,6x1,1 mm gatlasi zOnat mértek,

levélkivonat esetén pedig 8,0+1,0 mm gatlasi zénat figyeltek meg [66].

Szintén gyenge volt a megfigyelhet6 hatas C. albicans esetén, ahol a gatlasi zona atlaga
7,58 mm, szorasa 1,00 mm volt. Ehhez képest de Souza Aradjo és mtsai. eukaliptusz kivonat
esetében 26 mm gatlasi zona atmérét mértek [60], Mota és mtsai. pedig 50 mm gatlasi zénat
figyeltek meg [61]. Dedhia és mtsai. kurkuma esetén 1,9+0,8 mm gatlasi zonat hataroztak
meg [62]. Shanaida és mtsai. kakukkfii esetén 23,0+0,35 mm géatlasi zénat mértek [63],
Faleiro és mtsai. viragkivonat esetén 6,0+0,0 mm gatlasi zonat mértek, levélkivonat esetén

pedig 8,3+2,0 mm gatlasi zonat irtak le [66].

A mikrohigitdsos mddszerrel végzett vizsgalatok soran a készitmény 2x, 4x és 8x
higitasa esetén tapasztaltunk mérsékelt zavarosodast (++), az ennél nagyobb higitasok erds
zavarosodast (+++) mutattak. A Salmonella spp. a harom legkisebb higitds mérsékeltebb
zavarosodast mutatott. Iwinski és mtsai. egy kakukkfivet tartalmazé készitmény kiilonboz6
Salmonella szerovariansokat vizsgalva a készitmény 256-512x higitasa esetén figyeltek meg
baktericid hatast [68].

E. coli esetén a harom legkisebb higitds mérsékeltebb zavarosodast mutatott, egy torzs
esetében tapasztaltunk enyhe zavarosodast, azonban ott is csak a 2x higitas soran. Lagha és
mtsai. 0,19-0,78 pg/ml kozotti MIC-értékeket mutattak ki kakukkfii esetén [69]. Ebani és
mtsai. borsmenta esetén 1,14 pg/ml MIC-értéket figyeltek meg [70]. Mansouri és mtsai.
kakukkfi esetén 0,07-0,63 pg/ml MIC-értéket irtak le hatékonynak brojlercsirkékbdél izolalt
torzseknél; pulykakbol izolalt torzseknél szintén ugyanezt a tartoméanyt figyelték meg [71],
ugyanakkor Golestani és mtsai. 62,5 MIC-értéket hataroztak meg [72]. Kurekci és mtsai.
kutatasuk soran eukaliptusz hatéanyagra >1024 pg/ml MIC-értéket hataroztak meg [73].
Chodkowska és mtsai. egy tobbek kdzott kakukkflvet és mentolt tartalmazo illoolajtartalmd
készitményt vizsgalva annak 512x higitasa esetén figyeltek meg madarpatogén E. coli
(APEC) torzsek es 256x higitasa eseten nem APEC torzsek esetén baktericid hatast [74].

Az Enterococcus torzsek hasonlé médon csak a harom legkisebb higitas esetén mutattak
mérsékelt zavarosodast. Liu és mtsai. vizsgélatuk sordn kakukkfii MIC-értékét 512 pg/ml
koncentracioban hataroztak meg [75]. Kurekci és mtsai. kutatasuk soran eukaliptusz esetén
>1024 pg/ml MIC-értéket allapitottak meg [73].
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A keszitmény legkifejezettebb hatasa S. aureus esetén volt megfigyelhetd, itt a 2x
higitas esetén enyhe zavarosodds volt megfigyelhetd a legtobb torzs esetén, egy torzs
esetében a 4x higitasnal is megfigyeltlk ezt, egy torzs esetén pedig az 6sszes higitas soran
enyhe zavarosodast tapasztaltunk. Xiao és mtsai. kakukkfii esetén 0,125 pg/ml MIC-
értékeket irtak le [76]. A C. albicans gomba esetén szintén csak a készitmény harom
legkisebb higitasa soran figyeltiink meg mérsékeltebb zavarosodast. Jafri és mtsai. kakukkfii
esetén 1,56 pg/ml MIC-értéket figyeltek meg [77].

A vitalitas vizsgalat soran egy Salmonella Typhimurium torzs esetén a készitmeny
legnagyobb vizsgalt koncentracidja (1:1 arany higitas) esetén volt megfigyelhetd a kivant
ECso érték. Ezen kiviil jelent6s életképesség csokkenés volt megfigyelhetd S. aureus torzsek
esetén a 2x, 4x, 8x higitasok esetén és a 13. trzs tovabbi higitasai esetén is, azonban ezek
egyike sem érte el az elfogadhatd ECsxo értéket. Kurekci és mtsai. kutatasuk soran eukaliptusz
esetén >1024 pg/ml MIC-értéket hatarozott meg [73]. Ebani és mtsai. borsmenta esetében
18,24 pg/ml MIC-értéket figyeltek meg, kamfor esetén pedig 0,63-1,26 pg/ml kozotti
értékeket irtak le [78].

Osszességében elmondhatjuk tehat, hogy a készitmény onmagaban nem mutat
antimikrobidlis hatast, azonban Salmonella Typhimurium esetén a legtéményebb
koncentracio igéretesnek bizonyulhat, ez alapjan érdemes lehet ezzel a térzzsel in vivo
konvencionalis allatfertézés mellett vizsgalni a készitmény hatékonyséagat, ennek soran
mérni a sulygyarapodasra és a takarmanyfogyasztasra gyakorolt hatasat; ezen talmenden
pedig a Salmonella Typhimurium fertézés megeldzésében, valamint annak uritésére

gyakorolt hatasasat is vizsgalni.
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7. OSSZEFOGLALAS

A globélis szintre emelkedett antimikrobialis rezisztencia kdzos gondolkodasra sarkallja
az éllat- és kdzegészségiigy teriiletének szakembereit. Uj, az antibiotikumokat részben vagy
egészben kivaltani képes alternativ megoldasokra van sziikség; ilyen alternativaként johet
szbba a novényi illdolajok hasznalata. Kifejezetten igaz lehet ez az egyébként nagy
mennyiségli antibiotikumot felhasznald, élelmiszertermeld allatokat tart6 tizemekben.

Kutatasunk célja egy tobbféle novényi illbolaj kivonatokat (mentol, eukaliptusz,
kakukkfii, kamfor, ajwain, bazsalikom ¢és kurkuma) tartalmazo készitmeny in vitro
hatékonysaganak tesztelése hagyomanyos agardifflzios, valamint minimalis gatl6
koncentracié (MIC) érték meghatdrozds maddszerével;, az allat- és kozegeszséglgyi
szempontbol is fontos fakultativ és obligat patogén baktériumtoérzsek (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Enterococcus spp.), valamint Candida albicans
gombafajra nézve. Ezen kivil vizsgalatainkat vitalis festési eljarassal egészitettik Kki.

Vizsgalataink sordn az agardiffuziés és mikrodillcids vizsgalati modszerek hasonl6
eredményeket mutattak. A szaporodas gatlasat leginkabb Staphylococcus spp. izolatumok
esetén tudta kifejteni a készitmény, az agardiffizios gatlasi zona meérete 15,89+2,15 mm
volt, a mikrohigitasos mddszer soran a 2-8x higitasok esetén tapasztaltunk zavarosodas
csokkenést. A tobbi fajnal a legtéményebb koncentracidknal volt tapasztalhaté nagyobb
gatlési zona atméré (Enterococcus faecalis 6,58+0,67; Escherichia coli 5,17+1,27 mm;
Pseudomonas aeruginosa 5,56+2,01 mm; Candida albicans 7,58+1,00 mm), illetve kisebb
mértékli zavarosodast a taplevesben (2-8x higitasok). A készitmény egyetlen esetben sem
tudta a baktériumok szaporodéasat teljes mértékben gatolni; igy sem bakteriosztatikus, sem
baktericid hatasrol nem beszélhetiink. A vitalitas vizsgalatok soran az 50%-os életképesség
csokkenést (ECso) csak egy esetben — egyetlen Salmonella Typhimurium torzs esetében
tapasztaltuk, ott is csak a készitmény 1:1 arany higitasa esetében.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a készitmény igéretes lehet Staphylococcus aureus
Eredményeink alapjan érdemes a készitményt tovabbi in vivo, konvencionalis allatkisérletbe
bevonni, kilénds tekintettel vizsgalni a Salmonella Typhimurium okozta fertézés soran az
urités csokkentésere, valamint a sulygyarapodasra, a takarmanyértékesitésre es a fajlagra
gyakorolt hatdsanak vizsgalatat. Emellett érdemes lehet a vizsgalatokat kiegésziteni
korszovettani vizsgalatokkal. Az ilyen (j alternativ antibiotikum terapiak vizsgalata az allat-

és kozegészségligy tukrében az Egy Egészség szemlélet fontos mozgatdrugdit képezik.
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8. SUMMARY

The issue of antimicrobial resistance, which has now reached a global level, is a
common challenge for animal and public health professionals. New alternative solutions are
needed to replace antibiotics in whole or in part, such as the use of plant essential oils. This
may be particularly true in farms that use large values of antibiotics in food-producing (farm)

animals.

The aim of our research is to test the in vitro efficacy of a preparation containing several
plant essential oil extracts (menthol, eucalyptus, thyme, camphor, ajwain, basil and turmeric)
by conventional agar diffusion and minimum inhibitory concentration (MIC) value
determination against facultative and obligate pathogenic bacterial strains of animal and
public health importance (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp.,
Enterococcus spp.) and the fungal species Candida albicans. In addition, we complemented

our studies with a vital staining procedure.

In our studies, conventional agar diffusion and microdilution methods gave similar
results. Bacterial growth was most affected in Staphylococcus spp. isolates, with an
inhibition zone size of 15.89+2.15 mm in agar diffusion and a reduction in turbidity in the
microdilution method at 2-8x dilutions. For the other species, larger inhibition zone
diameters (Enterococcus faecalis 6.58+0.67; Escherichia coli 5.17+£1.27 mm; Pseudomonas
aeruginosa 5.56+2.01 mm; Candida albicans 7.58+1.00 mm) and less turbidity in the broth
(2-8x dilutions) were observed at the most concentrations. However, in none of the cases did
the preparation completely inhibit bacterial growth; thus, neither bacteriostatic nor
bactericidal effects can be considered. In the vitality tests, a 50% reduction in viability
(EC50) was observed in only one case - a single strain of Salmonella Typhimurium, and then

only at a 1:1 dilution of the preparation.

Overall, the product shows promise as an adjunctive therapy for infections caused by
Staphylococcus aureus and Salmonella spp. Our results suggest that the product should be
further tested in vivo in conventional animal studies, in particular to investigate its effect on
reducing shedding during Salmonella Typhimurium infection, and its effects on weight gain,
feed consuption and feed conversion ratio. In addition, it may be worthwhile to complement
these studies with pathophysiology studies. The investigation of such new alternative
antibiotic therapies is an important driver of the One Health approach in the context of

animal and public health.
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10. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonettel tartozom az Allatorvostudomanyi Egyetem Gyogyszertani és Méregtani
Tanszékének, amely lehetGséget és feltételeket biztositott a tudomanyos diakkoéri munkam
elkészitésehez.

Szeretném megkoszonni témavezetéimnek, Dr. Kerek Adamnak és Dr. Kovécs
Léaszlonak, hogy mind szakmailag, mind emberileg segitséget nyujtottak a dolgozat megirasa

¢és az azt megel6zo kutatdmunka ideje alatt.

Koszonom Berényi Agnesnek rendithetetlen Kitartasat, aki az egyetem keretein Kiviil
nyujtott tamogatast, biztositva a vizsgalt gyogynovénykeveréket, elésegitve az

egyiittmiikodést a Magyar Agar- és Elettudomanyi Egyetemmel.

Kdszonettel tartozom Dr. Csitari Gabor egyetemi docensnek, a Magyar Agrar- és
Elettudomanyi Egyetem Georgikon Campus Takarmanyozastani és Takarmanyozas-élettani
Tanszék munkatdrsanak, aki az agardiffizios taptalajjal torténd vizsgalatok kivitelezésében

jarult hozza a dolgozat 6sszedllitdsaban.

Az RRF-2.3.1-21-2022-00001 sz&mu projekt a Helyreallitasi és Ellenalloképességi
Eszkdz és Nemzeti Helyreallitasi Alapbol nyujtott tamogatasaval, az RRF-2.3.1-21 palyazati

program finanszirozasaban valdsult meg.
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Témavezetoi nyilatkozat
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antibakterialis hatékonysagénak in vitro meghatdrozdsa” cimi dolgozatat atolvastam és
jovahagytam, részvételét tamogatom az Allatorvostudomanyi Egyetem 2023. évi
Tudomanyos Diakkdri Konferenciajan. Tovabba nyilatkozom, hogy a feltoltétt TDK
dolgozat plagiumellendrzésen sikeresen atesett és az esetlegesen feltart egyezOség az

Egyetemi iranymutatasoknak/szabalyoknak megfelel.

Budapest, 2023. oktéber h6 12. nap.

Dr. Kerek Adam
témavezeto
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