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Bevezetés

Az antibiotikumok tartés helytelen hasznalata vagy tulhasznalata miatt
megjelend rezisztens baktériumtorzsek egyre komolyabb problémat jelen-
tenek vilagszerte. Az akut kozépfiilgyulladas a leggyakrabban el6fordulo
gyermekkori betegség és a leggyakoribb ok, amiért ebben a korcsoportban
antibiotikumot irnak fel'. Hairoméves korig a gyermekek 50-85%-anal leg-
alabb egy alkalommal el6forduld betegség®. A fertézés hatterében gyakran
biofilmképzd baktériumok allnak, melyek megnehezithetik a kezelést. A
biofilmek stir@i polimer matrixa az antibiotikummal szemben védelmet
nyujt a baktérium szamara, ezéltal az emberi szervezet kiillonb6z6 mik-
robialis fert6zéseinek kialakitasaiban nagy szerepet jatszanak®. A terapia
soran sok esetben csak a véalasztott antibiotikum szubklinikai koncentraci-
6ja diffundal a biofilmbe, amely a baktériumsejt elpusztitaisdhoz nem elég,
azonban fokozhatja az antibiotikum-rezisztencia kialakulasat*.

A méz az egyik legrégebbi természetes eredetti gyogyhatasu anyag,
amelyet gyulladascsokkentd, antibakterialis és antioxidans tulajdonsagai
révén mikrobialis fertézések kezelésére alkalmaznak’. A méz Osszetétele
nagyon valtozatos, amely fiigg a botanikai és foldrajzi eredettdl, a teriilet
éghajlati viszonyaitdl és a méhészeti technoldgiatol®. Legnagyobb meny-
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nyiségben szénhidratokat tartalmaz, féként gliikozt és fruktozt. A nové-
nyek hatdanyagai és a méhek hormonjai mellett gliikdz-oxidaz enzim is
talalhaté benne, amelynek feladata a gliikéz gliikonsav-8-laktonna alaki-
tasa. A folyamat melléktermékeként keletkezé hidrogén-peroxid nagyban
hozzéjarul a baktericid és bakteriosztatikus hatdshoz’” ®. A mézek bioldgiai
aktivitasaért leginkabb magas polifenol tartalmuk felelds, amely osszefiig-
gésbe hozhaté mind antibakterialis, mind antioxidanskapacitasukkal®. Az
enyhén savas pH szintén hozzajarul a méz antibakterialis aktivitasahoz,
emellett eldsegiti a szévetek regeneralddasat.

A vilagos vagy kozépbarna szind, jellegzetes, enyhén kesernyés izl
harsméz lassan kristalyosodik, akar tobb évig megdrzi folyékony dllagat.
Kiemelkedd antibakterialis hatasat tobb kutatocsoport is igazolta, igy al-
ternativ megoldast nyujthat rezisztens fertézések kezelésében' ',

Az illéolaj novényi részekbdl el6allitott sokkomponenst, jellegzetes
illata és iz, szobahémérsékleten maradék nélkiil elparolgd folyadék. Mar
az 6sid6k ota hasznaljak betegségek kezelésére a biologiai aktivitasuk széles
skaldja miatt'?. Napjainkban az élelmiszer-, kozmetikai- és gyogyszeripar-
ban a legelterjedtebb a haszndlata. A kivont illdolajok dsszetétele és meny-
nyisége egy adott novényfajon beliil is valtozatos, hiszen a foldrajzi eredet,
az illéolaj kinyerésének modja és az alkalmazott analizis koriilményei is
a befolyasold tényezdk kozé tartoznak. Az illdolajok Osszetételét foként
kiilonboz6 molekulaszerkezet(i szénhidrogének és oxigénszarmazékok al-
kotjak, mint példaul a terpenoidok és fenilpropanoidok. Szamos ill6olaj
athatol a sejtmembranokon, és ennek kdszonhetéen képesek befolyasolni
a molekularis célpontok mtikodését. Magas bioldgiai aktivitasukat széles
korben kutatjak, és bizonyitottak antioxidans, antimikrobialis, gyulladas-
csokkentd, gombaellenes és tumorellenes hatasukat'.

A levendula illéolaj (Lavandula aetheroleum) aromaterapiaban tor-
ténd hasznalata rendkiviil elterjedt, de szamos terapias és farmakoldgiai
tulajdonsaggal rendelkezik. Tradicionalis javallatai kozé tartozik az dlmat-
lansag, stressz tiineteinek enyhitése, gorcsoldas, és emésztés eldsegitése.
Gyulladascsokkentd, nyugtatd és antiszeptikus hatasai miatt alkalmazhato
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86



a dermatoldgidban pikkelysomor és ekcéma kezelésére. F6 alkotdelemei
kozé sorolhato a linalool, linalil-acetat, 1,8-cineol, terpinen-4-ol, f-ocimén
és kamfor.

Céljaink kozott szerepelt a vizsgalatba bevont hazai harsméz botani-
kai eredetének meghatarozasa organoleptikus, fizikokémiai és mikrosz-
képos pollenanalizis vizsgalatokkal, illetve a levendula ill6olaj és harsméz
antimikrobas hatasanak tesztelése széles korben elfogadott, in vitro mik-
robioldgiai mddszerekkel. Kutatasunk soran arra szerettiink volna valaszt
kapni, hogy az emlitett két, antibakterialis aktivitassal rendelkez6 anyag
egylittesen mennyire hatdsos a vizsgalatokba bevont, kozépfiilgyulladast
okoz6 baktériumok (Haemophilus influenzae, H. parainfluenzae és Mora-
xella catarrhalis) biofilmképzésének, illetve szaporodasanak gatlasaban.

Legjobb tudasunk szerint kevés adat all rendelkezése az ehhez hason-
16 kombinacidk antibakterialis aktivitasanak tesztelésérol.

Anyag és mddszer

Vizsgdlatba vont illéolaj és méz

Elézetes kisérleteink soran a Pécsi Tudomanyegyetem Gydgyszerésztudo-
manyi Kar Farmakognoziai Intézetében miikodé kutatocsoportok bizo-
nyitottak a harsméz és levendula ill6olaj erés antibakterialis aktivitasat'
16, Az allatkisérletes vizsgalatok ramutattak a levendula ill6olaj gyulladas-
csokkentd hatasara, hiszen ekcémas teriileten alkalmazva jelentds javulas
kovetkezett be. A pozitiv kimenetell vizsgalatsorozatok miatt esett a va-
lasztasunk a harsméz és a levendula illdolaj kombinacidjanak tanulményo-
zasara.

Vizsgdlatba vont baktériumtorzsek

A M. catarrhalis (LMM4024) az egyik leggyakrabban el6forduld biofil-
mképzd baktérium az akut-kozépfiilgyulladasos megbetegedés esetén.
Tenyésztése esetén Brain Heart Infusion (BHI) folyékony taptalajt alkal-
maztunk. A Haemophilus nemzetség két tagja, a H. influenzae (DSM 4690)
és H. parainfluenzae (DSM 8978) szintén gyakori kolonizaléi a kozépfiil-
nek, lokalis és szisztémas fert6zéseket kivaltva komoly veszélyt jelentenek
az egész emberi szervezetre nézve. A két torzs tenyésztése soran specialis
NAD tartalmu oldatot is hasznaltunk a BHI téptalaj mellett.

14 KouLivAND-GHADIRI-GORJI 2013, 681304.

15 BALAZS-NAGY-RADVANYI-FILEP-KEREKES-KocCsis—-Kocsis—-FaArkas 2021, 1632.

16 BALAZS-NAGY-RADVANYI-BENCSIK-KEREKES-KoLOH-SzZABO-Kocsis-Kocsis—
FAaRrRKkAsS 2023, 509.
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A vizsgdlt fajtaméz botanikai eredete

A fajtamézek valddi tipusanak meghatarozasahoz kulcsfontossagu a pon-
tos botanikai eredetiik tisztazasa. A mézmintank harsvirag eredetének iga-
zolasahoz organoleptikus, fizikokémiai (pH, elektromos vezet6képesség
és szinintenzitds) és mikroszképos pollenanalizis vizsgalatokat alkalmaz-
tunk'”. Mézmintanként legalabb 500 pollent szamoltunk le, jelezve, hogy
hany pollenszem tartozik az adott novényfajhoz. A pollentipus relativ gya-
korisagat az sszes pollenszem szazalékos aranyaban adtuk meg.

Az illéolaj minta 0sszetételének analizise

A levendulaolaj kémiai dsszetételét gazkromatografias-tomegspektromet-
rids (GC-MS) mérésekkel elemeztiik. Az analizist a Messinai Egyetem
(Olaszorszag) munkatdrsai végezték el szamunkra a megadott paraméte-
rek alapjan. (1.tabldzat)

A minimalis gatlé koncentracio meghatarozasa

A minimalis gatlé koncentraciok (MIC) meghatarozasahoz mikrodiltcids
modszert alkalmaztunk a mikrobioldgiai laborokban elfogadott CLSI (Cli-
nical & Laboratory Standards Institute) iranyelveknek megfelelen’® **. Az
eljarast 96 cellas mikrotiter lemezeken végeztiik és az illdolaj emulzifikala-
sara Tween 40 tartalmu tapoldatot hasznaltunk. Negativ kontrollként méz/
illéolaj mintat tartalmazé tapoldatot, mig pozitiv kontrollként kezeletlen
baktériumszuszpenziét (10° CFU/ml) alkalmaztunk. A legpontosabb ered-
mények érdekében vizsgalatainkat 6 ismétléssel végeztiik és mindharom
baktérium esetén azt a legkisebb koncentraciot tekintettiik MIC értéknek,
amely még megakadalyozza az adott mikroorganizmus szaporodasat.

A biofilmképzodés gatldsdanak vizsgdlata

Mikrobioldgiai vizsgalataink soran a MIC meghatarozasa utan biofilmkép-
z6dést gatlo vizsgalatokat kiviteleztiink harsmézzel, levendula illdolajjal és
kombinacidjukkal. Az eljaras soran MIC/4 koncentraciokat alkalmaztunk.
Az antibiofilm hatas feltdrasahoz a biofilmeket 96 cellas mikrotiter lemeze-
ken alakitottuk ki és az illéolaj emulzifikalasara ebben az esetben is Tween
40 tartalmu tapoldatot hasznaltunk. Negativ kontrollként mintat tartalma-
z6 tapoldatot, pozitiv kontrollként baktériumszuszpenziét (10® CFU/ml)

17 VoN-DER-OHE-PERSANO-ODDO-PIANA-MORLOT-MARTIN 2004, S18-S25.

18 KEREKES-DEAK-TAKO-TSERENNADMID-PETKOVITS-VAGVOLGYI-KRISCH 2013,
933-942.

19  CLSI 2012, METHODS FOR DILUTION ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TESTS FOR
BacTERIA THAT GROW AEROBICALLY
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alkalmaztunk. Az eljaras soran hasznalt kristalyibolya festék kapcsolodik a
biofilmek extracellularis matrixanak negativ toltésti molekulaihoz, ezdltal
lehet6vé teszi a biofilmek teljes biomasszdjanak mennyiségi meghataroza-
sat. Mikrotiterlap-olvaso segitségével 595 nm-en mértiik az abszorbanci-
at®.

Pdsztdzo elektronmikroszkopos vizsgdlat

A szerkezeti valtozasok szemléltetésére az arany membrannal bevont biofil-
mekrél pasztazé elektronmikroszkopos (SEM) felvételeket készitettiink?'.
A biofilmek kialakitdsa zsirtalanitott és sterilizalt fed6lemezeken tortént,
kontrollként pedig kezeletlen feddlemezeket alkalmaztunk. A mintak viz-
telenitéséhez alkoholsorozatot hasznaltunk.

Eredmények
A vizsgdlt fajtaméz botanikai eredete

A harsméz pollenje sok esetben extrém modon alulreprezentalt, azaz vi-
szonylag kevés harspollen jelenléte sziikséges ahhoz, hogy a pollentarta-
lom alapjan hars fajtamézként mindsitsiink egy mézet. Tobbszaz eurdpai
mézminta pollenelemzése alapjan a harsmézben atlagosan 23%-ot tesz ki
a kiilonbo6z6 hars fajok (Tilia spp., 1b. kép) viragpora?. A Magyar Elelmi-
szerkonyv a harsméz esetén legalabb 30%-os hars pollen értéket hatéroz
meg™. A vizsgalt harsmézben a hars pollen volt a dominans pollentipus a
méz fajtajanak megfeleléen. A harsméz fizikokémiai paraméterei (szinin-
tenzitas, elektromos vezet6képesség, pH) és a mikroszkopos pollenanalizis
eredményei alapjan hars fajtaméznek tekinthet6 (2. és 3. tdbldzat).

Az illoolaj minta osszetételének analizise

A GC-MS vizsgalatok alapjan a levendulaolaj f6komponensei a linalool és
a linalil-acetat voltak, 6sszhangban a szakirodalmi adatokkal. Az ill6olaj
komponenseinek gazkromatograffal mért szazalékos aranyait kordiagram
foglalja 6ssze, amelyben a 3% feletti 6sszetevéket tiintettiik fel (2.kép).

20 PErETERS-NELIS-COENYE 2008, 157-165.

21 KEREKES-DEAK-TAKO-TSERENNADMID-PETKOVITS-VAGVOLGYI-KRISCH 2013,
933-942.
22  OpDO-PIRO-FLAMINI-LHERITIER-RUSSMANN-VON DER OHE-GOTSIOU-

KARABOURNIOTI-KEFALAS-PASSALOGLOU-KATRALI-THRASYVOULOU-MARCAZZAN~—
P1aNA-P1azzA-BENTABOL-BOoGDANOW 2004, S38-S81
23  CoDEX ALIMENTARIUS. REVISED CODEX STANDARD FOR HONEY. 12-1981.
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A minimadlis gdtlo koncentrdcié meghatdrozdsa

A minimalis gatlé koncentraci6 értékeit kiilon a mézre és kiilon az illoolaj-
ra is meghataroztuk (4. és 5. tdbldzat). A tovabbi mikrobiologiai vizsgala-
tok sordn MIC/4 koncentraciokkal dolgoztunk. A harom baktériumtorzs
koziil mind a méz, mind az ill6olaj esetén a M. catarrhalis reagalt érzéke-
nyebben a kezelésre, mig a Haemophilus torzsek ellenallobbnak bizonyul-
tak.

A biofilmképzddés gatldsdanak vizsgdlata

Eredményeink alapjan megallapithat6, hogy a harsmézet és a levendula
illoolajat kiilon-kiilon MIC/4 koncentraciéban alkalmazva az illolaj na-
gyobb mértékben csokkentette a biofilm képzédését (32-71%), mint a méz
(29-46%). A MIC/4 koncentracioban alkalmazott méz-illdolaj kombinacié
biofilmgatl6 hatdsa jelentds volt 80-84% gatlasi ardnnyal az egyes baktéri-
umtorzsekkel szemben (3.kép). Eredményeink alapjan kijelenthet6, hogy a
vizsgalatba vont két természetes eredetli anyag kombinalasaval magasabb
hatékonysdg érhetd el, mint a mézet és illoolajat kiilon-kiilon alkalmazva.

Pdsztdzo elektronmikroszkopos vizsgdlat

A SEM felvételekkel sikeriilt szemléltetni az ill6olaj és méz kombindcid-
nak a biofilmre kifejtett hatdsat. A kezeletlen mintakrol (4. kép) késziilt
felvételen jol lathatd a H. influenzae éltal képezett érett, 0sszefiiggd biofilm,
mig a kezelt mintdk (5. kép) esetén a baktériumsejtek elszoértan, kiilonallo
sejtekként vannak jelen.

Kovetkeztetések

Kozépfiilgyulladason atesett betegek esetén nagy a kockazata a fert6zés uj-
boli fellangolasanak, igy nagyon fontos a halldjarat tisztan tartasa, izolalasa,
illetve a dobhartya regeneralodasanak elGsegitése. Az antibiotikum-kurak
kiegészitd terapiajaként jelentds szerepe lehet az antibakterialis aktivitassal
rendelkez6 novényi alapt hatéanyagoknak, hiszen megakadalyozhatjak a
gyulladas ujboli kialakulasat és a feliilfert6zodést. A kiillonboz6 aktiv kom-
ponenseket tartalmazd gyogyhatast anyagok kombinalasanak és terapias
alkalmazasanak létjogosultsagat a komplex hatdanyagosszetételitk adja*.
Az egyes mézek és illdolajok az antibakterialis hatasukat tobb tamadas-
ponton érik el, ezdltal csokkentve az antibiotikum-rezisztencia kialakula-
sanak kockazatat. Az eredményeink eldsegithetik 1j, természetes eredet(i
antibakteridlis hatasi kombindacids készitmények fejlesztését. A jovoben

24 ASSAGGAF-NACEIRI-MRABTI-RAJAB-ATTAR-HAMED-SHEIKH-OMARI-MENYIY—
BELMEHDI-MAHMUD-ALSHAHRANI-PARK-KIM-ZENGIN-BoUuYAHYA 2022, 5121.
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tovabbi baktériumtorzsek, illetve kordbban mar tesztelt mézek és ill6olajok
bevonadsat is tervezziik a kisérletsorozatba.

A kutatast a Nemzeti Kutatdsi, Fejlesztési és Innovaciés Hivatal NKFI K
132044 palydzata tamogatta.

Tablazatok
Paraméterek
Késziilék GC-MS-QP2020
Injektor split-spitless injektort (280 °C)
Mintavevd automatikus AOC-20i
Tomegdetektor quadrupole tipusu
Tomegtartomany 40-550 amu
Beolvasasi sebesség 3333 amu/s
Ionforras
220°
hémérséklete 0c
Feliileti
2 o
homérséklet S0°C
Injektor térfogata 0,5 pL
Split ratio 10:01
SLB-5ms /30m x 0,25 mm id x 0,25 pm/ alacsony polaritast
Oszlop 1as
kapillaris oszlopon
Homer§eklet1 50°C és 300°C kozott, 3°C / perc sebességgel
paraméterek
Vivogaz Hélium
.Vlvrog.;az atlag(,)s 30 em/s
linedris sebessége
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Adatok GCMS solution software

kiértékelése
1.tabldzat: GC-MS késziilék paraméterei
Fajtaméz, Novény Hars, Tilia spp.
ABS %72 (mAU) 107 + 1,4
Elektromos vezetoképesség (mS/cm) 0,528 + 0,01
pH 4,1+0,01
2.tabldzat: Méz fizikokémiai paraméterei
Mézminta Pollentipusa - relativ gyakorisdg (%)
hérs akdc repce napraforgd gesztenye egyéb
Reith hars 36 25,7 20,4 6,2 5,8 59

3.tabldzat: Pollentipusok relativ gyakorisdga (%)

Harsméz MIC MIC/4
H. influenzae 111,11 27,78
H. parainfluenzae 111,11 27,78
M. catarrhalis 142,86 35,72

4.tdblazat: Harsméz minimdlis gatlo koncentrdcio értékek (mg/ml)




Levendula illoolaj MIC MIC/4
H. influenzae 0,625 0,165
H. parainfluenzae 0,625 0,165
M. catarrhalis 1,250 0,313

5.tabldzat: Levendula illoolaj minimalis gatlo koncentrdcio értékek (mg/ml)

Képek

(b)

25 uym

1.kép: (a) akdc, (b) hdrs, (c) repce pollen fénymikroszkopos képe, Ardny-

mérték: 25 wm (Foté: Angydn Virdg Didna)

Levendula illéolaj komponensei 3%-o0s koncentracié felett

27,5%
Linalool

7,6%
Terpinen-4-ol

3,6%
a-Terpineol

37,2%
Egyéb

24,1%
Linalyl acetate

2.kép: Levendula illéolaj komponensei 3%-os koncentrdcio felett
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Harsméz Levendula ill6olaj Kombinécio
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Many infections are caused by bacterial biofilms, which make pathogens
much more resistant to treatments such as antibiotics. Honey is a naturally
occurring medicinal substance with anti-inflammatory, antibacterial and
antioxidant properties, which is frequently used to treat microbial infec-
tions. Essential oils also have antibacterial properties and can be used to
complement antibiotic therapies. In our study we aimed to test the combi-
nation of linden honey and lavender essential oil, which have been shown
to exert antibacterial activity, against bacteria (Haemophilus influenzae, H.
parainfluenzae and Moraxella catarrhalis) that cause acute otitis media.

According to the microscopic pollen analysis and physicochemical
parameters, our honey sample can be considered as linden honey. Gas
chromatography was used to determine the chemical composition of lav-
ender essential oil, which was in accordance with the literature.

The antimicrobial activity of honey, essential oil and their combina-
tion was tested by in vitro microbiological methods and supplemented by
scanning electron microscopy. The combination used in the procedure was
able to inhibit the biofilm formation of the bacterial strains used, with an
average inhibition rate between 80 and 84% against all strains. Our results
obtained by combining natural substances containing a variety of active
components may facilitate the development of new antibacterial formula-
tions of natural origin.



