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1 BEVEZETES

A prediktiv mikrobioldgia célja a mikrobak kornyezeti tényezdkre adott valaszreakcidinak
leirdsa matematikai modellek segitségével. Tovabba ezen ismeretek felhasznaldsaval a
célkitizés az ¢élelmiszerek mikrobioldgiai biztonsdganak ¢és mindségének biztositdsa
(McMeekin és mtsai. 1993). Azonban az utobbi idében a prediktiv modellezési modszerek
alkalmasnak bizonyultak antibakterialis kezelések leirasara és optimalizalasara is (Janosity és
mtsai. 2021). A multidrog-rezisztens (MDR) mikroorganizmusok terjedése az elmult
évtizedben szamos nehézséget okozott, beleértve az ¢élelmiszeriparon keresztiil terjedd
korokozo baktériumokat is. Emellett kihivast jelent az 01 antimikrobas szerek fejlesztése az
egyre tobb szerrel szemben kialakuld patogén baktériumok multidrog rezisztencCidja miatt.
Napjainkra az antibiotikum-rezisztencia globalis fenyegetéssé valt, amely veszélyezteti az
¢lelmiszerbiztonsagot és a kozegészséget egyarant. Az antibiotikumok helytelen és talzott
hasznalata a rezisztencia rohamos fejlédését eredményezte. Ennek kovetkezményeként, a MDR
korokozok éaltal okozott haldlos esetek szdma 2050-re elérheti akdr az évi 10 millids

nagysagrendet (Sharma és mtsai. 2019; Sun és mtsai. 2019).

A baktériumok szamos mechanizmus altal képesek antibiotikum-rezisztenciat kialakitani, de az
egyik legfontosabb az aktiv efflux pumpa mechanizmus. Az efflux pumpdk minden
baktériumban megtaldlhatok, felelések a toxikus anyagok sejtekbdl vald eltavolitasaért, igy
beleértve az antibiotikumok kiszoritasat is (Teelucksingh és mtsai. 2020). Ebbél kifolyolag a
bakterialis efflux pumpak fontos szerepet jatszanak az antibiotikum-rezisztencidban, tovabba a
baktériumok patogenitasaban és a biofilm képzésében. Az efflux pumpak aktivitasanak
mérésére Szamos modszer 1étezik (Blair és Piddock 2016; Spengler és mtsai. 2017), mint
példaul érzékenységi vizsgalatok, direkt és indirekt fluoreszcencia mérések, valamint a

kozelmultban alkalmazott aramlasi citometria vagy tomegspektrometriai modszerek.

Az efflux pumpa inhihitorok (EPI) alkalmazésa igéretes lehetdséget nyujt az antibiotikumok
hatékonysaganak helyreallitasaban, illetve fokozasaban. Az efflux mechanizmust gatolni képes,
kis méretti molekulak fejlesztése egy aktiv és gyorsan novekve kutatasi teriilet. Az EPI-k
szarmazhatnak szintetikus vagy természetes forrasbol. Azonban a szintetikus efflux inhibitorok
f6 hatranya toxikus tulajdonsaguk, ami megakadalyozza klinikai alkalmazasukat. Az
illéolajokat és komponenseiket &sidék ota hasznaljak antibakterialis, gombaellenes,
virusellenes, rakellenes tulajdonsagaik miatt. Tovabba ezen természetes antimikrobas szerek

kimagaslo eredményeket mutattak a MDR baktériumok ellen. Az illdolajok és komponenseik



f6 célpontja a bakterialis membranpermeabilitis megvaltoztatasa ezaltal a membranintegritas
csokkentése (Chouhan és mtsai. 2017; Elshafie és Camele 2017). Kovetkezésképpen az

illéolajok alkalmasak lehetnek uj, alternativ efflux pumpa inhibitor molekulak kifejlesztésére.

A karvakrol egy fenolos monoterpén, amelyet szamos aromas novény termel, mint példaul a
kakukkfli vagy oregand. A karvakrolt élelmiszer-adalékanyagként pékarukban, fagyasztott
tejtermékekben, ragogumikban, édességekben, szoszokban ¢€s italokban mar alkalmaztik.
Szamos korabbi publikacio szamolt be a karvakrol antimikrobas- és potencialis efflux-gatld
hatasar6l (Khan és mtsai. 2017; Magi és mtsai. 2015; Sharifi-Rad és mtsai. 2018). Ezen tény
kiilonb6z6 antibiotikumokkal vald kombinacidja igéretes mddszer lehet az antibiotikumok

aktivitasanak helyreallitdsa és fokozasa sordn.



2 CELKITUZESEK

Doktori disszertaciom célja atfogd képet nyujtani a karvakrol (i) efflux pumpa inhibitorként

valo hasznalatardl és rezisztencia-gyengit6 hatasarol, (ii) optimalis inhibitor koncentracidjarol

a baktériumok fiziologiai allapota szerint, valamint (iii) antibiotikumokkal kombinalt hatasarol.

Ezen célok eléréséhez prediktiv modellezési modszereket alkalmaztam, és a kovetkezd

feladatokat tiiztem ki:

- Olyan kisérletek kidolgozasa, amelyek a Buss da Silva és mtsai. (2019) altal bemutatott

elméleti modszer gyakorlati megvaldsitasat nyuajtjak. Ezaltal egy megbizhat6 és pontos

mérési modszer kifejlesztése az egysejtes koncentracio elérésé¢hez és ezek szaporodas

kinetikdjanak méréséhez.

- Az Enterobacteriaceae csalad tagjait alkalmazva bebizonyitani, hogy az E. coli torzsek

miért alkalmasak modell mikroorganizmusként akar egysejtszintli mérések soran is.

- A karvakrol rezisztencia visszaszorité aktivitdsanak meghatarozasa a kovetkezok

szerint:

R/
L X4

e

A karvakrol koncentraciofiiggé lappangasi id6 meghosszabbitd hatasanak
leirasa E. coli torzsek esetében, és annak megallapitasa, hogy mely koncentracio
felett hosszabbitja meg jelentésen a baktériumok lappangasi idejét.
Tanulmanyozni a karvakrol efflux gatlo hatasat etidium-bromid (EtBr)
akkumulaciés vizsgalatokon keresztiil, meghatarozni a karvakrol optimalis
indukalja, ami kozvetve az efflux-gatlasra utal.

Mindekozben meghatarozni a karvakrol koncentraciofiiggd
membrandegradacios hatasat.

A prediktiv modelleket felhasznalva megbizhatd elemzési mddszert nyujtani
mindkét tipust fluoreszcens vizsgalathoz.

Annak vizsgalata, hogy az E. coli efflux mechanizmusa fiigg-e a mikroba
fiziologiai allapotatol.

Annak vizsgalata, hogy a karvakrol optimalis inhibitor koncentracidja eltér-e a
kiilonboz6 fizioldgia allapotu E. coli tenyészeteknél.

Meghatarozni a karvakrol hatékonysagat (optimalis efflux inhibitor
koncentraciés tartomanybol) kiilonb6z0 antibiotikumokkal kombindlva
(szubinhibitor koncentracidban alkalmazva), hogy milyen mértékben képes

fokozni a kombinalt kezelés az antibiotikumok aktivitasat.
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3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Felhasznalt mikroorganizmusok

A bakterialis efflux mechanizmus és a membran integritas valtozasainak tanulmanyozasa soran
ketté Escherichia coli torzset vizsgaltam: a ZM 370 (ATCC 11229), egy klinikai, patogén
izolatumot a Ljubljanai Egyetem torzsgyiijteményébdl és az E. coli ZM 513 (VF 3584), a
Ljubljanai Egyetem Allatorvosi Kararol szarmazo tatarbifsztekbdl szarmazo élelmiszer eredetii
izolatumot. A fent emlitett E. coli torzsek mellett az E. coli ATCC 25922 (QC) torzs kertilt a
vizsgalandé izolatumok kozé az antimikrobas érzékenységi vizsgalatoknal és a karvakrol
lappangési fazis elny(jto hatasanak vizsgalatanal. A vizsgalt referencia torzs a Budapesti
Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Orszagos Gyiijteményébdl szarmazott. Az egyéni
sejtek vizsgalata soran alkalmazott mikrobak: E. coli VF 3584, E. coli ATCC 25922, tovabba
Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 14028, ATCC 13311 torzsek (Budapesti
Mezbgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Orszagos Gytiijteménye), valamint Shigella sonnei
HNCMB 20044 klinikai izolatum (Orszagos Epidemiologiai Kozpont, Budapest 20044/99702)

voltak.

3.2 Felhasznalt anyagok

A karvakrol (5-izopropil-2-metil-fenol, Merck KGaA Darmstadt, Németorszag) természetes
vegyiilet hatasat vizsgaltam (1) EtBr felhalmozodasra, (2) bakterialis membran integritasra, (3)
¢s a lappangasi id6 tartomanyara. Ezenkiviil a karvakrol (4) koncentraciofiiggé aktivitasat a
kombinalt kezelések soran 6t antibiotikummal vizsgaltam, melyek a (i) gentamicin-szulfat és
(i) cefotaxim-natriums6 (Sigma-Aldrich, Chemie, Steinheim, Németorszag); (iii) vankomicin-
hidroklorid (a MedChem Express, Monmouth Junction, New Jersey, USA), (iv) eritromicin és
(v) ciprofloxacin-hidroklorid (a Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Michigan, USA)

voltak.

A gentamicin-szulfat, a cefotaxim-natriumso, a vankomicin-hidroklorid és a ciprofloxacin-
hidroklorid torzsoldatai steril vizben, az eritromicin torzsoldat DMSO-ban (Sigma-Aldrich
Chemie, Steinheim, Németorszag) lett elkészitve. A karvakrol abszolut etanolban (EtOH) lett
higitva. Az alkalmazott efflux szubsztrat EtBr (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Németorszag) volt. A tesztek soran alkalmazott szintetikus inhibitorok: az NMP (torzsoldata
EtOH-ban késziilt) és a PapN (torzsoldata steril vizben késziilt) (CHESS GmbH, Mannheim,
Németorszag) voltak. A membranpermeabilitas valtozasai a LIVE/DEAD BacLight Bacterial

Viability Kit (L-7012; Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) felhasznalasaval vizsgaltam.
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A fluoreszcens probak elokészitésénél a tenyészetek tjraoldasdhoz fosztattal pufferolt sooldatot

(PBS) hasznaltam (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Egyesiilt Kiralysag).

3.3 Mérési modszerek

crcr

mikrohigitasos modszert alkalmaztam (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing 2021). A MIC végpontok leolvasasa 24 6ras 37 °C-os inkubaci6 utan tortént (Cuenca-
Estrella és mtsai. 2002), és a MIC értékeket mg/ml-ben voltak kifejezve.

Az egyéni sejtek lappangasi idejének vizsgalata indirekt modszer alkalmazasaval tortént. Az
egyéni sejtek altal generalt szubpopulaciok detektalasi idejének mérésével az az i1d6 keriilt
meghatarozasra, amely ahhoz sziikséges, hogy a szaporodd baktériumok elérjék az adott
detektalasi szintet (5*107-108 sejt/ml). A mérések célja (i) Buss da Silva és mtsai. (2019)
tanulmanyanak gyakorlati megvalositasa, (ii) meghatarozni, hogy a detektacios idé6 hogyan
fligg a kezdeti sejtszamtol, illetve (ii1) a mikroba torzsektdl. A turbidimetrias mérések eldtt a
stacioner fazisu sejtszuszpenziok Miieller-Hinton taplevesben lettek higitva. A kisérletek soran
a célkitiizés az volt, hogy a kezdeti koncentracio kb. 1-3 sejt/cella legyen a mikrotiter
lemezeken, azaz 1-3 sejt/200 pl. A kisérletek soran sikeriilt kidolgozni egy higitasi modszert,
amellyel a kivant sejtszam elérhetd. A baktériumszuszpenzio kezdeti koncentracidja ODgoo=0,1

lett beallitva (Analytik Jena Specord 200 Plus Spectrophotometer).

Az EtBr felhalmozddas és a membran integritas mérése soran az adatok VarioskanLUX
multimode mikrotiterlemez olvasé (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
segitségével lettek detektalva, kovetve Kova¢ és mtsai. (2015) leirasat néhany aprobb
modositassal. Az inokulumok tripton-szdja levesben (TSB - Tryptic Soy Broth) ODeoo=0,1-€s
értékre lettek beallitva. Harom fiziologiai allapotot kiilonboztethetiink meg: a gyorsan-, lassan-
¢s nem szaporodo fazist.. Ezek eléréséhez a tenyészetek 37 °C-on 0,5; 4; illetve 12-16 oran at
lettek inkubalva, mely idGintervallumok az OD szaporodasi gorbék alapjan keriiltek
meghatarozasra. Az inkubalast kovetden a kiilonboz6 fizioldgiai allapotokbol szdrmazd
sejttenyészetek ODgoo = 0,2 értékre lettek beallitva PSB-ben, ami kb. 10° CFU/ml
koncentracionak felel meg, biztositva az azonos koncentraciot. A higitds utdn a karvakrolos
kezelés kovetkezett 17 tesztkoncentracido alkalmazasaval. A kezelések a karvakrol MIC-
értékének aranyaban lettek meghatarozva. A kivalasztott 17 tesztkoncentracio a karvakrol 0,1
és 0,5 MIC kozotti szub-inhibitor tartomanybol lett valasztva, amelyek 30 mg/l és 150 mg/1
karvakrolnak felelnek meg. A kezelés 7,5 mg/1 1épéskozokkel novekedett.



Hasonloképpen keriilt tesztelésre két szintetikus efflux inhibitor, az NMP 100, 200 és 300 mg/1
koncentraciokban, illetve a PafN gatlo hatasa 22 mg/l koncentracidban (Kurin¢i¢ €s mitsai.
2012). Utolsé 1épésben a fluoreszcens festékek (EtBr vagy LIVE/DEAD BacLight Bacterial
Viability kit) lettek hozzdadva a kezelt és a nem kezelt tenyészetekhez. A mérésekbdl harom
fliggd és két fiiggetlen ismétlés késziilt fekete mikrotiter lemezeken. Referencia mérésként, az
intracellularis EtBr felhalmozodas, kezelések hianyaban is meg lett vizsgalva. A mérések soran
a relativ fluoreszcencia (RFU-relative fluorescent unit, Aex=500 nm ¢€s Aem=608 nm mellett)
értékek az id6 fiiggvényében lettek detektalva. A LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability kit
segitségével a karvakrol membran integritsra gyakorolt hatasat lehetett vizsgalni. Az RFU
értékek 1 ora alatt 60 masodperces intervallumokban lettek rogzitve, Aex =481 nm és Aem=510
nm  hullamhossziisagok mellett. Negativ  kontrollként a hdkezelt tenyészetek

membranintegritasa keriilt meghatarozasra (80 °C-on 15 perces kezelést kovetve).

A karvakrol detektalasi idére gyakorolt hatasat turbidimetrias mérésekkel vizsgaltam. Az
alkalmazott szubinhibitor koncentraciok 45-120 mg/L (0,15-0,4 MIC) kozott valtoztak, 7,5
mg/L-es 1épéskozokkel. A turbidimetrias mérések 620 nm-en (Microplate Reader, Sunrise,
Tecan, Svajc), Mueller-Hinton levesben lettek vizsgalva 37 °C-on 18 6ran keresztiil. A lemezek
leolvasasara 30 percenként, 30 masodperces razatasi ido elteltével kertilt sor. A mérések soran
Taet értékek George és munkatarsainak tanulmanya (2015) szerint torténtek, ahol az inokulum

kezdeti koncentracioja 5*10° CFU/ml volt.

Az antimikrobas érzékenységi tesztek soran a kombinalt kezelések hatékonysaganak leirdsa
volt a cél. Az antibiotikumok és a karvakrol egylittes aktivitasdnak meghatarozasa
mikrohigitdsos modszer alkalmazasaval tortént, egy robotpipettor epMotion 5075 Automated
Pipetting System (Eppendorf AG, Hamburg, Németorszdg) hasznalatdval. Az eldkészitést
kovetden a mikrotiter lemezek 37 °C-on 24 6ran at voltak inkubalva majd a lemezek 620 nm-
en kétszer lettek leolvasva, mindkét esetben 30 masodperces razatast kovetve, mikrotiter lemez
olvasoval (Sunrise, Tecan, Svajc). A milanyag, lapos alji, 96 lyuka mikrotiter lemezek egy
specialisan ezekre a mérésekre kifejlesztett elrendezéssel lettek dsszemérve. Minden kisérleti
beallitasbol (5 antibiotikum 3 E. coli térzzsel szemben) kett6 fiiggd és harom fliggetlen mérés

késziilt, 6sszesen 45 lemez eredményét kiértekelve.

3.4 Adatok elemzése

Az elsddleges modellekben az EtBr felhalmozdodas- €s membranintegritas-valtozasat az Fs

(fluoreszcens jel) értékek idObeli valtozasa irta le minden egyes karvakrol koncentracional. Az



els6dleges modellekeben (A) az EtBr-felhalmozodasos adatokra telitédési modellek lettek

illsztve illetve (B) illetve disszipaciés modellek a membran integritas valtozasanak leirasara:

Fs(t) = Fsg+ (FSpax — Fsg) - (1 —e™) + ¢ (A)

Fs(t) = Fsg— (Fsg— Fspin) - (1 —e™) + ¢ (B)

Az Fs(t) az Fs egy t idépontban valo értéke, amely a t, kezdeti idéponttol eltelt id6t jelenti;
Fs, a kezdeti idépontban mért fluoreszcens jel; az Fs,, 4, az elméleti (aszimptotikus) maximuma
a jelnek; Fs,,in pedig az elméleti minimuma; és r az az exponencialis rata (sebesség), amellyel
az Fs(t) figgvény az Fsp,q, Vagy Fsp, értékhez konvergal, a fluoreszcens vizsgélat tipusatol

fliggden. Végiil € a véletlenszerli mérési hiba.

A masodlagos modellekben a legmagasabb (Fs,,.,) és a legalacsonyabb (Fs,) illesztett Fs

értékek aranya lett kivalasztva a karvakrol EPI hatékonysaganak kvantifikalasara. Ennek a

paraméternek a természetes alapu logaritmusa lett abrazolva a masodlagos modellekben a

karvakrol koncentracio, x , fliggvényében minden térzsnél és novekedési fazisnal modellezve

egy aszimmetrikus, konvex, bi-linearis fiiggvénnyel:
(X=Xmin)

(*opt = Xmin)

(X*max—x)

(xmax - xopt)

rs. (%min < x < Xopt)
yEP(x) = lnF_so = Bs(x) = Yopt "
(xopt < X < Xmax)

AZ Xpmin, Xopt, Xmax Parameéterek a bi-linedris fiiggvényt meghataroz6 minimum, optimum ¢€s
maximum kezelési koncentraciok. Az elsd tartomanyban az F—zl arany nagyobb volt, mint 1
0

(azaz az F's értékek néttek a mérés soran). A hanyados értéke y,,, , ami az optimalis karvakrol
koncentraci6 mellett volt detektalhatd. Tovabba az s a B jelolés indexében azt jelzi, hogy a bi-
linearis fiiggvény varhatoan fiigg a baktériumok fiziologiai allapotatol. F-teszt segitségével lett
vizsgalva, hogy (i) a fliggetlen mérések altal generalt modellek 6sszevonhatoak-e, illetve, (ii)
hogy a két fiiggetlen ismétlés modelljeiben kapott optimalis inhibitor koncentraciok

megegyeznek-e.

_ RSS; -RSS, ; RSS,
n(pz)— n(p1)’ N—-np,



A Kkarvakrol koncentraciofiiggd hatasat az E. coli torzsek lappangasi idejére 5%10° CFU/mL
kezd6 inokulum-koncentracié mellett vizsgaltam. Az elemzések soran, az elsddleges modellben
a mért OD értékek az id6 (h) fiiggvényében lettek abrazolva, ahol detektacios id6 (Taet) értékek
linearis interpolacioval lettek meghatarozva, rogzitett detektacidos szinten (OD=0,15). A
masodlagos modellekben a Tget értékeket a karvakrol kezelések fiiggvényében abrazolva, a

valtozok kozotti kapesolat leirasara egy hatvany fiiggvény bizonyult alkalmasnak:

Tger = Bo*(121-x)P' + ¢ |

ahol x az alkalmazott karvakrol kezelést jel6li, € a modell hibatagja, Bo és Sz a modell
paraméterei. Négy fliggetlen ismétlés lett generalva mind a harom E. coli toérzzsel, azonos
mérési beallitasokkal. Az értékelés soran F-teszt (Motulsky és Christopoulos 2004) dontétte el,

hogy a négy fiiggetlen ismétlés adatkészlete dsszevonhato-e.

ABS(SS -ss
Ratio of relative dif ferences of SS values = (485( m;;gm se))
sep

df . . — ﬂmerg.adﬂsep
relative dif ferences — dfsep
F= Ratio of the relative dif ferences of SS values

dfrelative dif ferences

A nemlinedris regresszidos modellek diagnosztikdjat az R statisztikai programban végeztem

(package: moments - https://CRAN.R-project.org/package=moments).

A lappangasi id6 elnyujtasa (LE — lag time extension), mintegy a stressztényezokre adott valasz,
tulélési elonyoket képes biztositani a baktériumok szdmdra. A lappangasi 1d6 elnyujtasat

karvakrol kezelésék fiiggvényében Li és mtsai. (2016) modszere szerint elemeztem:

LE


https://cran.r-project.org/package=moments

ahol Ac a mikroorganizmus lappangasi ideje egy adott karvakrol koncentraci6 (C) mellett, Ao

pedig a kezeletlen tenyészet lappangési ideje, pozitiv kontrollként mérve.

A kombinalt kezelések hatékonysagat vizsgalva az OD-értékek végpontjat kétszer rogzitettem
mikrotiter lemez olvaso segitségével. Az OD értékek a két fliggd mérés atlagat véve, a
kontrollok alapjan lettek normalizalva. llyen modon a baktériumok szaporodasa szazalékosan

(%) kifejezheto:

Bacterial growth (%qp) = _ODs- 0Dy,

0D, max 0D, min

A tobbvaltozos statisztikai elemzés soran IBM SPSS Statistics 27-es verziojat hasznaltam. A
MANOVA a kombinalt kezelések kozotti kiillonbségeket vizsgalta. A fiiggd valtozok a
bakteridlis OD novekedési (%OD) értékek voltak, a faktorvaltozok pedig a kezelés
kombindciok vancomycin, gentamicin, eritromicin, cefotaxim ¢€s ciprofloxacin antibiotikumok
MIC-aranya (0,5; 0,25; 0,125; 0,0625) egyiitt alkalmazva a karvakrol kezelésekkel (0, 75, 90,
105 mg /L).



4 EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
4.1 Az antimikrobas szerek MIC értéke

A karvakrol MIC értékét mikrohigitasos modszerrel hatdroztam meg. A karvakrol MIC értéke
300 mg/l E. coli ATCC 11229 ¢és E. coli VF 3584 torzsek esetében, a referencia torzsnél pedig
alacsonyabb, 270 mg/l MIC értéket lehetett kimutatni. A mért értékek megegyeznek az irodalmi
adatokkal (Dos Santos Barbosa és mtsai. 2021). Az antibiotikumok MIC értékét is hasonldéan
hataroztam meg, amely eredmények a szakirodalomban ko6zdlt tartomanyon beliil mozognak

(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 2022).

4.2 Egyéni sejtek lappangasi idejének eloszlasa optimdlis szaporodasi feltételek mellett

A koérokozok alacsony kezdeti sejtszdm melletti szaporodasi kinetikdjat vizsgalva
sztochasztikus matematikai modellekre van sziikség az egyéni sejtek variabilitdsanak leirasahoz
¢és értelmezéséhez. A turbidimetrids mérések segitségével detektalt Tqet értékek (OD=0,15)
adatai szolgaltak a lappangési id6 kozvetett leirasara. A kisérletek elvégzéséhez egy specialis
higitasi modszert dolgoztam ki (Buss da Silva és mtsai. 2019 gyakorlati megvaldsitasaként)
ahhoz, hogy a mikrotiter lemez cellajaba 1-3 sejt jusson a legalacsonyabb koncentracioként,

amely optimalis az egyéni sejtek vizsgalatahoz.

A szuszpenzidk kezdeti koncentracidja ODe0o=0,1 értékre allitottam, amelybdl négy egymast
kovetd decimalis higitast, majd sziikség szerint 11-13 bindris higitast készitettem a kivant
sejtkoncentracio eléréséhez (mely kb. 1,6 sejt/cella). A felezd higitasi tagok szdma fiigg a

mikrobatorzsektol, ezért a binaris higitdsok szdmanal egy tartomany lett megadva.

A kezdeti sejtkoncentracio sejt/cella értékekre két fajta becslést alkalmaztam (i) a hagyomanyos
telepszamlalasi modszert (c*) és (ii) az iires cellak aranyabdl (p*) szamitott értéket, amely az
eloszlas paramétere. A vizsgalatok soran nem volt kimutathato szignifikans kiilonbség (F=0,78,
p=0,39, Fcrit=4,20) a két modszerrel kapott becslések kozott (p* és c* értékek). igy a gyorsabb
¢s koltséghatékonyabb becslés értéke, p* hasznalhatdé a sejtek kezdeti szamanak

meghatarozasara alacsony inokulumszint esetén.

Egyéni sejt szinten vizsgalddva olyan informaciokat lehet nyerni, amelyek fontos kérdéseket
vethetnek fel ¢élelmiszer-biztonsdgi szempontbol, emellett az eredmények konnyen
Osszehasonlithatoak a populacios szintii adatokkal. Az E. coli, Shigella sonnei és Salmonella
enterica subs. enterica mikrobak mind az Enterobacteriaceae csalad tagjai. Ebbdl kifolyolag

egyéni sejt szinten vizsgalodva (megcélozva a 1,6 sejt/cella kezdeti koncentraciot) sem vartunk
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nagy eltérést a mikrobak lappangasi idejének eloszlasaban. Azonban a vizsgalatok alapjan nagy
variabilitast lehetett megfigyelni a Tqet értékekben kb. 20 sejt/cella kezdeti koncentracio alatt.
Az E. coli torzsek mutattak a legalacsonyabb szorast a tobbi mikroorganizmushoz képest. A
tovabbfejlesztett mérési modszer segitségével pontosan be lehet allitani a kezdeti koncentraciot
1-3 sejt/cella értékekre. A beallitasok és az értékek ismételhetéek voltak, és az alkalmazott
binaris higitasi faktort jol reprezentaltik a kezdeti sejtszam értékek. Elelmiszerbiztonsagi
szempontbol a patogén és indikator baktériumok jelenléte fontos az élelmiszerekben. Az egyéni
viselkedést figyelembe véve az eredményecknek nagy jelent6sége lehet a kockazatok

becslésében és az élelmiszerek biztonsagos tarolasi idejének kiszamitasaban.

4.3 A karvakrol koncentraciofiiggd hatasa az E. coli torzsek lappangasi idejére

A kisérletek soran az E. coli lappangasi idejének id6tartamat szubinhibitor karvakrol kezelések
fliggvényében vizsgaltam turbidimetrids méréseken keresztiil. A Tget ardnyosan valtozik a
baktériumok lappangasi idejével. Elmondhat6, hogy a novekvd karvakrol koncentracioval
egyiitt nd a baktériumok lappangasi ideje, ami az antimikrobas kezelésre adott védelmi
valasznak tekinthetd. Eldszor lett leirva a Tget €s karvakrol kezelések kapcsolata egy
hatvanyfiiggvény segitségével. Minden mérési beallitasbol négy fliggetlen ismétlés volt,
azonban az ismétlések soran generalt fliggvényeket nem lehetett 6sszevonni, mivel az egyes
illesztések josaga egyik esetben sem volt alacsonyabb, mint 70%. A karvakrol lappangasi idore
gyakorolt hatdsa szazalékosan is meg lett hatarozva az LE értékek felhasznaldsaval.
Megallapithato, hogy a 65-112 mg/l karvakrol koncentraciok 20-40%-kal novelték a Taet
értekeket. A torzsek kozott azonban voltak kiilonbségek; a klinikai izolatum tlint a
legellenallobbnak a kezelésekkel szemben. Mivel a karvakrol térzsoldata EtOH-ban késziilt,
ezért annak hatasat is teszteltem, a tenyészethez adva 4, 6, illetve 8 ul térfogatban. Az EtOH-
0s kezelés enyhe novekedését indukalta a Teet értékekben, a kezelésekre az E. coli ATCC 25922
torzs reagalt a legérzékenyebben. Azonban egyik vizsgalt EtOH koncentracio sem
hosszabbitotta meg szignifikansan az E. coli torzsek lappangasi idejét: p=0,08 (E. coli ATCC
25922); p=0,22 (E. coli VF 3584); p=0,38 (E. coli ATCC 11229).

4.4 Fluoreszcens vizsgalatok: karvakrol hatasa az E. coli efflux mechanizmusara és
membran integritdsara

A fluoreszcens vizsgélatok el6tt tudbidimetrids mérések segitségével meghataroztam az egyes
fiziologiai allapotok eléréséhez sziikséges inkubacios idoket. A gorbék meredeksége alapjan az

E. coli tenyészetek 0,5; 4 és 14 oras inkubacid utan érték el a kiilonb6z6 fiziologiai allapotokat.
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fgy a fluoreszcens mérések el6tt a tenyészetek ezen inkubacios id6k utdn keriiltek

feldolgozasra.

Az etidium-bromid (EtBr) felhalmozodasos mérésekkel a karvakrol koncentraciofiiggéd efflux
gatlo hatasat sikeriilt bemutatni. Tovabba az Gjonnan bevezetett kisérleti és numerikus eljarassal
a karvakrol optimalis efflux inhibitor koncentracidjat is meg lehetett hatarozni. Az EtBr
akkumulaciés mérésekkel kapott idobeli Fs (relativ fluoreszcens jel) értékekre telitési
fiiggvényeket lehetett illeszteni, mig a karvakrol membrandegradacios hatasat disszipacios

fiiggvényekkel lehetett leirni (elsédleges modellek).

A masodlagos modellekben, az els6dleges modell paraméterek a kezelések fliggvényében lettek
abrazolva. Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy a karvakrol névekvé koncentracidjaval
monoton negativ hatast fejtett ki a bakterialis membran integritasra. A masodlagos modellekben
a ygp eértékeket abrazolva a karvakrol kezelés fiiggvényében, egy konvex mintazat rajzolodott
ki, amely alapjan elmondhat6, hogy a karvakrol EtBr felhalmozodasra gyakorolt hatasa bi-
linearis modellel irhatdo le. A bi-linearis modell toréspontja a karvakrol optimalis EPI
modellfejlédést mutat a lineéris illesztéshez képest €s (ii) a fiiggetlen ismétlések maximuma
(optimalis inhibitor koncentracid) azonos. Tovabbi kisérletek soran ezen elemzési modszerrel
sikeriilt kimutatni, hogy a karvakrol optimalis EPI-koncentracioja fligg a baktériumtenyészet
fiziologiai allapotatol. A bakterialis efflux mechanizmus kevésbé volt aktiv a gyorsan és lassan
novekvo fazisokban, mint a stacioner szakaszban. Az els6 két szakaszban alacsonyabb, 50 mg/L
kortili karvakrol koncentracio is elegendd volt az efflux gatlasahoz. Azonban a stacioner
fazisban az efflux mechanizmus aktivabbnak bizonyult, igy a karvakrol optimalis inhibitor

értéke 75-95 mg/1 koriili értékre volt becsiilheto.

A baktériumok efflux mechanizmusat a kiilonbo6z6 fiziologiai allapotokban kezelések nélkiil is
bemutattam. A gyorsan és lassan novekvd fazisban a baktériumok nem tudtak teljesen
kiszoritani az EtBr-t a sejtekbdl, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az efflux mechanizmus is
gyengébb, mint a stacioner szakaszban, ahol a mérések soran a festék nem halmozodott fel a
sejtekben. Ezen szakaszban a baktériumok feltehetéen mar egy fejlettebb rezisztencia
mechanizmussal rendelkeznek. A bemutatott értékelési modszer egy szintetikus inhibitor, az
NMP segitségével lett validalva. A tesztelt illéolaj komponens azonban magasabb efflux gatlo

aktivitast mutatott, mint a tesztelt NMP vagy PaBN szintetikus inhibitorok. Osszefoglalva, a

crer
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fliggvényében és kimutatnom, hogy magasabb gatlo hatassal rendelkezik, mint a tesztelt
szintetikus inhibitorok.

4.5 Antibiotikum-érzékenységi tesztek a karvakrol és 6t kiilonbozo antibiotikum
kombinaciojaval

A fluoreszcens mérések eredményei alapjan a karvakrol igéretesnek bizonyult a bakterialis
rezisztencia visszaszoritasara, 50 és 95 mg/l-es koncentraciok kozott. Ezért a karvakrol 75, 90
¢s 105 mg/l Kkoncentraciét teszteltem kombinalva a kiilonboz6 mechanizmusa és
molekulaméretii antibiotikumok szub-MIC koncentracioival (0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 MIC).
Az érzékenységi kisérletek soran 6t antibiotikumot teszteltem. Az alkalmazott tobbvaltozos
statisztikai modszer, a MANOVA segitségével egyszerre tobb tényez0 hatdsanak egyidejii
értekelésére nyilt lehetdség. A tobbvaltozos, atfogd teszt azt mutatta (Wilks lambda (A)
tesztértékekkel), hogy az antibiotikumok hatdsa minden faktorszinten (0,5; 0,25; 0,125; 0,0625
MIC) szignifikans (A<0,195, p<0,001). Ez azt jelenti, hogy az antibiotikumok csoportjai kdzott,
azaz a baktériumszaporodasra gyakorolt hatasuk kozott, jelentds kiilonbség van a kombinalt
kezelések esetében is. Szignifikansnak bizonyult az E. coli térzsek hatasa is (A<0,558, p<0,42),
valamint a két tényezd kdlcsonhatasa (A <0,183, p=0,016). A faktorok kdlcsonhatasa csak 0,5

és 0,25 szub-MIC antibiotikum szinten volt szignifikans.

Az antibiotikumok minden faktorszinten és kombinacioban szignifikans hatast gyakoroltak a
baktériumok szaporodésara (F(4;10)>3,75, p<0,014). Azonban a vizsgalt torzsek szintjén, az
alanyok kozotti hatasokat értékelve néhany kezelési kombinacié nem valtott ki szignifikdnsan
eltérd valaszokat. Az antibiotikum kozott azok legalacsonyabb koncentracidjanal (0,0625 MIC)
lehetett legkevésbé kiilonbséget tenni. A torzsek hatasa kevésbé volt szignifikans, egyetlen
olyan eset volt, ahol a torzsek eltéréen reagaltak: 0,125 MIC antibiotikumot 75 mg/L
karvakrollal kombinalva (F(2;38)=3,319, p=0,05).

A kombinalt kezelésekben nem volt tapasztalhaté dominans kiilonbség a harom torzs véalaszai
kozott. A baktériumok valaszreakcioit vizsgalva azonban kiilonbségek mutatkoztak meg a
karvakrollal kombinalt 6t antibiotikum kezelés tekintetében. Ha az antibiotikum kezelés 90
vagy 105 mg/l karvakrol kezeléssel volt kombinalva, akkor jelentdsen csokkent a baktériumok
szaporodasa a nem kombinalt, csak antibiotikumos kezeléshez képest. A 75 mg/I-es karvakrol

kevésbé tlint hatékonynak az antibiotikumokkal egylitt alkalmazva.

Végeredményben, a karvakrol novelte az E. coli torzsek érzékenységét az Osszes vizsgalt

antibiotikummal szemben. Bar a legjobb kezelési kombinaciokat a cefotaxim, a gentamicin és
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az eritromicin antibiotikumokkal sikeriilt bemutatni. Ezen antibiotikumok mindegyike a
bakteridlis fehérje- és sejtfalszintézist gatolja, igy nem meglepd, hogy a karvakrol ezekkel a
gyogyszerekkel kombinalva miikodott a leghatékonyabban. A legkevésbé hatékony kombinalt
kezelés a ciprofloxacin karvakrollal torténé kombinacidja volt, de még ebben az esetben is

atlagosan 50%-kal nétt a ciprofloxacin gatlasi aranya 105 mg/1 karvakrollal kombinalva.
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5 KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Az antibiotikumok hasznalata milliok életét mentette és menti meg napjainkban is, azonban a
baktériumoknak az alkalmazott antibiotikumok jelentés részével szemben sikeriil rezisztenciat
kifejleszteniiik. A gyorsan fejlédé bakterialis rezisztencia miatt 0j stratégiakra van sziikség a
kialakulo veszélyhelyzet kezelésére. Az uj megoldast a kis molekulaju inhibitorok jelenthetik,
melyek gatoljak az antibiotikumok sejtbdl valo kiszoritasat. A természetes illékony vegyiiletek
egy része, mint a karvakrol, antimikrobas hatasuk mellett efflux gatlé hatassal is rendelkezik.
Mindazonaltal kimutattak, hogy a karvakrol szinergensen miikodhet egyes antibiotikumokkal,
példaul az eritromicinnel, penicillinnel, és ampicillinnel (Magi és mtsai. 2015; Langeveld és
mtsai. 2014; Ventola 2015).

A jelenlegi tanulmanyban kapott eredmények szintén azt sugalljak, hogy a karvakrol igéretes
efflux inhibitorként milkodhet. Kijelentheté, hogy a karvakrol noveli a baktériumok
érzékenységét a kiillonbozé antibiotikumokkal szemben. Mindazonaltal antimikrobas hatasa
miatt azonban a karvakrol védekezd sejtvélaszt is kivalthat, ami hosszii tdvon tovabbi
bakterialis rezisztenciat eredményez. Ezért 1étfontossagu az inhibitorok antibiotikumokkal

kombinalt kezelése soran az optimalis koncentracié alkalmazasa.

A prediktiv mikrobiologiai modellek alkalmasak voltak az EtBr felhalmozddasos mérések
értékelésére. Ezen indirekt modszerrel kapott adatok a karvakrol efflux modulacios
aktivitasanak leirasara szolgaltak. Az eredmények értékelése soran a masodlagos modellekben
a karvakrol koncentraciofiiggé EPI hatasanak leirasara a bi-linearis modell bizonyult a
legalkalmasabbnak. Az illesztett modellek toréspontja megmutatta a karvakrol optimalis
meghatarozhat6 az inhibitorok optimalis koncentracigja, hiszen a bemutatott elemzési modszer
egy szintetikus inhibitor alkalmazasaval validalt. Azonban érdemes 5< kezelési koncentraciot
tenyészetek esetében sikeriilt kimutatni, hogy az efflux mechanizmus fokozott, feltételezve,

hogy a sejtek alkalmazkodnak a kiilonb6z6 stresszfaktorokhoz.

crer

aranyos bakteridlis membranra gyakorolt monoton negativ hatds. A  vizsgalt
mikroorganizmusok, az E. coli torzsek patogenitasukkal szorosan Osszefiiggd, peritrich
elrendezésti flagellakkal és hossza fimbriakkal rendelkeznek. Ezen tilmenden a baktériumok

feliiletén specifikus fimbridk — pilusok talalhatok, amelyek a célsejtekhez tapadnak, és
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kiilonbozd specifikus gazdahdamsejteket kolonizalhatnak. Mivel a karvakrol hatassal van a
membranpermeabilitisra, érdemes lenne transzmisszids elektronmikroszkopos (TEM) vagy
pasztazo elektronmikroszkopos (SEM) felvételek segitségével is megvizsgalni a természetes
antimikrobas anyag hatasat a vizsgalt EPI koncentracidkban, tovabba az E. coli morfologiai

valtozasait.

A kombinalt kezelések soran a karvakrol a cefotaximmal, gentamicinnel és eritromicinnel
miik6dott a legjobban, egyes esetekben a MIC-értékek felére csokkenése is megfigyelhetd volt.
Ezek a 800 g/mol-nal alacsonyabb molekulatémegii antibiotikumok a baktérium membranjat
¢s fehérjeszintézisét tiamadjak. Ezért annak bizonyitasara, hogy a kombinalt kezelés sikeressége
az antibiotikumok mechanizmusatdl és molekulaméretétdl fiigg, tobb antibiotikum bevonasa
sziikséges a jovébeni vizsgalatoknal. Hasonloképpen szinergens hatast mutatott ki Obaidat és
mtsai. (2011) a karvakrol ¢és a tetraciklin k6zott, Gram-negativ baktériumok ellen. A hatést a
bakterialis sejtfal fokozott permeabilitasaval magyaraztak, mialtal sikeresebb volt a tetraciklin
bedramlasa a bakterialis sejtfalon keresztiil. Hasonloképpen a karvakrol és az eritromicin
szinergiajat mutattak ki Magi és mtsai. (2015), eritromicin-rezisztens A csoporti Streptococcus
torzsek ellen. Ezek az eredmények a szinergizmus igéretes mitkddését jelzik, igy tovabbi
vizsgalatokra van sziikség a karvakrol és az antibiotikumok kombinalasara. A szinergens hatas
mogott  meghuzédd mechanizmus megértése  biztonsdgos  gyogyszerkombinaciok
kifejlesztéséhez vezethet. Kevés tanulmany foglalkozik a karvakrol metabolizmuséval,
biohasznosuldséaval és a komponens altal célzott szovetek vizsgalataval, mely szintén azt jelzi,
hogy tovabbi, allati modelleket és emberi vizsgalatokat is magaba foglald kutatasokra van

sziikség (Sharifi-Rad és mtsai. 2018).

Masrészt Kisko és Roller (2005) a karvakrol és egy masik illdolaj-komponens, a p-cimén
szinergikus kolcsonhatasat irtak le. Igy érdemes lenne e két természetes komponens

rezisztencia-gyengit6 hatasat is tesztelni.

Doktori disszertaciomban sikeriilt jellemezni egy igéretes efflux-gatld vegyiilet, a karvakrol
aktivitasat. A karvakrol képes volt novelni a baktériumok antibiotikumokkal szembeni
érzékenységét, igy a szintetikus EPI szerek potencidlis alternativdja lehet. A bakterialis
érzékenység megértése €s szamszeriisitése nélkiilozhetetlen a kombinalt kezeléseknél, hiszen
ezen kezelések kulcsfontossaguak lehetnek a gyorsan terjedd antibiotikum-rezisztencia

lekuizdésében.
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6 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Dolgozatomban az 01j tudoményos eredmények négy pontban, és hat alpontban foglalhatok

0ssze.

1. Baktériumok szaporodasi kinetikajanak mérése egyéni sejt szinten turbidimetrias

mérésekkel

a. Az egyéni sejtek szaporodas-kinetikajanak vizsgéalatdhoz egy specifikus higitasi
modszert sikeriilt kidolgozni (Janosity és mtsai. 2022). Az egyéni sejtek szaporodas-
kinetikdjanak méréséhez az optimalis kezdeti koncentracié kb. 1,6 sejt/cella, melyet elméletben
bizonyitottak Buss da Silva és tarsai (2019). A mikrotiterlemez cellaiban az ajanlott, 1-3 sejt
eléréséhez az inokulum kezdeti koncentracidgja ODeoo=0,1-re lett allitva, amelybdl négy
egymast kovetd decimalis higitas, majd 11-13 binaris higitas késziilt, figyelembe véve, hogy a
higitasi arany fiigg az adott mikrobatél. Igy az ezen kidolgozott higitdsi modszerrel rendkiviil
pontos és megismételhetd volt a kezdeti sejtszambedllitas. Tovabba, sikeriilt megallapitani,
hogy a sejtek kezdeti atlagos szamanak becsiilt értéke nem tér el szignifikdnsan a hagyomanyos
telepszamlalasi modszer és az ires cellak aranyabol kiszamitott Poisson-paraméterrel (p*)
kapott érték esetében. Igy a bemutatott modszer alkalmazasaval nincs sziikség a hagyomanyos
technikara a kezdeti koncentraciok meghatdrozdsahoz, ami koltség- és idOhatékony lehet a

laboratoriumi munkat tekintve.

b. Turbidimetrias mérések soran a detektalt Tget (OD=0,15) értékek aranyosak a
baktériumok lappangasi idejével. Mérések soran sikeriilt megallapitani, hogy az E. coli
alkalmas, mint modell mikroorganizmus, még az egyéni sejt szintli méréseknél is. A vizsgalatok
soran mind az prot mikroorganizmus az Enterobacteriaceae csalad tagja volt, igy alacsony
sejtkoncentraciordl indulva sem volt vart nagy kiilonbség a lappangasi idok eloszlasaban.
Azonban sikeriilt kimutatni, hogy kb. 20 sejt/cella és ennél alacsonyabb koncentracid esetén a
Salmonella enterica torzsek Tqet értékeinek variancidja magasabb volt, mint az E. coli torzseké.
Tovabba, Shigella sonnei esetében kétszer nagyobb lappangasi id6 eloszlast lehetett mérni, mint

az E. coli torzsek esetében.
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2. Fluoreszcens vizsgalatok a bakteridlis efflux aktivitis és a membranintegritas
valtozasanak leirasara, tovabba a karvakrol, egy természetes antimikrobas szer inhibitor

aktivitasanak leirasa

a. A karvakrol efflux gatldo aktivitdsa EtBr akkumuldciés mérések soran lett
kvantifikalva, (ij modszerként pedig az eredmények értékelése soran prediktiv mikrobiologiai
modszerek keriiltek alkalmazasra (Janosity és mtsai. 2022). A kovetkezd elemzést sikeriilt
kidolgozni a fluoreszcens mérések elemzéséhez. Az elsddleges modellekben az EtBr
felhalmozodas- ¢és membranintegritas-valtozasat az Fs (fluoreszcens jel) értékek idobeli
valtozasa irta le minden egyes karvakrol koncentracional. Az elsédleges modellekeben (A) az
EtBr-felhalmozodasos adatokra telitédési modellek lettek illsztve illetve (B) illetve disszipacios

modellek a membran integritas valtozasanak leirasara:

Fs(t) = Fsg + (FSpax — Fsg) (1 —e™) + ¢ (A)

Fs(t) = Fsg— (FSg — Fspin) - (1 —e™) + ¢ (B)

Az Fs(t) az Fs egy t id6pontban val6 értéke, amely a t, kezdeti idéponttol eltelt id6t jelenti;
Fs, a kezdeti idOpontban mért fluoreszcens jel; az Fs,, 4, az elméleti (aszimptotikus) maximuma
a jelnek; Fs,,in pedig az elméleti minimuma; és r az az exponencialis rata (sebesség), amellyel
az Fs(t) fuggvény az Fspyq, VaQy Fspyin €rtékhez konvergél, a fluoreszcens vizsgalat tipusatol

fliggben. Végiil € a véletlenszerli mérési hiba.

A masodlagos modellekben a legmagasabb (Fs,,q,) és a legalacsonyabb (Fs,) illesztett Fs

értékek aranya lett kivalasztva a karvakrol EPI hatékonysaganak kvantifikaldsara. Ennek a

paraméternek a természetes alapu logaritmusa lett dbrazolva a mésodlagos modellekben a

karvakrol koncentracio, X , fliggvényében minden tdrzsnél és novekedési fazisnal modellezve

egy aszimmetrikus, konvex, bi-linearis fiiggvénnyel:
(x—xmin)

(xopt — Xmin)

(Xmax=%)
(xmax - xopt)

s, (%min < x < Xopt)
yep(x) = lnF_sO = B;(x) = Yopt *
(%opt < X < Xmayx)

AZ Xmin, Xopt, Xmax Paraméterek a bi-linearis fliggvényt meghataroz6 minimum, optimum és

. ;e Y ’ , F ; .
maximum kezelési koncentraciok. Az elsé tartomanyban az F—zl arany nagyobb volt, mint 1
0
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(azaz az F's értékek néttek a mérés soran). A hanyados értéke y,,, , ami az optimalis karvakrol

koncentraci6 mellett volt detektalhat6. Tovabba az s a B, jelolés indexében azt jelzi, hogy a bi-
linearis fiiggvény varhatoan fiigg a baktériumok fiziologiai allapotatol. igy az adatok elemzése
soran bebizonyosodott, hogy bi-linearis fliggvénnyel irhato le az elsddleges modell paraméterek
¢s a karvakrol koncentracio fliiggdhatasa. A fiiggvény konvex tulajdonsaga a karvakrol egy
szintetikus efflux inhibitor, az NMP eredményeivel is validalasra keriilt. Emellett, ugyanezzel
a modellezési moddszerrel sikeriilt leirni a karvakrol monoton negativ hatasat a sejtek
membranintegritasan: minél magasabb a karvakrol koncentracid, annal jelentdsebb a

membrankarosodas.

b. El6szor sikeriilt bemutatni, hogy egy efflux inhibitor (a doktori értekezésben karvakrol)
optimalis inhibitor koncentracioja fiigg a baktériumok fiziologiai allapotatodl. Harom fizioldgiai
allapotot vizsgaltunk: a gyors, lassti és nem novekvod fazisokat. A gyorsan €s lassan novekvd
fazisokban a karvakrol optimélis EPI koncentracidja 44-56 mg/l k6zé, mig a nem ndvekvd
fazisban 76-94 mg/1 értékek kozé esett, E. coli torzsek esetében. Hasonloképpen megallapitast
nyert, hogy az E. coli kezelés nélkiil is ellenallobb az utoljara emlitett fazisban, mivel a

baktériumok ekkor egy aktivabb efflux mechanizmussal rendelkeznek.
3. Az E. coli lappangasi idejének meghatarozasa karvakrol kezelések fiiggvényében

a. Eldszor sikeriilt bemutatni optikai denzitasos mérésekkel, hogy E. coli torzsek
lappangési ideje hogyan fligg a karvakrol kezelés mértékétdl. Sikeriilt bemutatni, hogy
hatvanyfliggvénnyel irhatoak le a Tqet értékek (melyek aranyosak a baktériumok lappangasi
idejével) a karvakrol kezelések fiiggvényében. Az elemzések soran, az elsédleges modellben a
mért OD értékek az id6 (h) fliggvényében lettek abrazolva, ahol detektacios id6 (Tget) értékek
linedris interpolacioval lettek meghatarozva, rogzitett detektacios szinten (OD=0,15). A
masodlagos modellekben a Tget értékeket a karvakrol kezelések fliggvényében dbrazolva, a

valtozok kozotti kapcesolat leirasara a kovetkezd hatvany fiiggvény lett kidolgozva:

T got = Bo*(121-x)P' +¢ |

ahol x az alkalmazott karvakrol kezelést jeloli, € a modell hibatagja, By és Sz a modell

paraméterei. Tovabba, a lappangasi id6 20%-os ndvekedése volt tapasztalhatd a 64-70 mg/l
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karvakrol kezelések hatasara egyarant, kivéve a klinikai izolatumnal (E. coli ATCC 11229),

ahol 92 mg/1 karvakrol indukalta ugyanezt a valaszreakciot.

4. Antimikrobas érzékenységi tesztek: a karvakrol és az antibiotikumok kombinaciéjanak

hatékonysaganak leirasara

a. Az utolso részben bemutatasra keriilt, hogy a karvakrol szubinhibitor koncentracioi
hogyan novelik az E. coli érzékenységét ciprofloxacin, cefotaxim, eritromicin, gentamicin és
vancomycin antibiotikumokkal szemben. A szub-MIC antibiotikumokos kezeléseket 90 vagy
105 mg/1 karvakrolos kezeléssel kombinalva szignifikédnsan sikeriilt csokkenteni a baktériumok
szaporodasat a homogén antibiotikum kezeléshez képest. Tovabba az is kimutathat6 volt, hogy
a karvakrol a cefotaxim, gentamicin és eritromicin antibiotikumokkal egyiitt miikodott a
legjobban, a MIC-értékek felére vald csokkenése is megfigyelheté volt. Ezaltal elmondhato,
hogy a karvakrol azon antibiotikumok aktivitasat fokozta a leginkabb, amelyek (i)

molekulatdmege 800 g/mol alatt volt, és (i) a bakterialis fehérje- és sejtfalszintézist céloztak.
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