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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 eszkdzei ezen fertdézések
kezelésének, de a mikroorganizmusok egyre gyakrabban mutatnak rezisztenciat a korabban
hatékony gyogyszerekkel szemben. Ezért egyre nagyobb figyelem irdnyul a természetes
eredetii készitményekre, mint potencialis alternativakra az antimikrobialis kezelések
teriiletén. A természetes gyogynovénykivonatokat tartalmazd készitmények igéretes
antibakterialis és antimikotikus hatasokkal rendelkezhetnek, azonban biologiai sokféleségiik
miatt hatékonysagukat in vitro modszerekkel tesztelni kell. Az Egy Egészség (One Health)
tilkrében kozos érdekiink, hogy mind a kdz-, mind pedig az allategészségligy szamara
megorizziik az antimikrobialis szerek hatékonysagat, ezek hasznalatanak csokkentése,
részben vagy egészben torténd kivaltasanak egyik lehetséges alternativ megoldasai lehetnek

a gyogynovények.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az antimikrobidlis rezisztencia jelentésége

Az antibiotikum rezisztencia terjedése napjaink egyik legjelentésebb problémaja. A
nem megfeleld és talzott mértéki antibiotikum hasznalat nehezen vagy egyaltalan nem
kezelhetd fert6zések kialakulasahoz vezethet. A régota 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 antimikrobialis szerek tulzott mértékii alkalmazasanak hatasa megjelenik mind a
human- ¢és allategészségiigyben, de még a mezégazdasagban is megfigyelhetd a hatasa [3].
A legtjabb tudomanyos kutatasokon és felméréseken alapuld becslések szerint, amennyiben
nem torténik radikalis valtoztatas az antibiotikum felhaszndlasdnak mértékében és
modjaban, 2050-re évente tizmilli6 halalos aldozattal lehet szamolni ebb6l fakadodan [3, 4].
Az antibiotikum rezisztencia terjesztésében szerepet jatszanak azok rezervoarjai, mint

példaul a szennyezett f61d, viz, a korhazak, ipari teriiletek, mezégazdasagi hulladékok [5].

Az antibiotikumok irdnti kereslet a koztudatba keriilésiikk ota eltelt 60 évben
ugrasszeriien megnott, hasznalatuk egyre nagyobb mennyiségben €s egyre szélesebb kdrben
terjedt el, aminek kovetkeztében megugrott a rezisztencia mértéke is [6]. Ennek egyik
legfébb oka az antimikrobidlis szerek nem eldirasszerii- €s nem megalapozott okkal torténd
hasznalata. Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) szerint akkor megfelelé az
antibiotikum hasznalata, ha a beteg a gyogyszert megfelelé okbol, megfeleld dozisban és a
szlikséges ideig kapja, pontos tajékoztatassal ellatva, amely a lehetd legkisebb koltséggel jar
a beteget ¢s a tarsadalmat illetden. Ha ezek koziil barmelyik feltétel nem teljesiil, azzal sériil
a helyes felhasznalas feltételrendszere [7]. A helytelen antibiotikum felhasznalas
leggyakoribb okai k6z¢ tartozik a hidnyos tajékoztatas arrél, hogy mely esetben sziikséges
az alkalmazasuk [7, 8], s6t egyes orszagokban az antibiotikumok recept nélkiili elérhetsége,
valamint az, hogy a haztartdsokban nagy szamban megmarad az eldirt, el nem fogyasztott
antibiotikum, ok-okozati 6sszefiiggésben all a nem megfelel6 dozisban, nem megfeleld ideig

¢s nem eldiras szerinti alkalmazasukkal [7].

Az éllategészségligyben, leginkabb a fejlddd orszagokban, komoly problémat okozhat

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



metafilaxisként, takarmanyban vagy ivovizben valo alkalmazasuk [3, 5, 6, 9-11]. Kina és
Brazilia a legnagyobb antibiotikum felhasznalok k6zé tartoznak a haszonallattartas teriiletén.
Dél-és Délkelet-Azsia intenziv allattartasa egyre novekszik, ezzel egyiitt az antibiotikum
felhasznalasuk is. Napjainkhoz képest 2030-ra egyes elemzOk szerint szignifikans
mértékben meg fog ndni az antibiotikum felhasznalas Indonézia (202%), Nigéria (163%),
Mianmar (205%), Peru (160%) és Vietnam (157%) teriiletén. Bangladesben a gazdalkodok
94,16%-a hasznal antibiotikumot, amibdl a teljes antibiotikum felhasznalds 70%-a az
allattartasban jelenik meg [12]. A hozamfokozasra adott antibiotikumok javitjak a
takarmanyhasznositas mértékét, ezzel gyorsitjak a sulygyarapodast [3], amit a hatéanyag
terapias dozishoz képest alacsonyabb dozisban 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 kovetkeztében a vizzel, talajjal és
bélsarral kornyezetbe keriilt maradékanyagok hozzajarulnak a kornyezet terheléséhez,
ezaltal 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 kozvetitett antibiotikum maradékanyagokat leirtak sertés-, baromfi- és

marhahtsban, valamint sertés majban, tejben és tojasban, halban és rakokban is [13].

A felszini, valamint a szennyvizekben az antibiotikumok koncentracidja atlagosan 0,01-
1,0 pg/l kozott ingadozik, tehat a fobb ivoviz forrdsokban analitikai modszerekkel
kimutathatok. Az antibiotikum maradvany a vizeken keresztiil bejut a talajba, ahol a szer
feldusul. Az eddigi vizsgalatok sordn levegdbdl nem tudtak kimutatni antibiotikumot,
valamint azok maradvanyait sem [13]. Zoldségekben és gyiimolcsokben a tragyazas

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

A WHO mindezek kovetkeztében inditvanyozta az antibiotikumok hozamfokozas
céljabol torténd felhasznalasdnak tilalmat. Eurdpaban tilos az 4llattenyésztésben az
antibiotikumok hozamfokozés céljabol torténd felhasznaldsa, mas orszdgokban pedig,
példaul Kanadaban vagy az Egyesiilt Allamokban, korlatozasokat vezettek be [9, 14, 15].
Az Europai Uni6 az 1831/2003/EK rendelete alapjan tiltja az antibiotikumok hozamfokozas
céljabol torténd alkalmazasat [16]. A fejlodd orszagokban azonban tovabbra is korlatozasok
nélkiil alkalmazzdk ezeket a szereket, mellyel részben képesek kompenzdlni a rossz
telephigiénia, illetve tartastechnoldgiai koriilményeket, ezaltal csokkentik az allattartok
kiadasait és novelik a termelékenységet, ennek révén pedig a bevételt. Ennek ellenére az

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

tavon megtériilé elonyokkel jarhat [17, 18].

Ezen tényezOk mindegyike hozzajarulhat a rezisztens vagy multirezisztens baktériumok
megjelenéséhez. 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 megakadalyozhatdé a rezisztens
patogén vagy fakultativ patogén, de akar kommenzalista baktériumok kiszelektalodasa, az
ennél alacsonyabb dozis viszont hozzajarul kiilonbdz6 mutaciokon keresztiil a rezisztencia

kialakulasahoz [13].

2.2. Antibiotikum alternativak
Az antimikrobialis rezisztencia a 21. szazad problémaja, ami rairanyitotta a figyelmet a
kiilonboz6 alternativak keresésére [19, 20], amelyek sok esetben nemcsak antibakterialis,

hanem tumorellenes, antiviralis szerként is alkalmazhatoak [21].

2.2.1 A gyégyndvényekrol altalaban

A gyodgyndvényeket és azok kivonatait évezredek 6ta hasznaljak a népi gyogyaszatban,
mind kozmetikai és mind gyogyaszati célbol [22]. A WHO felmérése szerint napjainkban az
emberek 80%-a hasznal terapias célbol gyogynovényeket [23]. Ezek a novények vagy
novényi részek altalaban 20-70%-ban két-harom f6 0Osszetevobdl allnak, de egyéb
Osszetevok, példaul zsirsavak vagy kiilonbozé kénszdrmazékok is megtalalhatok
benniik [22]. Az ezekbdl kivont illoolajok legfoképpen terpénekbdl, terpenoidokbdl, alifas
¢és aromatikus részekbdl éplilnek fel [24, 25]. Ezeket az olajokat egy-két tipikus fenolos
Osszetevld jellemzi, ugy mint példaul a karvakrol vagy timol [24]. A kémiai Osszetétel
meghatarozasa gazkomatograffal kapcsolt tomegspektrometriaval (GC-MS) torténik,

mellyel azok szazalékos aranya hatarozhato meg [26—30].

A szazalékos aranyt befolyasolja az adott foldrajzi kornyezet, a talajosszetétel, a
talajmiivelési modszerek, ezen feliil az adott év- és napszak, a begytijtés, a tarolas és a
feldolgozas, az illdolaj kinyerésének mddszere a ndvénybdl, de az dsszetevok aranyanak

vizsgalati modszere is hatassal van az eredményre, ezért pontos, egységes illoolaj dsszetétel



nem hatarozhatdo meg [25, 26]. Ahhoz, hogy a jovében allatokon is alkalmazni lehessen
illoolajokat, nemcsak a kémiai Osszetevok meghatidrozasa a fontos, hanem az adagolés,
tarolds modja, valamint azok kolcs6nhatasa példaul a bélmikrobiommal [26, 31]. Az
illéolajok direkt alkalmazasa esetében megoldast kell taldlni arra, hogy a magas
reaktivitdsukat csokkentsiik, vagyis azon tulajdonsagukat, ami altal konnyedén
kolcsonhatasba 1éphetnek a kornyezet vagy a takarméany egyes elemeivel, mikozben a
biologiai aktivitasukat megodrizziik. Az illdolajok stabilitasat sok tényezd befolyasolhatja,
ezek koziil a legfontosabbak a hdmérséklet, a fény, a kiilonbozé 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 illdolajokban, befolyasolva bioldgiai hatasukat. Ezek
kivédésére 1j modszereket, példaul tigynevezett enkapszulaciot fejlesztenek ki, melyek
megvédik az illoolajokat a kornyezet hatdsaitol, mikdzben elényOs tulajdonségaikat ki
tudjak fejteni. A mikroenkapszulacid sordn kiilonbdz6 anyagokkal (pl. liposzoma, protein-
poliszacharid komplex) védik az ill6olajat a kiilsé hatasoktol, ami két 6 funkciot lat el: az
oxidativ, fény, hdémérséklet stabilitisanak ¢s az illdolaj bioldgiai aktivitasanak fenntartasat

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

Az illoolajok kinyerése torténhet leparlassal, hidrodesztillacioval, vizgdzdesztillacidval
vagy egyéb mechanikus tton, példaul hidegen sajtolassal [22, 33, 34]. Az illéolajok
hatékonyabb, azok aktiv 0Osszetevdinek kinyerése érdekében olyan Uj technikdk is
megjelentek, mint a szuperkritikus folyadék extrakcios (SCFE), szuperkritikus extrakcio viz
vagy szén-dioxid felhasznaldsaval, ultrahangos asszisztalt extrakcids (UAE), mikrohullamos
asszisztalt extrakcios (MAE), oldoszermentes mikrohullamos asszisztalt extrakciés (SFME)

¢s mikrohullamu hidrodiffizi6 és gravitacios (MHG) modszerek [26, 35].

A gyogyndvények antibiotikus és gombaellenes hatasanak vizsgélatara két altalanosan
hasznalt in vitro modszer 1étezik. Leggyakrabban minimalis gatld koncentracio (MIC),
minimalis baktericid koncentracio (MBC) és minimalis fungicid koncentracié (MFC)
értékek meghatarozasat végzik [24]; a masik lehet0ség agaron torténd gatlasi zonak
meghatarozasaval torténik, papirkorong diffuzidos modszerrel [28, 36, 37]. Az agaron torténd
meghatarozasnal egy specifikus baktérium vagy gomba torzset oltanak szilard taptalajra,
majd az adott gyogyndvény illoolajaval, vagy kémiai komponensének oldataval atitatott

szlir@papirkorongot helyeznek a taptalaj felszinére. Az inkubécios idé utan megfigyelhetd,
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hogy kialakul-e gatlasi zona. Minél nagyobb a sziirépapirkorong koriili zona, annal erdsebb

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

A MIC az antimikrobidlis hatasu szerek azon legkisebb koncentracidja, amely hatdsosan
gatolja az adott baktériumtorzs vagy gomba ndvekedését, mig az MBC és MFC azon
koncentraciok, amelyek mellet mar elpusztul az adott kérokozo [39, 40]. A MIC, MBC és
MEFC értékek meghatarozasanal kettes alapu higitasi sort készitenek. Az illoolajok lipofil
tulajdonsaganak athidalasa érdekében valamilyen olddszerben (detergensben) higitjak az
illéolajokat, miel6tt a higitasi sort elvégeznék. Ilyen 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 illoolajjal, hatéanyaggal. Ezutdn mérik be a vizsgalt
baktérium- vagy gombatdrzset a lemez Gsszes lyukdba. Minden esetben van egy pozitiv
(baktérium/gomba van, illdolaj nincs) és egy negativ kontroll (csak tapleves). A higitasi 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 kiillonbozo illdolajok koncentracioi 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 illéolajok biofilmellenes hatdsa meghatarozhatdo a minimalis biofilm gatlo
koncentraci6 (MBIC) és a minimalis biofilm eradikalé koncentraci6 (MBEC)
vizsgalataval [39]. Human eredeti Pseudomonas aeruginosa esetében a kerti bazsalikom
(Ocimum basilicum) és az orvosi zsalya (Salvia officinalis) illoolaja is mutatott biofilmgatld
hatast, valamint a mar érett biofilm csokkenését tapasztaltak. A kerti kakukkfi (Thymus
vulgaris) illoolaja 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 gyogyndvényeket €s az azokbol kivont illéolajokat az antimikrobialis szerek
hatékony kivaltasara fordithatjdk a jovoben, széleskort biocid aktivitasuk hatékonnya teszi

akar multirezisztens baktériumok és gombak ellen is Oket [24, 41, 43, 44]. A kémiai



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

amphotericin-B vagy a flukonazol [41].

Az illdolajok kombinacidja a klinikumban hasznalt antibiotikumokkal megoldést
jelenthet az antimikrobialis szerekkel szembeni rezisztencia csokkentésére [45, 46]. Az
illoolajok visszaallithatjdk az antibiotikumokkal szembeni érzékenységet és kiszélesithetik
az antimikrobidlis spektrumot. Multirezisztens baktériumokkal szemben bizonyos illdolajok
¢és antibiotikumok kombinacidja ndvelheti az adott baktérium érzékenységét. In vitro
vizsgalatok soran az ajovan (Trachyspermum ammi) és timol kombinacidja képes ndvelni a
ciprofloxacin hatékonysagat Pseudomonas areuginosa, Staphylococcus aureus (S. aureus)
¢és Streptococcus pneumoniae-vel szemben. Ennek oka, hogy ezen illoolajok 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 legtobb kutatds szerint az illéolajok hatékonyabbak lehetnek Gram-pozitiv
baktériumok ellen, aminek az oka lipofil tulajdonsadguk, és ebbdl kifolydlag az, hogy
penetralni képesek a sejtfalon keresztiil, ezzel megzavarva a membran és a membranon
beliili részek egységét és az energiatermelést [26, 34, 47, 48]. A fahéjfa (Cinnamomum
zeylanicum) illéolajaban 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 torzsek szaporodasat a
citromverbéna (Aloysia triphylla), mely a plazmamembran szerkezeti egységét bontja meg,

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

Az illoolajok gombaellenes hatdsa szorosan kotddik azok fenolt tartalmazd alkohol
Osszetev6jéhez. In vitro és in vivo hatékonysagot mutattak ki oregané illéolajanak esetében,
amit a karvakrol 0sszetevdjének tulajdonitanak [25]. Az illdolajok gombak metabolizmusara
kifejtett hatdsa kimutathatd fluoreszcein-diacetat (FDA) felhasznalasaval, mely bejut az
intakt sejtbe, ahol az addig szintelen és nem fluoreszcens vegyiilet hidrolizis utjan egy
polarosabb, sargas-zoldes fluoreszcens anyaggad alakul at. Ennek géatlasa illdolajok

jelenlétében mutatja azok hatékonysagat gombakkal szemben. Ez a hatékonysag 20%-t6l
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60%-ig is terjedhet C. albicans esetében, oregand, rozmaring, levendula, bazsalikom, anizs

és grapefruit illdolaj kiillonb6z6 koncentracioiban in vitro vizsgalatok alapjan [49].

2.2.2 Thymus vulgaris

A kerti kakukkfti (Thymus vulgaris) a Lamiaceae csaladba tartozo gyogynovény [21].
Legfébb kémiai 6sszetevdje a timol, ezen kiviil jelentés még a p-cimén, a y-terpinén tartalma
[22, 27, 29, 37], melyeknek kdszonhetden az egyik legjelentdsebb antimikrobialis hatassal
rendelkez6 gyogynovényként tartjak 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 antibakterialis hatdsat. Ezen tGlmenden nemcsak
antimikrobialis hatasat irtak le, hanem novekedésserkenté hatast is megfigyeltek, valamint

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

2.2.3 Mentha piperita

A borsmenta (Mentha piperita) a Lamiaceae csalad tagja, aminek koriilbeliil 30 fajtaja
ismert. A Mentha piperita két faj természetes hibridje: Mentha spicata L. és Mentha aquatic
L. [22]. A Mentha piperita illoolajanak két legfontosabb Gsszetevéje a mentol és menton
[22, 36, 40]. Brojlercsirkék in vivo vizsgalatai soran a Mentha piperita hatasara
takarmanyfelhasznalds novekedést, a belsd szervek tomegének novekedését, és csokkent
mortalitast figyeltek meg [50]. Hatasa bizonyitott tobbek kozott E. coli [21, 22, 34, 36], S.
aureus [22, 38], Enterococcus faecium [38], C. albicans [22], Salmonella enterica [22] ellen.
Gyomor-bélrendszeri gorcsoldasra is alkalmazhato, ami szélhajto, epehajtd, antibakterialis

¢és nyalkaoldo hatasanak koszonhet6 [38].

2.2.4 Eucalyptus globulus

A golyos eukaliptusz (Eucalyptus globulus) a Myrtaceae csaladba tartozé gyogynovény,
mely Ausztralia egyik legjellegzetesebb novénye [22, 38]. In vitro vizsgalatok soran az
eukaliptusz olajnak antibakterialis és gombadld hatasat figyelték meg, ezen feliil meggatolja
a prosztaglandin szintézisét. Allatkisérletekben kohogéscsillapitd és surfactant hatasét is
megfigyelték. Belsdleg alkalmazzak hurutoldasra és kiilsdleg reumas panaszokra [38]. Az
Eucalyptus globulus ill6olaj fo6bb kémiai 6sszetevdje az eukaliptol, ezen feliill megtalalhato

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 novekedett a testtomeg,

viszont csokkent a takarményhasznositas. A vakbélflora esetében ndvekedést tapasztaltak a
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tejsavbaktérium szamaban és csokkenést az E. coli esetében. Javult a latszolagos emésztés,
csokkent a szérum koleszterol 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 gyogynovény [30,
43]. Az olajat a magbdl nyerik ki, ennek legfontosabb hatéanyaga a timol, ezen kiviil
tartalmaz cimolt, a-pinént, dipentént, y-pinént és karvakrolt [23, 35, 45]. Tradicionalisan
kohoges, gyulladdsok, hasmenés, fejfajas, magas vérnyomads, hasi fajdalom, bronchitis és
influenza kezelésére hasznaljak [30]. Antibakteridlis és gombaellenes hatasa mellet
kimutattdk rovarellenes hatasat 1is. Valosziniisithetdleg ez magas monoterpén
koncentraciojanak tudhatdé be [35]. A baktériumok koziil hatékony E. coli [23, 35],
Salmonella fajok ellen [43], valamint gombak koziil C. albicans esetén irtak le
hatékonysagot [30].

2.2.6 Cinnamomum camphora

A kozonséges kamforfa (Cinnamomum camphora) a Lauraceae csaladba tartozo
novény, mely szubtropusi teriileteken honos [20]. Elsédleges kémiai sszetevoi a linalool,
eukaliptol, sabinene, a-terpineol, kariofillén, nerolidol, a-pinén, kamfor és B-pinén [20].
Antibiofilm hatadsat is leirtdk, mely hozz4jarulhat a rezisztens baktériumok
visszaszoritasahoz, példaul a tejeld teheneknél visszatéré endometritist okozo E. coli térzsek
esetében [20, 39]. Antibakterialis hatasat kimutattdk 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 teriiletein 6shonos, koriilbeliil 70 fajtaja ismert [25, 44].
Régota haszndlatos megfazas, 1az, kohogés, asztma, arciireggyulladds, reumas tiinetek
enyhitésére és a sebgyogyulas eldsegitésére [44]. I116olajabol 47 komponens vonhatd ki,
kozilik legjelentdsebb az esztragol, 1,8- cineol és a transz-o-bergamotén. Hatékonysagat

leirtak tobbek kozott E. coli [34, 36], C. albicans [25, 37] és Enterococcus fajok [37] ellen.

2.2.8 Curcuma longa
A kurkuma (Curcuma longa) a Zingiberaceae csalad tagja. A f6 kémiai Osszetevoi a
kurkuma gyokértorzsébdl szarmazoé fenolos kurkumin és mas kurkuminoidok. Régota

hasznaljak ételszinezd fliszernovénykeént, ismert antimikrobidlis €és rovarriasztdo szerként

12



is [42]. Antioxidans hatasa jelentOs, képes gatolni a reaktiv nitrogén szabadgyokok (RNS),
valamint a reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS) képzddését. A kurkuma indirekt modon is
kifejtheti antioxidans hatasat, csokkentve példaul a katalaz, a y-glutamilcisztein, a ligaz, a
glutation az S-transzferaz, a glutation-reduktaz, a glutation-peroxidaz, a szuperoxid-
dizmutaz miikodését. In vivo kisérletekben patkanyokon gatolta a lipid peroxidaciot [21].
Széleskorti antibakterialis, antiviralis €s gombadld 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 koziil meg kell még emliteni a baktériumok egyes
mechanizmusainak gatlasaban, befolyasolasaban vald beavatkozasi lehetdségeket, ilyen
példaul a membran permeabilitas fokozasa, az efflux pumpak aktivitasdnak csokkentése, a
kinaz enzim és intrinsic antibiotikum rezisztencia gatlasa, anti-regulatorok, antibakterialis
virulencia faktorok, mikrobiom modulalasa, bakteriofagok hasznalata [19]. Masik
megkozelitési lehetdség azon tdplalékkiegészitdk hasznalata, mely a mikrobiom
helyreallitasara és egészségének fenntartasara helyezik a hangstlyt [48, 52]. Ezek kozott
felsorolhatd a pro-és prebiotikumok beépitése a takarmanyozasba, a takarmany mindségének
ellendérzése, enzimkiegészités, szerves savak adagolasa [48], valamint ciklikus diguanozin-

monofoszfat alkalmazasa [52].

2.3. Antibiotikum alternativak hatasanak vizsgalata brojlercsirkékben

A baromfidllomanyok kezelésében egyre erdsebb a torekvés az antibiotikumok
hasznalatanak jelentds csokkentésére, valamint azok részben vagy egészben torténd
kivaltasara [53]. A gyogynovények novekedésre kifejtett hatasanak, valamint patogének
elleni hatdsanak vizsgalatara széleskOrli paraméterek monitorozdsa sziikséges. Egyik
megkozelités a  napi  tOmeggyarapodds  folyamatos nyomon  kdvetése, a
takarmanyhasznositas, a vagasi suly és belsd szervek tomegének mérése, valamint az
elhullas mértéke [50]. Masik lehetség, hogy a novekedés mértéke mellett hematologiai
értékeket, immunvalaszt is mériink. A lecentrifugélt vérmintabol biokémiai profil felallitasa
(glikoz, hugysav, total koleszterin, trigliceridek, HDL-hez valamint LDL-hez kotott
koleszterolszint) sziikséges. Immunologiai szempontbol antitest mérésére is van lehetoség

kiilonb6z6 korokozokkal szemben [53].

crer

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

crer

befolyasoljak az epithelium morfologiajat, ezzel hozzdjarulnak a taplalékfelvétel

novekedéséhez [54].

Ennek megitélésére mérhetd a vékonybél kiilonb6z6 szakaszain (duodenum, jejunum,
ileum) a bélbolyhok magassaga [54, 55], a vakbélbdl szarmaz6 mintak Osszetétele [55, 56].
A bélbolyhok morfologiaja mind makroszkopikusan mind mikroszkopikusan vizsgalhato, az
Osszehasonlitas szakirodalmi és elézetes kutatasi alapokra helyezhet6. Ennek soran
megfigyelhetd paraméterek az epithelium vastagsaga, az enterocitak proliferacidja, a
kehelysejtek novekedése, valamint az esetleges 1ézidok 6sszehasonitasa [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 ¢élelmiszertermeld allatok koziil a baromfi allomanyokban a mésodik legmagasabb
az antibiotikum felhasznalas mértéke [33]. Az antibiotikum tlhasznalasa és az abbol ered6
rezisztencia globalis probléma. A brojlercsirtke allomanyokban széleskorben hasznalt
antibiotikumok lehetdvé teszik, hogy azok rezervoarként milkddjenek rezisztens
baktériumok szamara [15]. Ezek kozé tartoznak példaul a Salmonella fajok, az E. coli, a

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

A szubterapids mennyiségben adagolt antibiotikumok legjelentésebb eldnye a
novekedési erély fokozasa. Ennek oka, hogy az antibiotikumok csokkentik a patogének
mennyiségét az allatban, mig elvékonyitjdk a nyalkahartyaréteget, ¢s felerdsitik az
immunrendszer aktivitasat. A legfontosabb hatdsuk, hogy befolydsoljak a bélrendszer
mikrobiomjat, csokkentve annak enzimmiikodését. Ezzel egyiitt novelik a tapanyagok
felszivodasat és a hasznos baktériumok mennyiségét [33]. Az antibiotikumokat korabban
megeldzeés (profilaxis), megeldzés €s terapias célbol egylittesen (metafilaxis) és terapids
cé1bol is hasznaltdk. Az Eurdpai Unidban 2006 6ta, mig az Egyesiilt Allamokban 2017 6ta
tiltott az antibiotikumok hozamfokozo célbol torténd felhasznalasa, azonban Brazilidban és

Kindban nincs ilyen jellegii korlatozas [15].

Elelmiszertermel6 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
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anyagok, vagy annak metabolitjainak allatokbol szarmazé élelmiszerekben torténd
kimutathatésagan alapszik. Ez az érték termékenként valtozo lehet és az egyes orszagoktol

is fligg a hatarértéke [14].

A fentiek ellenére egyes kutatasok szerint a hustermékek tartalmaznak
antibiotikumokat, az Eurdpai Union beliil példaul jelentds a doxiciklin és az enrofloxacin
maradvany [14]. A legtobb antibiotikum takarmannyal vagy vizzel keriil az allatokba,
melynek bizonyos szazaléka nem szivodik fel a gyomor-bélrendszerben, ennek
eredményeképpen pedig a felvett antimikrobialis szernek akar 90%-a kijuthat a kornyezetbe,
amit bizonyitottak is bacitracin, klortetraciklin, monenzin, penicillin, virginamicin esetén.
Ez a jelentds kornyezetterhelés pedig fokozottan hozzajarulhat az antimikrobialis

rezisztencia tovabbi terjedéséhez [52].
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3. CELKITUZESEK

Jelen kutatas célja, hogy egy mentolt, eukaliptusz olajat, kakukkfiiolajat, kdmfort, ajwan
olajat, bazsalikom olajat és kurkuma olajat tartalmazéd gyogynovény illdolaj készitménynek
in vitro hatékonysagat vizsgaljuk koz- és allategészségiigyi szempontbdl jelentds baktérium
¢és gombatorzseken. Napjaink kiemelt problémaja a baktériumokkal és gombakkal szembeni
rezisztencia globalis és széles kori terjedése. Ezért sziikség van kiilonbozo alternativakra,
amelyek segitségével csokkenthetok vagy egyes esetekben kivalthatok az antimikrobialis
szerek hasznalata. A gydgyndvényekbdl kivonhato illoolajok erre adhatnak lehetoséget. A
vizsgélatok soran agardiffuzids és mikrodilucios modszerek segitségével néztiik a kombinalt
készitmény hatékonysagat. Az in vitro eredmények tiikrében pedig lehetdség nyilik tovabbi

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

4.1. A vizsgalt mikroorganizmusok és a gyogynovény kivonat eredete

Az agardiffizios vizsgalatokhoz a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem
Georgikon Campus, Takarmanyozastani ¢és Takarmanyozas-¢élettani Tanszékének
torzsgylijteményét hasznaltuk fel. A mikrodilucios vizsgalatokhoz a Gyodgyszertani és
Méregtani Tanszék korabbi, baromfibdl izolalt és Microbank™ rendszerben (Pro-Lab
Diagnostics, Richmond Hill, Kanada) -80 °C-on tarolt térzseket hasznaltunk fel. A térzsek

listajat az 1. tablazat foglalja 6ssze.

1. abra A vizsgélatokhoz felhasznalt mikroorganizmusok

Agardiffazio Mikrodilucio
Faj  Mennyiség 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 rendelkezésiinkre, Lig-Biotic
itatofolyadék névvel. Osszetételét tekintve a termék mentol, eukaliptusz, kakukkfii, kamfor,

ajwain, bazsalikom és kurkuma ill6olaj kivonatokat tartalmazott.

4.2. Agardiffizios médszer

A vizsgalathoz Petri-csészéket hasznaltunk, melyek Miiller-Hinton taptalajt (Biolab
Zrt., Budapest, Magyarorszag) tartalmaztak. A 12 6ras mikrobatenyésztést kovetéen a
baktériumszuszpenziokbol 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
mértiink be. A kontroll lyukakba a baktériumot nem tartalmazo tapleves keriilt. Végezetiil a
Petri-csészéket 37 C-on 18-24 oran keresztiil inkubaltuk, majd a lyukak koriil kialakult
gatlasi zondk nagysagét értékeltiik. Minden vizsgélatot négy ismétlésben végeztiink. A
vizsgalatok alapjat a Foldmuvelésiigyi €s Vidékfejlesztési Minisztérium NOvény- és
Talajvédelmi Foosztalya altal kiadott fungicid és baktericid vizsgalati modszertan

képezte [58].
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4.3. Mikrodiluciéos modszer

A -80 °C-on tarolt baktériumtorzseket a vizsgalatot megel6z6 napon 3 ml tripton-szoja
levesbe (TSB) oltottuk, majd 18-24 6ran at inkubaltuk 37 °C-on. A vizsgalatokat 96 lyukt
mikrotiter lemezeken (VWR International, LLC., Debrecen, Magyarorszag) végeztiik el. A
munkalemezek els6 oszlopanak kivételével a lyukakat 90 ul TSB-vel (1. 1épés) toltottik fel
(1. abra). Ezt kovetden elkészitettiik a készitmény torzsoldatanak feles higitasat TSB-vel,
igy a kettes alapu higitasi sor a vizsgalt készitmény kétszeres higitasaval kezdddott és
egészen annak 1024x higitasaig tartott. A feles higitasbol 180 ul-t mértiink a munkalemezek
els6 oszlopaba (2. 1épés), majd 2-es alapa 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 baktériumtorzs vizsgalatdhoz egy-egy sort

hasznaltunk a munkalemezen (2. abra).

1. I1épés: 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 feltoltése 90 ul TSB-vel

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

90 pl

YN 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
Aj] 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
By 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Cj 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Dj 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 + -
G 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -
Hj 180 | 90 90 90 90 90 90 90 90 90 + -

3. abra Kettes alaptl higitasi sor készitése, az elsd oszlop feltdltése 180 pl kiindulési
koncentracioval, majd 90 pl tovabb mérése €s szuszpendalasa a 10. oszlopig
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Egy segédlemezen 25-sz6rds higitdsban 0,5 McFarland értékre bedllitva eldkészitettiik
a baktériumok raoltdsdhoz sziikséges baktériumszuszpenzidt. Ehhez minden segédlemezt
240 ul TSB-vel toltottiink fel (3. abra), majd minden lyukba 10 ul alaposan vortexelt
baktériumszuszpenziot mértiink (4. 1€pés). Ezt kovetden a baktériumtorzseket az elkészitett
munkalemezekre oltottuk, a kettes alapt higitasi sort tartalmaz6 lemezek 11. oszlopatol
kezdve haladva visszafel¢é minden lyukba 10 pl baktériumszuszpenziot pipettdzva a
segédlemezrdl (5. 1€pés). A 11. oszlop pozitiv kontrollként szolgalt (baktériumszuszpenzid

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

4. 1épés: a baktériumszuszpenzio beallitasa 0,5 McFarland értékre 10 pl

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
HJ 240 240 240 240 240 240

4. abra A baktériumszuszpenzio 25x higitasanak elkészitése segédlemezen

5. 1épés: a baktériumszuszpenzid bemérése 10 ul

@@@@ AARARRARRA

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 baktériumszuszpenzid ramérése a munkalemezre a pozitiv kontrolltol kezdve

4|+ |+ |+ +
]

I OmMMmMOO|m@ >

A munkalemezeket ezt kovetéen 18-24 oran keresztiil 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 =+ jel6léssel ellatott lyukakat negativ eredménynek

tekintettiik, mig pozitiv eredménynek a +, ++, +++ jeloléssel ellatott lyukak mindsiiltek.
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4.4. Vitalitas vizsgalat

A vizsgalathoz 0j munkalemezeket készitettiink, melyek els6 oszlopat kivéve minden
oszlopba 90 ul Miiller-Hinton levest pipettaztunk, az elsé oszlopba pedig a készitmény 1:1
aranyu higitasat 180 pl mennyiségben, majd kettes alapon végig higitottuk. Baktérium
fajonként 4-4 db torzset vizsgaltunk. Elkészitettiik a korabbiakban leirt baktériumhigitd
lemezt: 240 pl leveshez 10 pl mikréba szuszpenzidét mértiink a tdmény baktérium
szuszpenziokbol. A higitott szuszpenziokbol 10 pl-t pipettaztunk a lemezek megfeleld
oszlopaiba. A lemezeket 24 6ran keresztiil inkubaltuk 41 °C-on. Az inkubaciot kdvetden a
100 pl szuszpenziot tartalmazo lyukakhoz 20 ul MTS-formazan oldatot pipettaztunk. 1,5 6ra
inkubaciot kovetden spektrofotométer segitségével 492 nm-en leolvastuk az abszorbancia
értékeket.

A Kisérletiinkben alkalmazott MTS-formazan vitalis festés hasznalata soran kapott
abszorbancia értékekb6l kovetkeztettink a kezelést kovetd ¢él6 baktériumsejtek
mennyiségére, a pozitiv (+) és negativ (-) kontrollhoz képest (6. abra). Az abszorbancia
értékek segitségével kiszamoltuk a lyukakban 1év6 életképes mikrobak szazalékos
csokkenését a pozitiv kontrollokhoz viszonyitva. Hatékony baktériumszam csokkenésnek

azon koncentraciok tekinthetok, melyek esetén az életképes mikrobak mennyisége legalabb

a felére csokkent (ECsp érték).

P

l
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6. abra Az MTS-formazannal torténd kezelést kdvetd szinreakcid. A + jelolés a pozitiv
kontroll, a — jelolés pedig negativ kontroll soran tapasztalhat6 szinreakcio.
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5. EREDMENYEK
5.1. Agardiffuziés eredmények

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

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

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

7. abra Az agardiffizids 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 sordn a <8 mm gatlasoi zona esetén nem feltételeziink hatést,
8-12 mm kozott mérsékelt érzékenységrol beszéliink, >12 mm esetén pedig érzékenynek

tekintjiik a torzset.

5.2. Mikrohigitasos eredmények

A mikrohigitasos modszerrel végzett vizsgalat eredményei koziil a 16 baromfi eredeti,
parhuzamos vizsgalat soran egyontetiien jol lathaté volt a baktériumok szaporodasa, minden
esetben zavarosodast tapasztaltunk. A pozitiv kontroll pozitiv volt, a negativ kontroll esetén
nem tapasztaltunk befertdzddést. A készitmény 2x, 4x és 8x higitasa esetén tapasztaltunk
mérsékelt zavarosodast (++), az ennél nagyobb higitasok erds zavarosodast (+++) mutattak
(2. tablazat). Ez alapjan megallapithat6, hogy a készitmény legkisebb, 2x higitasban
onmagaban nem alkalmas bakteriosztatikus hatast kifejteni az E. coli baktériumfaj ellen, az
elsé harom higitasban tapasztalt mérsékelt zavarosodas viszont arra utal, hogy némi hatast
kifejt a baktériummal szemben. Ez egybevag az agardiffuzids vizsgalat soran tapasztalt
kisebb méretli gatlasi zona megjelenésével.

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

mértékének jelolésével, az egyes higitasok esetén

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

2. plate 2x 4x 8x 16x 32x 64x | 128x | 256x | 512x | 1024x + -
E. coli 9. ++ ++ R I o O B I o +++ +H+ | -
E. coli 10. ++ ++ R I o O B I o +++ +H+ | -
E. coli 11. ++ ++ R o B o I o +++ +++ | -
E. coli 12. ++ ++ R o B o I o +++ +++ | -
E. coli 13. ++ ++ R o B o I o +++ +++ | -
E. coli 14. ++ ++ R o B o I o +++ +++ | -
E. coli 15. ++ ++ R o B o I o +++ +++ | -
E. coli 16. ++ ++ R o B o I o +++ +++ | -
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A Salmonella fajokon végzett parhuzamos vizsgalatok szintén egyontetiien ugyanazt az
eredményt mutattak, mint amit az E. coli esetén tapasztaltunk. Tehat a harom legkisebb
higitds mérsékeltebb zavarosodast mutatott, ami arra utal, hogy a baktériumok nem tudtak
annyira hatékonyan szaporodni, mint az ennél nagyobb higitasok esetén. Egy térzs esetben
tapasztaltunk enyhe zavarosodast, azonban ott is csak a 2x higitas soran (3. tablazat).
Eredményeinket a vitalitds vizsgalat soran kapott eredmények is alatamasztottak. Tehat
onmagaban a készitmény Salmonella fajok esetén sem alkalmas arra, hogy teljes mértékben

gatolja a baktériumok szaporodasat.

3. tablazat A Salmonella spp. torzsek (1-16. izolatum) MIC vizsgalatanak eredményei a

zavarosodas mértékének jelolésével, az egyes higitasok esetén

3. plate 2% 4x 8x 16x | 32x | 64x | 128x | 256x | 512x | 1024x + =
Salmonella spp. 1. + ++ ++ | Attt | A | A | | | +++ +++ -
Salmonella spp. 2. ++ ++ ++ | A | A | A | R | | | | |-
Salmonella spp. 3. ++ ++ ++ | A | A | A | R | | | | |-
Salmonella spp. 4, ++ ++ ++ | A | A | A | R | | | | |-
Salmonella spp. 5. ++ ++ ++ | A | A | A | R | | | | |-
Salmonella spp. 6. ++ ++ ++ | A | A | A | R | | | | |-
Salmonella spp. 7. ++ ++ ++ | A | A | A | R | | | | |-
Salmonella spp. 8. ++ ++ ++ | A | A | A | R | | | | |-

4. plate 2% 4x 8x 16x | 32x | 64x | 128x | 256x | 512x | 1024x + =
Salmonella spp. 9. ++ ++ i I I B B B R )
Salmonellaspp. | 10. | ++ ++ i I I B B B R )
Salmonellaspp. | 11. | ++ ++ i I I B B B R )
Salmonellaspp. | 12. | ++ ++ i I I B B B R )
Salmonellaspp. | 13. | ++ ++ i I I B B B R )
Salmonella spp. | 14. ++ ++ el e e R
Salmonella spp. | 15. ++ ++ el e e R
Salmonella spp. | 16. ++ ++ el e e R
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Az Enterococcus fajok esetén hasonld médon csak a harom legkisebb higitas esetén
tapasztaltuk a mérsékelt zavarosodast (4. tablazat). Osszességében tehat elmondhatjuk,
hogy 6nmagaban a készitmény nem tudja teljes mértékben meggatolni a vizsgalt izolatumok

szaporodasat.

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

zavarosodas mértékének jelolésével, az egyes higitdsok esetén

5. plate 2x 4x 8x 16x | 32x | 64x | 128x | 256x | 512x | 1024x + =
Enterococcus spp. | 1. ++ ++ I I I e B B T B
Enterococcus spp. | 2. ++ ++ I I I e B B T B
Enterococcus spp. | 3. ++ ++ I I I e B B T B
Enterococcus spp. | 4. ++ ++ I I I I B I T B
Enterococcus spp. | 5. ++ ++ I I I I B I T B
Enterococcus spp. | 6. ++ ++ I I I I B I T B
Enterococcus spp. | 7. ++ ++ I I I I B I T B
Enterococcus spp. | 8. ++ ++ I I I I B I T B

6. plate 2x 4x 8x 16x | 32x | 64x | 128x | 256x | 512x | 1024x + =
Enterococcus spp. | 9. ++ ++ I I I I B I T B
Enterococcus spp. | 10. ++ ++ I I I I B I T B
Enterococcus spp. | 11. ++ ++ I I I I B I T B
Enterococcus spp. | 12. ++ ++ SE o I I o O s T S I = O
Enterococcus spp. | 13. ++ ++ SE o I I o O s T S I = O
Enterococcus spp. | 14. ++ ++ SE o I I o O s T S I = O
Enterococcus spp. | 15. ++ ++ SE o I I o O s T S I = O
Enterococcus spp. | 16. ++ ++ SE o I I o O s T S I = O

A készitmény legkifejezettebb hatasa S. aureus esetén volt megfigyelhetd. A 2x higitas
esetén enyhe zavarosodas volt megfigyelhetd a legtobb torzs esetén, egy torzs esetében a 4x
higitasnal is, egy torzs esetén pedig az Osszes higitasban enyhe zavarosodas volt lathato
(5. tablazat). A mikrohigitasos eredményeink egybevagnak a vitalitds vizsgalat soran
tapasztalt szdzalékos csokkenés mértékével, valamint korrelalnak az agardiffiizios vizsgalat
soran megfigyelt gatlasi zondk méretével. Osszességében tehat elmondhatjuk, hogy a
készitmény leginkabb a S. aureus baktérium okozta fert6zések kiegészit6 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 jelolésével, 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 R S N
S. aureus 3. + + e B I I I I B R S N
S. aureus 4, ++ ++ e B I I I I B R S N
S. aureus 5. + ++ e B I I I I B R S N
S. aureus 6. + ++ e B I I I I B R S N
S. aureus 7. + ++ e B I I I I B R S N
S. aureus 8. + ++ e B I I I I B R S N

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

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

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

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

zavarosodas mértékének jelolésével, az egyes higitasok esetén

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

Az eredményekbdl jol latszik, hogy az elvart legalabb 50%-os életképesség csokkenést
(ECs0) csak egy esetben érte el a készitmény, ott is csak annak 1:1 aranyu higitasa esetében.
Ez a torzs egy Salmonella Typhimurium volt. A tébbi Salmonella spp. és Escherichia coli
izolatum (7. tablazat), valamint Enterococcus spp. esetén nincs elfogadhatdé mértéki

¢letképesség 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 esetén a legtobb esetben a 2x, 4x higitasok esetén volt
megfigyelhetd szamottevd életképesség csokkenés, valamint a 13. torzs esetén volt a
nagyobb higitasok esetén is jelentdsebb mértékii az életképesség csokkenése, azonban ezek

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

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

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

26



6. KOVETKEZTETESEK

Vizsgalataink soran 0sszetételét tekintve egy mentol, eukaliptusz, kakukkfli, kdmfor,
ajwain, bazsalikom és kurkuma illoolaj kivonatokat tartalmazo készitmény in vitro
hatékonysagat teszteltik allat- ¢és kozegészségiigyi szempontbol fontos patogén
mikroorganizmusokkal (Salmonella spp., E. coli, Enterococcus spp., S. aureus és C.
albicans) szemben. Ennek soran agardifftizios és MIC-érték meghatarozast végeztiink, majd

¢letképesség szempontjabol vitalitas vizsgalatot néztiink M TS-formazan segitségével.

Az agardiffuzios eredmények alapjan a készitménynek a legkifejezettebb megfigyelhetd
antimikrobialis hatasa S. aureus baktériumra nézve volt, a gatlasi zona atlaga 15,89 mm volt,
2,15 mm szorassal. 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 Aratjo és mtsai. eukaliptusz kivonat esetében 27 mm gatladsi zona atmérot
mértek [60], Mota és mtsai. pedig 90 mm gatlasi zonat figyeltek meg [61]. Dedhia és mtsai.
kurkuma esetén 0,0+0,0 mm gatlasi zonat hataroztak meg [62]. Shanaida és mtsai. kakukkfii
esetén 31,0+£0,20 mm gatlasi zonat mértek [63], Dahiya és mtsai pedig 21,0+0,1 mm gatlasi
zonat figyeltek meg [64], Demirci és mtsai. 13 mm gatlasi zonat irtak le [65], Faleiro és
mtsai. viragkivonat esetén 6,0+0,0 mm gatldsi zoénat mértek, levélkivonat esetén pedig
7,3+£0,5 mm gatlasi zonat mértek [66]. Gyenge hatds volt megfigyelheté Enterococcus
faecalis esetén, a gatlasi zona atlaga 6,58 mm volt, 0,67 mm szorassal. Shanaida és mtsai.

kakukkfii esetén 19,0+1,0 mm gatlasi zonat mértek [63].

E. coli esetén a gatlasi zonak atlaga 5,17 (£1,27 SD) volt, Alsalamah és mtsai.
bazsalikom levele esetén 9,8742,99 mm, magva esetén 7,50+4,87 mm és szara esetén
5,93+1,93 mm gatlasi zonakat allapitottak meg [59], azonban de Souza Aratjo és mtsai.
eukaliptusz kivonat esetében 20,2 mm gatlasi zona atmér6t mértek [60], Ameur és
mtsai. csak 12,3+3,8 mm gatlasi zonat figyeltek meg [67], Mota és mtsai. pedig 30 mm
gatlasi zonat tapasztaltak [61]. Shanaida és mtsai. kakukkfii esetén 30,0+£1,0 mm gatlasi
zonat mértek [63], Dahiya és mtsal. 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 zonat mértek [66]. Pseudomonas aeruginosa esetén a gatlasi zonak
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 szara esetén 5,67+0,83 mm gatlasi zonakat allapitottak
meg [59], ezzel szemben de Souza Aradjo és mtsai. eukaliptusz kivonat esetében 26,3 mm

gatlasi zona atmérét 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 gatlasi zonat figyeltek meg eukaliptusz olaja esetén [61].
Faleiro ¢és mtsai. kakukkfli virdgkivonat esetén 8,6+1,1 mm gatlasi zonat mértek,

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

Szintén gyenge volt a megfigyelhetd hatas C. albicans esetén, ahol a gatlasi zona atlaga
7,58 mm, szorasa 1,00 mm volt. Ehhez képest de Souza Aratjo és mtsai. eukaliptusz kivonat
esetében 26 mm gatlasi zona atmérét mértek [60], Mota és mtsai. pedig 50 mm gatlasi zonat
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 gatlasi zonat mértek [63],
Faleiro és mtsai. virdgkivonat esetén 6,0+0,0 mm gatlasi zonat mértek, levélkivonat esetén

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

A mikrohigitdsos modszerrel végzett vizsgalatok sordn a készitmény 2x, 4x és 8x
higitasa esetén tapasztaltunk mérsékelt zavarosodast (++), az ennél nagyobb higitasok erds
zavarosodast (+++) mutattak. A Salmonella spp. a harom legkisebb higitas mérsékeltebb
zavarosodast mutatott. Iwinski és mtsai. egy kakukkfiivet tartalmazo készitmény kiilonb6zo
Salmonella szerovariansokat vizsgalva a készitmény 256-512x higitasa esetén figyeltek meg

baktericid hatast [68].

E. coli esetén a harom legkisebb higitas mérsékeltebb zavarosodast mutatott, egy torzs
esetében tapasztaltunk enyhe zavarosodast, azonban ott is csak a 2x higitas soran. Lagha ¢€s
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.
kakukkfii esetén 0,07-0,63 pg/ml MIC-értéket irtak le hatékonynak brojlercsirkékbol izolalt
torzseknél; pulykakbol izolalt torzseknél szintén ugyanezt a tartomanyt 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 kozott kakukkfiivet és mentolt tartalmazo illoolajtartalmu
készitményt vizsgalva annak 512x higitasa esetén figyeltek meg madarpatogén E. coli
(APEC) torzsek és 256x higitasa esetén nem APEC torzsek esetén baktericid hatast [74].

Az Enterococcus torzsek hasonld modon csak a harom legkisebb higitas esetén mutattak
mérsékelt zavarosodast. Liu €s mtsai. vizsgalatuk soran 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 készitmény 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 megfigyeltiik ezt, egy torzs esetén pedig az 0sszes higitds 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 ug/ml MIC-értéket figyeltek meg [77].

A vitalitds vizsgalat soran egy Salmonella Typhimurium torzs esetén a készitmény
legnagyobb vizsgalt koncentracidja (1:1 arany higitas) esetén volt megfigyelhetd a kivant
ECso érték. Ezen kiviil jelentds életképesség csokkenés volt megfigyelhetd S. aureus térzsek
esetén a 2x, 4x, 8x higitasok esetén és a 13. torzs tovabbi higitasai esetén is, azonban ezek
egyike sem érte el az elfogadhatd ECsp értéket. Kurekei és mtsai. kutatasuk soran eukaliptusz
esetén >1024 ug/ml MIC-értéket hatarozott meg [73]. Ebani és mtsai. borsmenta esetében
18,24 ng/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 &nmagiban nem mutat
antimikrobialis hatast, azonban Salmonella Typhimurium esetén a legtoményebb
koncentraci6 igéretesnek bizonyulhat, ez alapjan érdemes lehet ezzel a torzzsel in vivo
konvencionalis allatfertdzés mellett vizsgalni a készitmény hatékonysagat, ennek soran
mérni a sulygyarapoddsra €s a takarmanyfogyasztasra gyakorolt hatasat; ezen tilmenden
pedig a Salmonella Typhimurium fertézés megelézésében, valamint annak iritésére

gyakorolt hatasasat is vizsgalni.
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7. OSSZEFOGLALAS

A globalis szintre emelkedett antimikrobialis rezisztencia kozos gondolkodasra sarkallja
az allat- és kozegészségiigy teriiletének szakembereit. Uj, az antibiotikumokat részben vagy
egészben kivaltani képes alternativ megoldasokra van sziikség; ilyen alternativaként johet
szoba a novényi illdolajok hasznélata. Kifejezetten igaz lehet ez az egyébként nagy
mennyiségli antibiotikumot felhasznald, élelmiszertermeld allatokat tart6 iizemekben.

Kutatasunk célja egy tobbféle novényi illdolaj kivonatokat (mentol, eukaliptusz,
kakukkfli, kamfor, ajwain, bazsalikom és kurkuma) tartalmazo készitmény in vitro
hatékonysaganak tesztelése hagyomanyos agardiffizios, valamint minimalis gatlo
koncentracio (MIC) érték meghatarozds modszerével; az allat- és kozegészségiigyi
szempontbol is fontos fakultativ és obligat patogén baktériumtorzsek (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Enterococcus spp.), valamint Candida albicans
gombafajra nézve. Ezen kiviil vizsgalatainkat vitalis festési eljarassal egészitettiik ki.

Vizsgalataink soran az agardiffuzios és mikrodilucios vizsgalati modszerek hasonld
eredményeket mutattak. A szaporodas gatlasat leginkabb Staphylococcus spp. izolatumok
esetén tudta kifejteni a készitmény, az agardiffiizios gatlasi zéna mérete 15,89+2,15 mm
volt, a mikrohigitasos modszer soran a 2-8x higitasok esetén tapasztaltunk zavarosodas
csOkkenést. A tobbi fajnal a legtoményebb koncentracioknal volt tapasztalhatd nagyobb
gatlasi zona atmér6 (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
mértékii zavarosodast a taplevesben (2-8x higitasok). A készitmény egyetlen esetben sem
tudta a baktériumok szaporodésat teljes mértékben gatolni; igy sem bakteriosztatikus, sem
baktericid hatdsrol nem beszélhetiink. A vitalitas vizsgalatok soran az 50%-os ¢€letképesség
csokkenést (ECso) csak egy esetben — egyetlen Salmonella Typhimurium térzs esetében
tapasztaltuk, ott is csak a készitmény 1:1 aranyu higitasa esetében.

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

és kozegészségiigy tiikkrében az Egy Egészség szemlélet fontos mozgatorugoit 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.

31



10.

11.

12.

13.

9. IRODALOMJEGYZEK

Frieri M, Kumar K, Boutin A (2017) Antibiotic resistance. J Infect Public Health
10:369-378. https://doi.org/10.1016/j.jiph.2016.08.007

Ghosh D, Veeraraghavan B, Elangovan R, Vivekanandan P (2020) Antibiotic
Resistance and Epigenetics: More to It than Meets the Eye. Antimicrob Agents
Chemother 64:202225-19. https://doi.org/10.1128/AAC.02225-19

Samreen null, Ahmad I, Malak HA, Abulreesh HH (2021) Environmental
antimicrobial resistance and its drivers: a potential threat to public health. J Glob
Antimicrob Resist 27:101-111. https://doi.org/10.1016/j.jgar.2021.08.001

Shallcross LJ, Howard SJ, Fowler T, Davies SC (2015) Tackling the threat of
antimicrobial resistance: from policy to sustainable action. Philos Trans R Soc Lond B
Biol Sci 370:20140082. https://doi.org/10.1098/rsth.2014.0082

Aslam B, Khurshid M, Arshad MI, Muzammil S, Rasool M, Yasmeen N, Shah T,
Chaudhry TH, Rasool MH, Shahid A, Xueshan X, Baloch Z (2021) Antibiotic
Resistance: One Health One World Outlook. Front Cell Infect Microbiol 11:771510.
https://doi.org/10.3389/fcimb.2021.771510

Davies J, Davies D (2010) Origins and evolution of antibiotic resistance. Microbiol
Mol Biol Rev 74:417-433. https://doi.org/10.1128/MMBR.00016-10

Machowska A, Stélsby Lundborg C (2018) Drivers of Irrational Use of Antibiotics in
Europe. Int J Environ Res Public Health 16:E27.
https://doi.org/10.3390/ijerph16010027

Mboya EA, Sanga LA, Ngocho JS (2018) Irrational use of antibiotics in the Moshi
Municipality Northern Tanzania: a cross sectional study. Pan Afr Med J 31:165.
https://doi.org/10.11604/pam;j.2018.31.165.15991

McEwen SA, Collignon PJ (2018) Antimicrobial Resistance: a One Health Perspective.
Microbiol Spectr 6:. https://doi.org/10.1128/microbiolspec. ARBA-0009-2017

Manyi-Loh C, Mamphweli S, Meyer E, Okoh A (2018) Antibiotic Use in Agriculture
and Its Consequential Resistance in Environmental Sources: Potential Public Health
Implications. Molecules 23:E795. https://doi.org/10.3390/molecules23040795

Dodds DR (2017) Antibiotic resistance: A current epilogue. Biochem Pharmacol
134:139-146. https://doi.org/10.1016/j.bcp.2016.12.005

Hosain MZ, Kabir SML, Kamal MM (2021) Antimicrobial uses for livestock
production in developing countries. Vet World 14:210-221.
https://doi.org/10.14202/vetworld.2021.210-221

BenY, Fu C, Hu M, Liu L, Wong MH, Zheng C (2019) Human health risk assessment

of antibiotic resistance associated with antibiotic residues in the environment: A
review. Environ Res 169:483-493. https://doi.org/10.1016/j.envres.2018.11.040

32



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Bartkiene E, Ruzauskas M, Bartkevics V, Pugajeva |, Zavistanaviciute P, Starkute V,
Zokaityte E, Lele V, Dauksiene A, Grashorn M, Hoelzle LE, Mendybayeva A,
Ryshyanova R, Gruzauskas R (2020) Study of the antibiotic residues in poultry meat
in some of the EU countries and selection of the best compositions of lactic acid
bacteria and essential oils against Salmonella enterica. Poult Sci 99:4065-4076.
https://doi.org/10.1016/j.psj.2020.05.002

Roth N, Kaésbohrer A, Mayrhofer S, Zitz U, Hofacre C, Domig KJ (2019) The
application of antibiotics in broiler production and the resulting antibiotic resistance in
Escherichia  coli: A  global  overview. Poult Sci  98:1791-1804.
https://doi.org/10.3382/ps/pey539

(2003) Regulation (EC) No 1831/2003 of the European Parliament and of the Council
of 22 September 2003 on additives for use in animal nutrition (Text with EEA
relevance)

Bloomfield SF (2002) Significance of biocide usage and antimicrobial resistance in
domiciliary environments. J Appl Microbiol 92 Suppl:144S-57S

Pinto Jimenez CE, Keestra S, Tandon P, Cumming O, Pickering AJ, Moodley A,
Chandler CIR (2023) Biosecurity and water, sanitation, and hygiene (WASH)
interventions in animal agricultural settings for reducing infection burden, antibiotic
use, and antibiotic resistance: a One Health systematic review. Lancet Planet Health
7:e418-e434. https://doi.org/10.1016/S2542-5196(23)00049-9

Wang C-H, Hsieh Y-H, Powers ZM, Kao C-Y (2020) Defeating Antibiotic-Resistant
Bacteria: Exploring Alternative Therapies for a Post-Antibiotic Era. Int J Mol Sci
21:E1061. https://doi.org/10.3390/ijms21031061

Wang W, Li D, Huang X, Yang H, Qiu Z, Zou L, Liang Q, Shi Y, Wu Y, Wu S, Yang
C, Li Y (2019) Study on Antibacterial and Quorum-Sensing Inhibition Activities of
Cinnamomum  camphora  Leaf  Essential  Oil.  Molecules  24:E3792.
https://doi.org/10.3390/molecules24203792

Parham S, Kharazi AZ, Bakhsheshi-Rad HR, Nur H, Ismail AF, Sharif S, RamaKrishna
S, Berto F (2020) Antioxidant, Antimicrobial and Antiviral Properties of Herbal
Materials. Antioxidants (Basel) 9:E1309. https://doi.org/10.3390/antiox9121309

Winska K, Maczka W, Lyczko J, Grabarczyk M, Czubaszek A, Szumny A (2019)
Essential Oils as Antimicrobial Agents-Myth or Real Alternative? Molecules
24:E2130. https://doi.org/10.3390/molecules24112130

Zarei Yazdeli M, Ghazaei C, Tasallot Maraghi E, Bakhshi A, Shukohifar M (2021)
Evaluation of Antibacterial Synergism of Methanolic Extract of Dracocephalum
kotschyi and Trachyspermum ammi. Malays J Med Sci 28:64-75.
https://doi.org/10.21315/mjms2021.28.6.7

Kozics K, Buckova M, Puskarova A, Kalaszova V, Cabicarova T, Pangallo D (2019)
The Effect of Ten Essential Oils on Several Cutaneous Drug-Resistant Microorganisms
and Their Cyto/Genotoxic and Antioxidant Properties. Molecules 24:E4570.
https://doi.org/10.3390/molecules24244570

33



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Sakkas H, Papadopoulou C (2017) Antimicrobial Activity of Basil, Oregano, and
Thyme Essential Qils. J Microbiol Biotechnol 27:429-438.
https://doi.org/10.4014/jmb.1608.08024

Stevanovi¢ ZD, Bosnjak-Neumiiller J, Paji¢-Lijakovi¢ I, Raj J, Vasiljevic M (2018)
Essential Oils as Feed Additives-Future Perspectives. Molecules 23:E1717.
https://doi.org/10.3390/molecules23071717

Liu F, Jin P, Gong H, Sun Z, Du L, Wang D (2020) Antibacterial and antibiofilm
activities of thyme oil against foodborne multiple antibiotics-resistant Enterococcus
faecalis. Poult Sci 99:5127-5136. https://doi.org/10.1016/].psj.2020.06.067

Kon K, Rai M (2012) Antibacterial activity of Thymus vulgaris essential oil alone and
in combination with other essential oils. Nusantara Bioscience 4.,
https://doi.org/10.13057/nusbiosci/n040202

Boruga O, Jianu C, Misca C, Golet I, Gruia AT, Horhat FG (2014) Thymus vulgaris
essential oil: chemical composition and antimicrobial activity. J Med Life 7 Spec No.
3:56-60

Arasu A, Pingley V, Prabha N, O V R, Annathurai K, Kasirajan S, Govindasamy A,
Alwahibi MS, Elshikh MS, Abdel Gawwad MR, Arockiaraj J (2021) Impact and
fungitoxic spectrum of Trachyspermum ammi against Candida albicans, an
opportunistic pathogenic fungus commonly found in human gut that causes Candidiasis
infection. J Infect Public Health 14:1854-1863.
https://doi.org/10.1016/j.jiph.2021.09.027

Ebadollahi A, Jalali Sendi J, Setzer WN, Changbunjong T (2022) Encapsulation of
Eucalyptus largiflorens Essential Oil by Mesoporous Silicates for Effective Control of
the Cowpea Weevil, Callosobruchus maculatus (Fabricius) (Coleoptera:
Chrysomelidae). Molecules 27:3531. https://doi.org/10.3390/molecules27113531

Gupta P, Preet S, Ananya, Singh N (2022) Preparation of Thymus vulgaris (L.)
essential oil nanoemulsion and its chitosan encapsulation for controlling mosquito
vectors. Sci Rep 12:4335. https://doi.org/10.1038/s41598-022-07676-5

Abd El-Hack ME, EI-Saadony MT, Saad AM, Salem HM, Ashry NM, Abo Ghanima
MM, Shukry M, Swelum AA, Taha AE, EI-Tahan AM, AbuQamar SF, El-Tarabily KA
(2022) Essential oils and their nanoemulsions as green alternatives to antibiotics in
poultry  nutrition: a comprehensive  review. Poult Sci 101:101584.
https://doi.org/10.1016/j.psj.2021.101584

Ebani VV, Mancianti F (2020) Use of Essential Oils in Veterinary Medicine to Combat
Bacterial and Fungal Infections. Vet Sci 7:E193.
https://doi.org/10.3390/vetsci7040193

Soni R, Sharma G, Jasuja ND (2016) Essential Oil Yield Pattern and Antibacterial and
Insecticidal Activities of Trachyspermum ammi and Myristica fragrans. Scientifica
(Cairo) 2016:1428194. https://doi.org/10.1155/2016/1428194

Ebani VV, Najar B, Bertelloni F, Pistelli L, Mancianti F, Nardoni S (2018) Chemical
Composition and In Vitro Antimicrobial Efficacy of Sixteen Essential Oils against

34



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Escherichia coli and Aspergillus fumigatus Isolated from Poultry. Vet Sci 5:E62.
https://doi.org/10.3390/vetsci5030062

Ebani VV, Nardoni S, Bertelloni F, Pistelli L, Mancianti F (2018) Antimicrobial
Activity of Five Essential Oils against Bacteria and Fungi Responsible for Urinary
Tract Infections. Molecules 23:E1668. https://doi.org/10.3390/molecules23071668

Samoila NR, Gaceu L (2019) Comparative Study Regarding the Antimicrobial Activity
of Eucalyptus, Mentha Piperita and Hippophae Rhamnoides — A Review

Wang L, Zhang K, Zhang K, Zhang J, Fu J, Li J, Wang G, Qiu Z, Wang X, Li J (2020)
Antibacterial Activity of Cinnamomum camphora Essential Oil on Escherichia coli
During Planktonic Growth and Biofilm Formation. Front Microbiol 11:561002.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2020.561002

Camele I, Grul'ova D, Elshafie HS (2021) Chemical Composition and Antimicrobial
Properties of Mentha x piperita cv. “Kristinka” Essential Oil. Plants (Basel) 10:1567.
https://doi.org/10.3390/plants10081567

Brochot A, Guilbot A, Haddioui L, Roques C (2017) Antibacterial, antifungal, and
antiviral effects of three essential oil blends. Microbiologyopen 6..
https://doi.org/10.1002/mbo3.459

Moghadamtousi SZ, Kadir HA, Hassandarvish P, Tajik H, Abubakar S, Zandi K (2014)
A review on antibacterial, antiviral, and antifungal activity of curcumin. Biomed Res
Int 2014:186864. https://doi.org/10.1155/2014/186864

Gunasegaran T, Rathinam X, Kasi M, Sathasivam K, Sreenivasan S, Subramaniam S
(2011) Isolation and identification of salmonella from curry samples and its sensitivity
to commercial antibiotics and aqueous extracts of Camelia sinensis (L.) and
Trachyspermum ammi (L.). Asian Pac J Trop Biomed 1:266-269.
https://doi.org/10.1016/S2221-1691(11)60040-3

Sienkiewicz M, Lysakowska M, Pastuszka M, Bienias W, Kowalczyk E (2013) The
potential of use basil and rosemary essential oils as effective antibacterial agents.
Molecules 18:9334-9351. https://doi.org/10.3390/molecules18089334

Gradinaru AC, Trifan A, Spac A, Brebu M, Miron A, Aprotosoaie AC (2018)
Antibacterial activity of traditional spices against lower respiratory tract pathogens:
combinatorial effects of Trachyspermum ammi essential oil with conventional
antibiotics. Lett Appl Microbiol 67:449-457. https://doi.org/10.1111/lam.13069

Yu'Y, Dong J, Wang Y, Gong X (2021) RNA-seq analysis of antibacterial mechanism
of Cinnamomum camphora essential oil against Escherichia coli. PeerJ 9:11081.
https://doi.org/10.7717/peerj.11081

Pham VH, Kan L, Huang J, Geng Y, Zhen W, Guo Y, Abbas W, Wang Z (2020) Dietary
encapsulated essential oils and organic acids mixture improves gut health in broiler
chickens challenged with necrotic enteritis. J Anim Sci Biotechnol 11:18.
https://doi.org/10.1186/s40104-019-0421-y

35



48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.
59.

Zhu Q, Sun P, Zhang B, Kong L, Xiao C, Song Z (2021) Progress on Gut Health
Maintenance and Antibiotic Alternatives in Broiler Chicken Production. Front Nutr
8:692839. https://doi.org/10.3389/fnut.2021.692839

Bona E, Cantamessa S, Pavan M, Novello G, Massa N, Rocchetti A, Berta G, Gamalero
E (2016) Sensitivity of Candida albicans to essential oils: are they an alternative to
antifungal agents? J Appl Microbiol 121:1530-1545.
https://doi.org/10.1111/jam.13282

Asadi N, Husseini SD, Tohidian M-T, Abdali N, Mimandipoure A, Rafieian-Kopaei
M, Bahmani M (2017) Performance of Broilers Supplemented With Peppermint (
Mentha piperita L.) Powder. J Evid Based Complementary Altern Med 22:703-706.
https://doi.org/10.1177/2156587217700771

Mohebodini H, Jazi V, Ashayerizadeh A, Toghyani M, Tellez-lsaias G (2021)
Productive parameters, cecal microflora, nutrient digestibility, antioxidant status, and
thigh muscle fatty acid profile in broiler chickens fed with Eucalyptus globulus
essential oil. Poult Sci 100:100922. https://doi.org/10.1016/j.psj.2020.12.020

Diarra MS, Malouin F (2014) Antibiotics in Canadian poultry productions and
anticipated alternatives. Front Microbiol 5:282.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2014.00282

Ahmadian A, Seidavi A, Phillips CJC (2020) Growth, Carcass Composition,
Haematology and Immunity of Broilers Supplemented with Sumac Berries (Rhus
coriaria L.) and Thyme (Thymus vulgaris). Animals (Basel) 10:E513.
https://doi.org/10.3390/ani10030513

Xue F, Shi L, Li Y, Ni A, Ma H, Sun Y, Chen J (2020) Effects of replacing dietary
Aureomycin with a combination of plant essential oils on production performance and
gastrointestinal health of broilers. Poult Sci 99:4521-4529.
https://doi.org/10.1016/j.psj.2020.05.030

Adewole DI, Oladokun S, Santin E (2021) Effect of organic acids-essential oils blend
and oat fiber combination on broiler chicken growth performance, blood parameters,
and intestinal health. Anim Nutr 7:1039-1051.
https://doi.org/10.1016/j.aninu.2021.02.001

Park JH, Kim IH (2018) Effects of a protease and essential oils on growth performance,
blood cell profiles, nutrient retention, ileal microbiota, excreta gas emission, and breast
meat quality in broiler chicks. Poult Sci 97:2854-2860.
https://doi.org/10.3382/ps/pey151

DuE, Gan L, Li Z, Wang W, Liu D, Guo Y (2015) In vitro antibacterial activity of
thymol and carvacrol and their effects on broiler chickens challenged with Clostridium
perfringens. J Anim Sci Biotechnol 6:58. https://doi.org/10.1186/s40104-015-0055-7

b334d107-2115-7850-c4cc-0aalce7941b0.pdf

Alsalamah S, Algonuim MI, Basher N, Sulieman AME (2022) Assessment of The
Antibacterial Susceptibility of Ocimum basilicum. Cell Mol Biol (Noisy-le-grand)
68:96-101. https://doi.org/10.14715/cmb/2022.68.8.17

36



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

de Souza Aratjo E, Pimenta AS, Feijo FMC, Castro RVO, Fasciotti M, Monteiro TVC,
de Lima KMG (2018) Antibacterial and antifungal activities of pyroligneous acid from
wood of Eucalyptus urograndis and Mimosa tenuiflora. J Appl Microbiol 124:85-96.
https://doi.org/10.1111/jam.13626

Mota V de S, Turrini RNT, Poveda V de B (2015) [Antimicrobial activity of Eucalyptus
globulus oil, xylitol and papain: a pilot study]. Rev Esc Enferm USP 49:216-220.
https://doi.org/10.1590/S0080-623420150000200005

Dedhia J, Mukharjee E, Luke AM, Mathew S, Pawar AM (2018) Efficacy of
Andrographis paniculata compared to Azadirachta indica, Curcuma longa, and sodium
hypochlorite when used as root canal irrigants against Candida albicans and
Staphylococcus aureus: An in vitro antimicrobial study. J Conserv Dent 21:642—645.
https://doi.org/10.4103/JCD.JCD_118 18

Shanaida M, Hudz N, Bialon M, Kryvtsowa M, Svydenko L, Filipska A, Pawet
Wieczorek P (2021) Chromatographic profiles and antimicrobial activity of the
essential oils obtained from some species and cultivars of the Mentheae tribe
(Lamiaceae). Saudi J Biol Sci 28:6145-6152.
https://doi.org/10.1016/j.sjbs.2021.06.068

Dahiya P, Purkayastha S (2012) Phytochemical Screening and Antimicrobial Activity
of Some Medicinal Plants Against Multi-drug Resistant Bacteria from Clinical Isolates.
Indian J Pharm Sci 74:443-450. https://doi.org/10.4103/0250-474X.108420

Demirci F, Karaca N, Tekin M, Demirci B (2018) Anti-inflammatory and antibacterial
evaluation of Thymus sipyleus Boiss. subsp. sipyleus var. sipyleus essential oil against
rhinosinusitis pathogens. Microb Pathog 122:117-121.
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2018.06.025

Faleiro ML, Miguel MG, Ladeiro F, Venancio F, Tavares R, Brito JC, Figueiredo AC,
Barroso JG, Pedro LG (2003) Antimicrobial activity of essential oils isolated from
Portuguese endemic species of Thymus. Lett Appl Microbiol 36:35-40.
https://doi.org/10.1046/j.1472-765x.2003.01259.x

Ameur E, Sarra M, Yosra D, Mariem K, Nabil A, Lynen F, Larbi KM (2021) Chemical
composition of essential oils of eight Tunisian Eucalyptus species and their
antibacterial activity against strains responsible for otitis. BMC Complement Med Ther
21:209. https://doi.org/10.1186/s12906-021-03379-y

Iwinski H, Wédz K, Chodkowska K, Nowak T, Rozanski H (2022) In Vitro Evaluation
of Antimicrobial Effect of Phytobiotics Mixture on Salmonella spp. Isolated from
Chicken Broiler. Antibiotics (Basel) 11:868.
https://doi.org/10.3390/antibiotics11070868

Lagha R, Ben Abdallah F, Al-Sarhan BO, Al-Sodany Y (2019) Antibacterial and
Biofilm Inhibitory Activity of Medicinal Plant Essential Oils Against Escherichia coli
Isolated from UTI Patients. Molecules 24:1161.
https://doi.org/10.3390/molecules24061161

Ebani VV, Najar B, Bertelloni F, Pistelli L, Mancianti F, Nardoni S (2018) Chemical
Composition and In Vitro Antimicrobial Efficacy of Sixteen Essential Oils against

37



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

Escherichia coli and Aspergillus fumigatus Isolated from Poultry. Vet Sci 5:E62.
https://doi.org/10.3390/vetsci5030062

Mansouri N, Aoun L, Dalichaouche N, Hadri D (2018) Yields, chemical composition,
and antimicrobial activity of two Algerian essential oils against 40 avian multidrug-
resistant Escherichia coli strains. Vet World 11:1539-1550.
https://doi.org/10.14202/vetworld.2018.1539-1550

Golestani MR, Rad M, Bassami M, Afkhami-Goli A (2015) Analysis and evaluation
of antibacterial effects of new herbal formulas, AP-001 and AP-002, against
Escherichia coli O157:H7. Life Sci 135:22-26.
https://doi.org/10.1016/j.I1fs.2015.05.007

Kurekci C, Bishop-Hurley SL, Vercoe PE, Durmic Z, Al Jassim RAM, McSweeney
CS (2012) Screening of Australian plants for antimicrobial activity against
Campylobacter jejuni. Phytother Res 26:186—190. https://doi.org/10.1002/ptr.3526

Chodkowska KA, Iwinski H, Wodz K, Nowak T, Roézanski H (2022) In Vitro
Assessment of Antimicrobial Activity of Phytobiotics Composition towards of Avian
Pathogenic Escherichia coli (APEC) and Other E. coli Strains Isolated from Broiler
Chickens. Antibiotics (Basel) 11:1818. https://doi.org/10.3390/antibiotics11121818

Liu F, Jin P, Gong H, Sun Z, Du L, Wang D (2020) Antibacterial and antibiofilm
activities of thyme oil against foodborne multiple antibiotics-resistant Enterococcus
faecalis. Poult Sci 99:5127-5136. https://doi.org/10.1016/j.psj.2020.06.067

Xiao S, Cui P, Shi W, Zhang Y (2020) Identification of essential oils with activity
against stationary phase Staphylococcus aureus. BMC Complement Med Ther 20:99.
https://doi.org/10.1186/512906-020-02898-4

Jafri H, Ahmad I (2020) Thymus vulgaris essential oil and thymol inhibit biofilms and
interact synergistically with antifungal drugs against drug resistant strains of Candida
albicans and Candida tropicalis. J Mycol Med 30:100911.
https://doi.org/10.1016/j.mycmed.2019.100911

Ebani VV, Nardoni S, Bertelloni F, Tosi G, Massi P, Pistelli L, Mancianti F (2019) In
Vitro Antimicrobial Activity of Essential Oils Against Salmonella enterica Serotypes
Enteritidis and Typhimurium Strains Isolated from Poultry. Molecules 24:E900.
https://doi.org/10.3390/molecules24050900

38



10. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonettel tartozom az Allatorvostudomanyi Egyetem Gyogyszertani és Méregtani
Tanszékének, amely lehetdséget €s feltételeket biztositott a tudoméanyos didkkori munkdm

elkészitéséhez.

Szeretném megkoszonni témavezetimnek, Dr. Kerek Adamnak és Dr. Kovécs
Laszlonak, hogy mind szakmailag, mind emberileg segitséget nytjtottak a dolgozat megirasa

¢és az azt megel6zo kutatdmunka ideje alatt.

Koszonom Berényi Agnesnek rendithetetlen kitartasat, aki az egyetem keretein kiviil
nyujtott tdmogatast, biztositva a vizsgalt gyogyndvénykeveréket, elésegitve az

egyiittmiikodést a Magyar Agar- és Elettudomanyi Egyetemmel.

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

jérult hozz4 a dolgozat 6sszeallitdsdban.

Az RRF-2.3.1-21-2022-00001 szamu projekt a Helyredllitasi €s Ellenalloképességi
Eszk6z és Nemzeti Helyreallitasi Alapbol nyujtott tdimogatasaval, az RRF-2.3.1-21 palyazati

program finanszirozasaban valosult meg.
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Témavezetoi nyilatkozat

Alulirott Dr. Kerek Adam, mint témavezeté nyilatkozom, hogy Nagy Dominika,
hatodik ¢évfolyamos hallgaté ,,Gydgynovénykivonatokat tartalmazé készitmény
antibakteridlis hatékonysdganak in Vitro meghatdrozasa” cimii dolgozatat atolvastam és
jovahagytam, részvételét tamogatom az Allatorvostudomanyi Egyetem 2023. évi
Tudomanyos Didkkori Konferenciajan. Tovabba nyilatkozom, hogy a feltltétt TDK
dolgozat plagiumellenOrzésen sikeresen atesett ¢és az esetlegesen feltart egyezOség az

Egyetemi irdanymutatasoknak/szabalyoknak megfelel.

Budapest, 2023. oktober ho ... nap.

Dr. Kerek Adam
témavezeto
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Témavezetoi nyilatkozat

Alulirott Dr. Kovacs Laszlé, mint témavezeté nyilatkozom, hogy Nagy Dominika,
hatodik évfolyamos hallgaté ,,Gydgynovénykivonatokat tartalmazé készitmény
antibakteridlis hatékonysdganak in Vitro meghatdrozasa” cimii dolgozatat atolvastam és
jovahagytam, részvételét tamogatom az Allatorvostudomanyi Egyetem 2023. évi
Tudomanyos Didkkori Konferenciajan. Tovabba nyilatkozom, hogy a feltltétt TDK
dolgozat plagiumellenOrzésen sikeresen atesett ¢és az esetlegesen feltart egyezOség az

Egyetemi irdanymutatasoknak/szabalyoknak megfelel.

Budapest, 2023. oktober ho ... nap.

Dr. Kovacs Laszlo
témavezeto
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