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Die antibakterielle Wirkung atherischer Ole Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Gemass WHO nimmt die Gefahr stetig zu, dass aufgrund von Multiresistenzen keine wirksa-
men Antibiotika mehr gegen viele Krankheitserreger vorhanden sein und bereits kleinste, bis-
her noch harmlose Infektionen eine todliche Gefahr fiir die Menschheit darstellen kénnten.
Deshalb ist die Suche nach neuen antibiotischen Wirkstoffen unerlasslich. Mogliche neue An-
tibiotika waren dtherische Ole. Sie entfalten ihre antibakterielle und antimykotische Wirkung
durch eine Vielzahl an Wirkmechanismen, die meist mit der Veranderung der Zellmembran-
struktur des Mikroorganismus in Zusammenhang stehen.

Im Rahmen meiner Maturarbeit wollte ich die effektivsten dtherischen Ole anhand der mini-
malen Hemmstoffkonzentration (MHK)* (die mit * markierten Begriffe werden im Glossar er-
ldutert) identifizieren. Dafiir habe ich die MHK von zw®dlf dtherischen Olen (Nelkenbliiten-,
Oregano-, Zimtrinden-, Thymian-, Lemongrass-, Geranien-, Rosmarin-, Salbei-, Lavendel-,
Teebaum-, Zitronen- und Pfefferminzendl) an drei grampositiven Bakterien (Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis und Bacillus subtilis), zwei gramnegativen Bakterien (Escherichia
coli und Pseudomonas aeruginosa) und einem Hefepilz (Candida albicans) mit dem Disk-Diffu-
sion-, Agardilution- und Mikrodilution-Test eruiert. Nelkenbliten-, Oregano-, Zimtrinden- und
Thymiandl wiesen eine stark wachstumshemmende Wirkung auf. Lemongrass-, Geranien- und
Rosmarindl zeigten eine mittlere Hemmung, wahrend Salbei-, Lavendel-, Teebaum-, Zitronen-
und Pfefferminzendl nur schwach wirkten. Somit konnte ich die Hypothese, dass dtherische
Ole eine antibakterielle Wirkung aufweisen, bestitigen. Dass dtherische Ole besser gegen
grampositive als gramnegative Bakterien wirken, wie ich vermutet hatte, konnte in dieser
Arbeit nicht festgestellt werden. Ausserdem stimmt die Hypothese, dass Thymian- und
Zimtrindendl die am besten hemmenden Ole sind, nicht, weil Nelkenbliitendl die starkste
hemmende Wirkung aufwies. Die &dtherischen Ole wiesen die stirkste Hemmung beim
Mikrodilution-Test auf.

Ich untersuchte zudem die Wirkung von Nelkenbliiten-, Oregano-, Zimtrinden-, Thymianél auf
den multiresistenten Erreger Staphylococcus pseudintermedius. Die dtherischen Ole konnten
das Bakterium im Wachstum hemmen, jedoch nur in der Hochstkonzentration. Um die Hypo-
these bestitigen zu kdnnen, dass dtherische Ole auch gegen resistente Bakterien eine Wir-
kung aufweisen, hatte ich jedoch noch weitere Bakterien(stamme) testen mussen.

Des Weiteren testete ich drei Kombinationen aus je zwei Olen (Oregano- und Thymianél, La-
vendel- und Nelkenblitendl, Zimtrinden- und Teebaumol), jedoch konnte keine synergetisch
wirkende Hemmung feststellt werden.

Ausserdem fiihrte ich zum Vergleich Experimente mit acht fiir Staphylokokken gangigen Anti-
biotika mit den Staph-Multodiscs von Liofilchem an allen Mikroorganismen durch. Die atheri-
schen Ole haben im Schnitt weniger stark gehemmt als die Antibiotika, was einerseits an ihrer
Hydrophobie, anderseits den kleineren Hemmstoffmengen liegen diirfte.

Atherische Ole kdnnten aufgrund dieser antibiotischen Wirkung in vielen Bereichen eine ge-
zielte Anwendung finden: In der Nahrungsmittelindustrie, z. B. in Verpackungen zur Bekdamp-
fung von Lebensmittelpathogenen und Schimmelbefall oder zur Verlangerung der Haltbarkeit
der Nahrungsmittel sowie in Desinfektionsmitteln, Lotionen, Badern und Medikamenten (zur
Einnahme). Es sind allerdings noch zuséatzliche In-vivo-Studien nétig, bevor dtherische Ole
ohne Bedenken und im grossen Stil als antibiotische Mittel angewandt werden kénnen.
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2 Vorwort

In meinem ersten Vorbereitungskurs zur Maturitatsarbeit in der flinften Klasse, dem Projekt-
orientierten Interdisziplindren Kurs (PIK), verfasste ich eine Arbeit Gber Penicillin und befasste
mich dabei zum ersten Mal intensiver mit dem Thema Antibiotika. Danach informierte ich
mich aus personlichem Interesse auch lGber Probleme wie Resistenzen, wobei mirimmer mehr
die Gefahr einer sogenannten , Post-Antibiotika-Ara“ bewusst wurde. Damit bezeichnet man
den Zustand, in dem gegen viele Krankheitserreger keine wirksamen Antibiotika mehr vorhan-
den sind und schon kleinste, frither noch harmlose Infektionen eine todliche Gefahr fiir die
Menschheit darstellen konnten (aerzteblatt.de, 2014). Seit den 1960er Jahren versucht die
Pharmaindustrie, bereits verwendete Antibiotika chemisch zu verandern, um auch eine Wirk-
samkeit gegen resistente Pathogene zu gewahrleisten (Dantas, et al., 2015). An neuen Anti-
biotika wird jedoch kaum geforscht, weil dafir bedeutende Investitionen notwendig sind, je-
doch nur sehr selten neue Wirkstoffe entdeckt werden (Fischer, 2015). Wenn doch Antibiotika
entdeckt werden, die auch eine Wirkung gegen (multi)resistente Erreger aufweisen, werden
diese oft nur als Reserveantibiotika eingesetzt, d. h. nur bei Infektionen mit resistenten Bak-
terien, um eine allzu schnelle Resistenzbildung gegen diese Reserveantibiotika zu verhindern
(Antwerpes, et al., 2015).

Als ich in der Ziirichsee-Zeitung einen Artikel Giber den Einsatz von dtherischen Olen zur Be-
kampfung von pathogenen Spitalbakterien gelesen hatte (Frei, 2018), entschied ich mich so-
fort, meine Maturitdtsarbeit zu diesem Thema zu verfassen. Atherische Ole kdnnen nicht nur
stark antibiotisch, sondern auch gegen antibiotikaresistente Erreger wirken. Das Ziel meiner
Arbeit besteht darin, die minimale Hemmstoffkonzentration fiir einige dtherische Ole mittels
Experimenten — bei typischen, zum Teil auch resistenten Erregern — zu eruieren.

Obwohl ich bei meiner Recherche zahlreiche Studien dazu fand, werden dtherische Ole immer
noch kaum als antimikrobiell wirksame Substanzen eingesetzt. Die Entwicklung konkreter Pro-
dukte wire der nichste Schritt, um Lésungen fiir die Post-Antibiotika-Ara bereit zu stellen.
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3 Einleitung

3.1 Bakterien

3.1.1 Aufbau

Ein Grundwissen iber den Aufbau von Bakterien ist wesentlich flr das Verstandnis von anti-
biotischen Wirkmechanismen und die Entstehung von Resistenzen. Bakterien geh6ren zum
Reich der Prokaryoten und weisen einen einfacheren Zellaufbau auf als Eukaryoten, zu denen
jegliche Pflanzen- und Tierzellen gehoéren. Prokaryoten sind um einiges kleiner als Eukaryoten,
im Durchschnitt 2 um lang und 0.4-1 um dick (Vogel, et al., 1984). Sie besitzen keinen Zellkern,
sondern nur ein Chromosom, das ringférmig in der Zelle vorliegt und das man auch als Nukle-
oid oder Kernaquivalent bezeichnet (Vogel, et al., 1984) (Schon, 1999).

Bakterien werden gemadss ihrer Form in vier Gruppen eingeteilt: kugelformige Kokken, stab-
chenférmige Bazillen, kommaférmige Vibrionen und korkenziehartige Spirillen. (Schén, 1999)
(Vogel, et al., 1984)

Das Zytoplasma wird durch die Plasmamembran abgegrenzt, welche neben dem Stoffaus-
tausch mit der Umwelt auch vielen enzymatischen Prozessen dient, da sich auf ihr viele En-
zyme befinden. Dariber liegt die formbestimmende Stitzschicht, gefolgt von einer starren
Zellwand. Die Gramfarbung gibt Aufschluss iber die Bauweise der Zellwand, weshalb man
Bakterien grob in zwei Kategorien einteilt: grampositiv und gramnegativ. Bei der Gramfarbung
werden die Bakterien zuerst in eine Kristallviolett-Losung getaucht, gefolgt von einer JodI6-
sung, um das Pigment zu fixieren. Vor der Gegenfarbung mit dem roten Farbstoff Safranin
versucht man, anhand einer Alkohol-Ace-

ton-Losung das Kristallviolett auszuspi-
len. Bakterien, die das Kristallviolett be-
halten haben und deshalb violett gefarbt
werden, nennt man grampositiv. Gramne-
gativ werden hingegen jene Bakterien be-
zeichnet, bei denen die Alkohol-Aceton-
Losung das Kristallviolett ausspilen
konnte und die folglich durch das Safranin
rot gefarbt werden. Der Unterschied ihrer
Bauweise ist relevant fur antibiotische

<— Mureinschicht —>
<«—Plasmamembran—

«— Zytoplasma —»

«— Periplasma —

aussere —
Membran

Abbildung 1: Zellaufbau eines grampositiven
(links) und eines gramnegativen (rechts) Bakteri-
ums.

Wirkmechanismen. (Vogel, et al., 1984)
(Konemann, 2003)

Grampositive Bakterien besitzen eine dicke Zellwand, die aus mehreren Schichten Peptidogly-
kan (auch Murein genannt), einem Molekil aus Peptiden und Kohlenhydraten, besteht
(Abb. 1). Die grampositive Zellwand weist einen dreidimensionalen (gitterartigen) Bau von
Kohlenhydraten wie Muraminsaure sowie Aminosduren wie Alanin, Lysin und Glycin auf.
Durch ihre Dicke sind grampositive Zellwande ziemlich starr, aber dennoch pords. Deshalb
kann das Kristallviolett in die Zellwand einsickern und dort mit der Jodl6sung zu Kristallen re-
agieren, welche durch ihre Grésse nicht mehr herausgespilt werden kénnen. Zudem fiihrt die
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entwadssernde Wirkung der Alkohol-Aceton-Lésung zum Schliessen der Poren, was die Farb-
kristalle noch mehr einschliesst. Folglich bleiben grampositive Bakterien violett-blau gefarbt.
(Konemann, 2003)

Im Gegensatz dazu besitzen gramnegative Bakterien eine viel dlinnere Zellwand, die aus nur
einer oder wenigen Schichten Peptidoglykan besteht (Abb. 1). Die gramnegative Zellwand ist
zwar auch pords, aber nicht so rigide wie die Zellwand grampositiver Bakterien. Das Kristall-
violett farbt die Zellwand zwar, die Alkohol-Aceton-Losung wascht jedoch alles wieder miihe-
los heraus. Gramnegative Bakterien missen deshalb durch die Gegenfarbung mit Safranin
sichtbar gemacht werden. Obwohl gramnegative Zellwande diinner als grampositive sind, gel-
ten sie als komplexer, denn auf ihnen befindet sich eine zweite Membran mit einer Vielzahl
von weiteren Verbindungen wie Lipopolysacchariden, Phospholipiden (die auch in menschli-
chen Zellmembranen vorkommen) und Porinproteinen, die den Stoffaustausch durch die
Membran regulieren und z. B. auch antibiotische Stoffe am Eindringen hindern. (Konemann,
2003) (Vogel, et al., 1984) (Schon, 1999)

3.1.2 Vermehrung

Bakterien vermehren sich ungeschlechtlich, indem sie sich ohne Gen-Austausch querteilen
(Vogel, et al., 1984); dabei entstehen Klone. Bei optimalen Wachstumsbedingungen, d. h.
ohne Toxine oder antibiotische Substanzen sowie bei genligend Nahrstoffen, einem neutralen
pH-Wert, der optimalen Temperatur und der richtigen Sauerstoffkonzentration, kdnnen sich
Bakterien jeweils alle 20 Minuten teilen (Jaksic-Born, 2007) (Schén, 1999). Die optimale Tem-
peratur hangt vom typischen Lebensraum ab und variiert deshalb von Art zu Art. Sie liegt je-
doch meistens zwischen 25 — 37 °C. Bakterien wie E. coli, die in der menschlichen Darmflora
vorzufinden sind, bevorzugen folglich eine Temperatur von 37 °C. Die optimale Sauerstoffkon-
zentration unterscheidet sich je nach Bakterienart, da Bakterien grob in zwei Kategorien (mit
weiteren Unterkategorien) eingeteilt werden kénnen:

1) aerobe, die fir ihren Stoffwechsel Sauerstoff bendtigen

2) anaerobe, die keinen Sauerstoff bendtigen bzw. gar nicht mit ihm in Kontakt treten dirfen.
(Schon, 1999)

Bakterielles Wachstum ldsst sich in vier Phasen einteilen e esgentele sgionse = psinepnase
(Abb. 2): In der Latenzphase, auch als lag-Phase bekannt, V4
é@:?l

wachsen die Bakterien langsam an, da sie ihren Stoff-
wechsel zuerst ankurbeln und an die neue Umgebung an-
passen missen. In der exponentiellen Phase, auch log-
Phase genannt, gibt es (bei optimalen Bedingungen) ein
exponentielles Wachstum der Kultur. Das Wachstum
kommt in der stationdren Phase durch Nahrstoffmangel

Logarithmus der Bakterienanzahl

»

und Giftstoffe, die stoffwechselbedingt entstehen, zum zeit
Erliegen. Durch Zelltod in der Absterbephase kann die  Abbildung 2: Bakterielle Wachstums-
Zahl der Bakterien auch abnehmen, wenn sich kaum  kurve, eingeteilt in Latenz-, exponen-

mehr Bakterien teilen. (Henn-Sax, o.).) (Jaksic-Born, tielle, stationdre und Absterbe-Phase.

2007)

Bei allzu unglinstigen Bedingungen kdnnen gewisse Bakterien eine zusatzliche dicke Kapsel
innerhalb der Zelle bilden und in den Endosporen-Zustand verfallen. Diese kdnnen durch ihre
Kalte- und extreme Hitzeresistenz jahrelang lebensfeindliche Bedingungen tiberleben, was die

6
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Sterilisation von Objekten sehr schwierig macht. Sobald sie auf glinstigere Bedingungen tref-
fen, verlassen sie innerhalb weniger Minuten den Sporen-Zustand und setzen ihr Wachstum
fort. (Schon, 1999) (Jaksic-Born, 2007)

3.1.3 Antibiotika und Resistenzen

Antibiotika und antimikrobielle Agenzien wie Desinfektionsmittel kénnen entweder das Bak-
terienwachstum hemmen (bakteriostatisch) oder sogar Bakterien abtéten (bakterizid). Anti-
biotika entfalten ihre Wirkung, indem sie laut Schon (1999) ,,spezifische lebensnotwendige
biochemische Stoffwechselreaktionen und Strukturen schadigen, die nur in Prokaryoten, nicht
aber in Eukaryoten vorkommen®. Somit schadigen sie nicht den Menschen, der das Antibioti-
kum einnimmt, sondern bekampfen zielgerichtet die Bakterien. Es gibt eine Vielfalt von Anti-
biotika, die viele verschiedene Wirkmechanismen aufweisen. Sie konnen u. a. die Zellwandbil-
dung, die Proteinsynthese oder den Nucleinsdurestoffwechsel (Herstellung und Reparatur der
DNA) beeintrachtigen oder sogar zum Erliegen bringen sowie die Plasmamembran zerstoren.
(Schon, 1999) (Konemann, 2003)

Nicht jedes Antibiotikum ist gegen alle Erreger wirksam, denn diese kénnen auch eine Resis-
tenz gebildet haben. Man muss hierbei aber zwischen primarer und sekundarer Resistenz un-
terscheiden. Eine primadre Resistenz ist von Natur aus gegeben, z. B. wegen einer besonderen
Zellwandstruktur. Penicillin zum Beispiel ist nur gegen grampositive Bakterien wirksam, da es
ein Enzym blockiert, das fir den Aufbau ihrer Zellwand essentiell ist. Gramnegative Bakterien
besitzen eine andere Zellwandstruktur (vgl. 3.1.1), weshalb Penicillin bei ihnen keine Wirkung
entfalten kann. (Schén, 1999)

Sekunddre Resistenzen sind erworbene Resistenzen. Diese entstehen grundsatzlich immer,
wenn ein Antibiotikum (ber ldngere Zeit und haufig gegen einen Erreger eingesetzt wird. Ob-
wohl Bakterien sich ungeschlechtlich vermehren, haben sie mehrere Méglichkeiten, Genma-
terial auszutauschen und so zu rekombinieren. Dies nennt man parasexuelle Rekombination.
(Spektrum, 2001) Hierbei kann zwischen vertikalem und horizontalem Gentransfer unter-
schieden werden.

Beim vertikalen Gentransfer werden Resistenzgene bei der Zellteilung an die Tochterzellen
weitergegeben (Abb. 3). Die Resistenzgene entstehen durch Mutationen, die entweder durch
unkorrigierte Fehler bei der Replikation oder auch durch Transposons verursacht werden.
Transposons sind mobile DNA-Segmente, die sich meist zufallig innerhalb der DNA verschie-
ben und somit das Genom des Bakteriums verdndern kénnen (Konemann, 2003). Laut Dantas
et al. (2015) kénnen aufgrund von Mutationen Antibiotikaresistenzen folgendermassen ent-
stehen: , Typischerweise erwirbt nur eines von 1000 teilungsaktiven Bakterien eine bleibende
Mutation. Bei Weitem nicht alle dieser genetischen Anderungen sind vorteilhaft, doch etwa
jede milliardste bringt eine Zellvariante hervor, die sich rascher vermehrt oder héhere Antibi-
otikakonzentrationen toleriert als ihre Vorganger. Setzt man nun eine Bakterienpopulation
unter Stress, indem man sie mit Antibiotika behandelt, so vermehren sich bevorzugt die Zellen
mit resistenzvermittelnden Mutationen, bis sie schliesslich die gesamte Population ausma-
chen. Und folgen mehrere solcher Zyklen von Mutationsbildung und Selektion aufeinander,
entsteht am Ende eine hochgradig resistente Population.”

Beim horizontalen Gentransfer werden die aufgenommenen Gene sofort wirksam, indem sie
das Empfangerbakterium verandern, was die Gefahrlichkeit erhoht. Es wird nur ein Teilstlick
des Chromosoms (ibertragen, wobei keine Verschmelzung mit der bestehenden DNA stattfin-
det. (Schon, 1999) Oft ist dieses Teilstiick ein Plasmid, d. h. ein ringformiges DNA-Stiick, das
ausserhalb des Chromosoms liegt und sich eigenstandig replizieren kann (Vogel, et al., 1984).

7
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Hierbei wird zwischen der Transformation, der Transduktion und der Konjugation unterschie-
den (Abb. 3):

Bei der Transformation wird freies Genmaterial in Form von Plasmiden und Chromoso-
menteilen von einer toten Zelle in eine lebendige aufgenommen. Deshalb kann ein nicht-
virulenter Stamm nach Kontakt mit einem virulenten, vorher hitzegetoteten Stamm trotz-
dem plétzlich auch Infektionen hervorrufen. (Vogel, et al., 1984) (Schén, 1999)

Bei der Transduktion sind Bakteriophagen (Bakterien-Viren) die Ubertriger von Bakteri-
engenen. Die Transduktion nimmt besonders in der Verbreitung von Virulenzfaktoren eine
wichtige Rolle ein. Virulenzfaktoren sind krankmachende Eigenschaften des Bakteriums
wie z. B. die Synthese von Toxinen. Ausserdem wird die Transduktion in der Gentechnik
verwendet, um Bakterien gezielt gewisse Eigenschaften zu verleihen. (Schon, 1999)
(Vogel, et al., 1984)

Bei der Konjugation bildet ein Bakterium eine Plasmabriicke aus. Durch diese kénnen nur
in eine Richtung Chromosomenteile und Plasmide Ubertragen werden. Die Konjugation
kann auch zwischen nicht-verwandten Bakterienarten stattfinden und spielt deshalb nicht
nur unter Artgenossen eine wichtige Rolle bei der Ubertragung von Resistenzplasmiden.
(Schon, 1999) (Vogel, et al., 1984) (Konemann, 2003)

vertikaler Transfer horizontaler Transfer

Resistenz Transformation
é a Abbildung 3: Schema zu den
g: & \ verschiedenen Arten von
& e Resistenzgenubertragung.
T Beim vertikalen Transfer
werden Resistenzen bei der

Zellteilung weitergegeben,
beim horizontalen Transfer

Freisetzung von Bakteriophagen

Konjugation werden diese zwischen zwei
verschiedenen Bakterien
ausgetauscht.

Resistenzmechanismen kénnen laut Dantas, et al. (2015) in folgende vier Kategorien eingeteilt
werden, wobei oft eine Kombination mehrerer Mechanismen vorhanden ist:

1)

2)

3)

4)

Anpassung der Membran. Durch die Verdanderung der Porinformen kdnnen Antibiotika
nicht mehr ins Zellinnere gelangen. Porine sind Membranproteine, die aufgrund ihrer
Form nur gewisse Stoffe in die Zelle lassen. (Konemann, 2003) (Dantas, et al., 2015)
Veranderung der Zielstruktur. Durch die Anpassung der Struktur, die das Antibiotikum at-
tackiert, wird der Wirkstoff unwirksam. Zum Beispiel kénnen durch Mutation neue Ribo-
somenformen entstehen, die nicht mehr durch Aminoglykoside beeintrachtigt werden
kénnen. (Konemann, 2003) (Dantas, et al., 2015)

Synthese von Enzymen, welche die Antibiotika zerstéren. Ein Beispiel hierfiir sind -Lacta-
masen, die den Wirkstoff B-Lactam u. a. in Penicillinen unschadlich machen. (Konemann,
2003) (Dantas, et al., 2015)

Bildung von Effluxpumpen. Diese pumpen Antibiotika aus der Zelle, bevor sie Schaden
anrichten kénnen. (Konemann, 2003) (Dantas, et al., 2015)
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Als multiresistente Erreger bezeichnet man Bakterien, die sich gegen eine Vielzahl von Anti-
biotika resistent zeigen. Diese Bakterienstamme stellen vor allem fiir Patienten in Kranken-
hausern eine Gefahr dar, da dort aufgrund der Patientenansammlung mehr Erreger vorhan-
den sind und die Patienten aufgrund von Operationen und Krankheit zudem ein geschwachtes
Immunsystem aufweisen. Erreger, die vor allem in Krankenhdusern von Patient zu Patient
Ubertragen werden, nennt man nosokomial. (Konemann, 2003) In Deutschland gibt es laut
Bundesgesundheitsministerium jahrlich 400'000 bis 600'000 nosokomiale Infektionen, wovon
10'000 bis 15'000 todlich verlaufen (Dantas, et al., 2015).

Die Gefahr einer Post-Antibiotika-Ara wird immer grésser, da immer mehr multiresistente Er-
reger existieren, es aber nur eine begrenzte Anzahl an neuen Antibiotika gibt. Eine solche Si-
tuation ware sehr unheilvoll, da schon kleinste, friiher noch harmlose Infektionen todlich ver-
laufen konnten. Deshalb ist es unerldsslich, dass an neuen Antibiotika geforscht wird.
(aerzteblatt.de, 2014) (Schon, 1999)

Es existieren Faktoren aus verschiedenen Bereichen, die zur Entstehung antibiotikaresistenter
Bakterien beitragen. Beispielsweise sollten Antibiotika genligend lange eingenommen wer-
den, damit alle Bakterien abgetdtet werden kdnnen. Ausserdem ist es wichtig, dass Antibio-
tika nur bei absoluter Notwendigkeit und nicht zur Prophylaxe eingesetzt werden. Eine wei-
tere Gefahr stellt die Massentierhaltung dar: In der Tierhaltungsindustrie werden viermal
mehr Antibiotika eingesetzt als in der Humanmedizin (Dantas, et al., 2015). Somit kdnnen sich
dort viele resistente Keime entwickeln, die durch die Nahrungskette zu uns Menschen gelan-
gen konnen. (aerzteblatt.de, 2014) (Schon, 1999)

3.1.4 Steckbriefe der verwendeten Mikroorganismen

Die dtherischen Ole habe ich an folgenden Mikroorganismen getestet:

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis ist das wohl am besten untersuchte gramposi-
tive Bakterium. Es ist stdbchenformig und gilt grundsatzlich
nicht als pathogen, obwohl es eng mit B. cereus (Verursacher
von Lebensmittelvergiftungen) und B. anthracis (Verursacher
von Milzbrand) verwandt ist. Das Bakterium kommt natrli-
cherweise in der menschlichen Darmflora vor und wird deshalb
auch oft als Probiotikum verabreicht. Ausserdem kénnen ge-
wisse Stimme Riboflavin (Vitamin B,) (Rychen, et al., 2018)  Abbildung 4: B. subtilis auf ei-
und ein Antibiotikum namens Bacitracin, das gegen gramposi-  ner lichtmikroskopischen Auf-
tive Bakterien wirkt (Nguyen, et al., 2019), synthetisieren. Ba-
cillus subtilis kann Endosporen bilden und gilt deshalb als sehr
widerstandsfahig. (Wickham Laboratories Ltd., 2019)

nahme.

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis ist eine grampositive Kokke, die als Kom-
mensale (,,harmloser Mitbewohner”) in unserer Darmflora vor-
kommt. Sie ist jedoch ein opportunistischer Erreger* und kann
deshalb schwere nosokomiale Infektionen wie Harnwegsinfek-
tionen und Sepsen (Blutvergiftungen) hervorrufen. Es existie- :
ren bereits einige multiresistente Stamme. (Kau, et al., 2005) Abbildung 5: E. faecalis auf

einer lichtmikroskopischen
Aufnahme.
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Escherichia coli

Escherichia coli ist eine sehr gut untersuchte gramnegative Ba-
zille (Ganzle, 2004). Sie kommt natirlicherweise im Dickdarm
des Menschen vor. Es existieren jedoch auch pathogene
Stamme, die Toxine produzieren und u. a. Lebensmittelvergif-
tungen, Durchfallerkrankungen und Harnwegsinfektionen her-
vorrufen kénnen. (Nagel, 2018)

Abbildung 6: E. coli auf einer
lichtmikroskopischen Auf-
nahme.

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ist eine gramnegative Bazille, die
lberwiegend in feuchter Umgebung wie in Wasser und auf Bo-
den vorzufinden ist. Sie ist ein opportunistischer und folglich
auch nosokomialer Erreger, welcher die Mehrheit der im Kran-
kenhaus erworbenen Infektionen hervorruft. Ausserdem weist
sie eine Resistenz gegen viele Desinfektionsmittel und Antibio-
tika auf. Pseudomonas aeruginosa bildet typischerweise blau-
griinen und fluoreszierenden Eiter und kann zu Wundinfektio- Abbildung 7: P. aeruginosa
nen, Lungenentziindungen und Sepsen fihren. (Ganzle, 2004) ;¢ einer lichtmikroskopi-

(Nagel, 0.J.) schen Aufnahme.

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ist eine grampositive Kokke, die als typi-
scher Eiter-Erreger bekannt ist. Sie ist haufig als Kommensale
auf der Haut und in den Schleimhduten vorzufinden. Kann sie
diese natiirlichen Barrieren jedoch durch z. B. Hautverletzun-
gen oder Immunschwache tGberwinden, kénnen Wundinfektio-
nen, Eiter, Lungenentziindungen und Sepsen eintreten. Staphy-
lococcus aureus ist ein typischer nosokomialer Erreger.
Er kann zudem Biofilme bilden, d. h. ,diinne Schleimfilme, die  Apbildung 8: S. aureus auf ei-
ganze Bakterienpopulationen umfassen. Dadurch kénnen sich  ner lichtmikroskopischen Auf-
diese besser vor dem menschlichen Immunsystem schiitzen  nahme.

(Antwerpes, et al., 2016).“ Ausserdem ermoglichen sie eine

gute Haftung an Kunststoff, weshalb Katheter und Prothesen eine grosse Gefahr in Spitdlern
darstellen konnen. Besonders unheilvoll ist der multiresistente MRSA-Stamm (Methicillin-re-
sistenter Staphylococcus aureus). (Konemann, 2003) (Nagel, 2015)

Die Toxine, die Staphylococcus aureus produziert, koénnen Lebensmittelvergiftungen und das
Toxische Schock-Syndrom (TSS) hervorrufen (Wickham Laboratories Ltd., 2019). Beim TSS ver-
ursachen die Toxine Fieber, Kreislauf- und Organversagen (Kaspar, 2018).

Staphylococcus pseudintermedius

Staphylococcus pseudintermedius ist eine grampositive Kokke, die vor allem fiir die Veterinar-
medizin von Bedeutung ist, da sie haufig Infektionen bei Haustieren wie Hunden und Katzen
hervorruft. Sie kann jedoch auch Menschen mit haufigem Tierkontakt infizieren. Der Stamm
ST71 des Staphylococcus pseudintermedius ist multiresistent, denn er weist eine Resistenz ge-
gen 13 Antibiotika auf, u. a. gegen Methicillin, Penicillin, Gentamicin und Tetracyclin.
(Stegmann, et al., 2010)
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Candida albicans

Candida albicans ist ein Hefepilz, mit dem ich aus persénlichem
Interesse und zum Vergleich mit den prokaryotischen Bakterien
ebenfalls Experimente durchgefiihrt habe. Pilze geh6ren zu den
Eukaryoten, besitzen also gleich wie menschliche Zellen einen
Zellkern. Deshalb dirfen (orale) Antibiotika nicht gegen Pilze
wirken, denn dann kdnnten sie mit grosser Wahrscheinlichkeit
auch menschlichen Zellen schaden, weil diese grosse Ahnlich-
keiten mit Pilzzellen aufweisen. Eine Ausnahme bilden wohl
antibiotische Substanzen, die nur Zellstrukturen angreifen, die ;. or lichtmikroskopischen
bei Pilz-, nicht aber bei menschlichen Zellen vorkommen. Fun-  aAufnahme.

gizide (pilztétende) Mittel nennt man Antimykotika. (Rogers,

et al., 2017) (Ganzle, et al., 2006) (Thieme Rémpp, 2002)

Candida albicans kommt normalerweise im Mund, Darmtrakt und in der Vagina vor, ist jedoch
auch ein opportunistischer Krankheitserreger, der 95 % aller Candidosen hervorruft. Dies ist
eine Infektionskrankheit, die vor allem den Darmtrakt, die Schleimhaute, die Haut und die
Vagina befallt und gefahrlich wird, wenn sich der Pilz in seltenen Fallen in einem Organsystem
oder sogar im ganzen Korper verteilt und somit zu einer systemischen Erkrankung wird.
(Horsch, 2009) (Tikkanen, et al., 2018) (Ganzle, et al., 2006)

3.2  Atherische Ole

3.2.1 Was sind dtherische Ole?

Laut Chouhan (2017) sind sie ,,komplexe, fliissige, stark riechende und fettldsliche Gemische
aus etwa 20 bis 60 fllichtigen Inhaltsstoffen, wovon aber zwei bis drei den Grossteil (ca. 20 bis
70 %) ausmachen, wahrend die anderen nur in sehr geringen Mengen vorkommen.“ Sie be-
stehen grosstenteils aus Terpenen, Terpenoiden und Phenylpropanoiden (Chouhan, et al.,
2017). Terpene sind Kohlenwasserstoffe, die von Pflanzen durch die Anreihung von Isoprenen
(Kohlenwasserstoffmolekil mit der Strukturformel CsHg) produziert werden und beinhalten
haufig zyklische Strukturen. Wenn Terpene durch Enzyme verandert werden und somit funk-
tionelle Gruppen beinhalten, spricht man von Terpenoiden. (Caballero, et al., 2003) Phenyl-
propanoide sind komplexe Kohlenwasserstoffmolekile (Wikipedia, 2019). Die genaue Zusam-
mensetzung eines Ols hdngt jedoch vom Herkunftsland, Hersteller, Alter, der Extraktionsme-
thode und weiteren Umweltfaktoren ab und kann dementsprechend (stark) variieren
(Zimmermann, 2009).

Atherische Ole werden aus pflanzlichen Bestandteilen durch Wasserdampfdestillation gewon-
nen (Hartmann-Schreier, 2007). Bei der Wasserdampfdestillation wird im Destillator Wasser-
dampf auf die pflanzlichen Bestandteile geblasen. Durch die Kondensation des Wasserdamp-
fes wird Warme freigesetzt, sodass sich die dtherischen Ole aus der Pflanze verfliichtigen.
(Kratz, 2010)

Atherische Ole werden herkémmlicherweise vor allem als Aromatisierungsmittel in der Le-
bensmittelindustrie und als Duftstoffe in der Parflimindustrie verwendet. Nur ein kleiner Teil
wird fur die Aromatherapie oder dahnliche Zwecke benutzt. (Hartmann-Schreier, 2007)

Die Aromatherapie versucht, mit dtherischen Olen Beschwerden wie z. B. Nervositat oder
Schlafstérungen zu lindern (Hartmann-Schreier, 2003).
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3.2.2 Antibakterielle Wirkung und Wirkmechanismen

Atherische Ole werden von den Pflanzen als Schutzmechanismen gegen natiirliche Feinde
(u. a. Bakterienbefall) produziert und eingesetzt. Deshalb erstaunt es nicht, dass viele atheri-
sche Ole eine antibakterielle Wirkung aufweisen (Chouhan, et al., 2017). Zu den am haufigsten
genannten gehoren Zimtrinden-, Thymian-, Teebaum-, Geranien-, Nelken-, Oregano-, Laven-
del-, Rosmarin-, Minzen-, Salbei-, Zitronen- und Lemongrassol. (Martucci, et al., 2015)
(Aumeeruddy-Elalfi, et al., 2015) (Deans, et al., 1987) (Hammer, et al., 1999) (Harkenthal, et
al., 1999) (Inouye, et al., 2001) (Kalemba, et al., 2003) (Prabuseenivasan, et al., 2006). Diese
habe ich folglich auch fiir meine Experimente verwendet.

Die antibakterielle Wirkung dtherischer Ole ist auf verschiedene Mechanismen zuriickzufiih-

ren, wobei diese meistens mit der Veranderung der Plasmamembran in Zusammenhang ste-

hen. Atherische Ole kénnen sich an die bakterielle Zellwand binden und durch ihre geringe

Grosse in die Zelle zur Plasmamembran gelangen, wo sie sich anhadufen. Dadurch bleibt die

Membran nicht intakt und wird durchlassiger oder sogar ganz zerstort (Bajpai, et al., 2013)

(Lv, et al., 2011). Dies stellt fir die Bakterienzelle eine grosse Gefahr dar, weil nun die enzyma-

tischen Prozesse, die an der Membran stattfinden, gestort werden und die Zelle dem osmoti-

schen Druck nicht mehr standhalten kann. Folglich stromen viele lebenswichtige Stoffe wie

Elektrolyten, Proteine und DNA aus. Dadurch wird die Zelle am Wachstum gehindert, bescha-

digt oder sogar abgetotet. (Cui, et al., 2015) (Lakehal, et al., 2016) (Macwan, et al., 2016) (Cox,

et al., 2000)

Der genaue Wirkmechanismus hangt jedoch vom Wirkstoff ab. Folgende Wirkstoffe (mit ihren

spezifischen Wirkmechanismen) sind bekannt und auch fiir meine Experimente relevant:

— Thymolist ein Terpenoid, das in Thymiandl vorkommt (Inouye, et al., 2001) und eine starke
antibakterielle Wirkung aufweist, da es viele energetische Prozesse in den Bakterienzellen
stort und besonders die Membranen von P. aeruginosa und S. aureus durchldssig macht
(Sikkema, et al., 1995) (Rao, et al., 2010). Thymol ist auch gegen Candida-Pilze wirksam,
weil es die Ergosterol*-Produktion behindert (Ahmad, et al., 2010).

— Carvacrol ist ein Terpenoid, das ein Isomer von Thymol ist. Es kommt in Thymian- und
Oreganoodl vor und besitzt ebenfalls eine stark antibakterielle Wirkung. Es kann die dussere
Membran der gramnegativen Bakterien verandern (La Storia, et al., 2010) und bewirken,
dass lonen aus der Zelle heraus transportiert werden (Magi, et al., 2015).

— Terpinen-4-ol ist ein Terpenoid, das in Teebaumol vorkommt. Es kann bakterizid wirken,
indem es die Zellatmung beeintrachtigt und die zytoplasmatische Membran durchlassig
macht — ein Ausstrom von Kaliumionen ist die Folge. (Cox, et al., 2000)

— Eugenol ist ein Phenylpropanoid, das in Nelkendl vorkommt (Bhuiyan, et al., 2010) und
antimikrobiell wirkt, indem es die Zellwand zerstort und eine normale Enzymfunktion ver-
hindert (Vergis, et al., 2013).

— Zimtaldehyd ist ein Phenylpropanoid, das in Zimtrinden6l vorkommt und den Stoffwechsel
von E. coli und S. aureus storen und sogar ihre Membran zerstéren kann (Zhang, et al.,
2016).

Die antibakterielle Wirkung eines dtherischen Ols hiangt jedoch von der genauen Zusammen-
setzung und von den verwendeten Bakterienstdammen ab, da unter anderem Resistenzen zwi-
schen den Bakterienstammen variieren kénnen. Experimente, die mit der gleichen Bakterien-
art, jedoch nicht mit dem gleichen Stamm ausgefiihrt wurden, sind daher nicht zwingend ver-
gleichbar.
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3.2.3 Resistenzen

Atherische Ole kdnnen auch gegen Erreger wirken, die eine Resistenz gegen herkdmmliche
Antibiotika aufweisen. Das liegt zum einen daran, dass der Begriff , dtherische Ole“ eine Viel-
zahl von verschiedenen Pflanzendlen mit einer Vielzahl verschiedener antibakterieller Be-
standteile abdeckt. Deshalb diirfte es meiner Meinung nach kaum Bakterien geben, welche
Priméarresistenzen gegen alle Ole aufweisen. Ausserdem werden &dtherische Ole nicht in in-
dustriellen Mengen als Antibiotikum eingesetzt, was das Risiko der Bildung von Sekundarre-
sistenzen minimiert. Zudem kénnen gewisse Bestandteile Resistenzmechanismen der Bakte-
rien angreifen. Ein Beispiel dafiir ist Geraniol, ein Terpenoid, das in Rosen- und Zitronenmelis-
sendl (in geringen Mengen auch in Geranien- und Zitronenol) vorkommt (PubChem, o.J.) und
gegen resistente gramnegative Bakterien wirken kann, indem es ihre Effluxpumpen angreift
(Lorenzi, et al., 2009). Ausserdem rechne ich damit, dass eine Resistenz gegen dtherische Ole
aufgrund ihrer sehr komplexen und leicht variablen Zusammensetzung langsamer entsteht,
was sehr vorteilhaft ist. Sollten dtherische Ole jedoch in Zukunft in industriellen Mengen ver-
wendet werden, lasst sich eine Resistenzbildung wohl kaum vermeiden.

3.2.4 Synergien

Synergien konnten sowohl zwischen einzelnen Olen oder Olbestandteilen als auch zwischen
Olen oder Olbestandteilen in Kombination mit herkdémmlichen Antibiotika festgestellt wer-
den. Synergien sind laut Wagner (2009) dadurch zu erklaren, dass ,die einzelnen Wirkstoffe
das Bakterium mit unterschiedlichen Mechanismen angreifen und somit ein Maximum an
Schaden anrichten oder gegenseitig ihre Loslichkeit erhdhen.” Atherische Ole kénnen ausser-
dem Resistenzmechanismen gegen Antibiotika ausschalten, weshalb die Kombination eines
dtherischen Ols mit einem Antibiotikum synergetisch wirken kann. Zudem ist das Risiko einer
Resistenzbildung gegen mehrere Komponenten von verschiedenen Olen oder Antibiotika bei
gleichzeitiger Anwendung viel kleiner. (Stevic, et al., 2014)
Folgende Kombinationen sind Beispiele fiir Synergien mit Olbestandteilen (wie Terpene) und
Olen, welche fiir meine Experimente relevant sind:
— Olbestandteile:
Eugenol (z. B. in Nelke) in Kombination mit Linalool (z. B. in Lavendel) oder mit Menthol
(z. B. mit Pfefferminze) (Bassolé, et al., 2010).
— Ole:
Oreganodl in Kombination mit Thymiandl (gegen Schimmelpilze) (Hossain, et al., 2016).
— Olbestandteile und Antibiotika:
Thymol (z. B. in Thymian) oder Carvacrol (z. B. in Oregano und Thymian) in Kombination
mit Penizillin gegen E. coli (Palaniappan, et al., 2010).
Zimtaldehyd (z. B. in Zimtrinde) wirkt mit ein paar wenigen Antibiotika ebenfalls synerge-
tisch (Zhang, et al., 2011).
— Ole und Antibiotika:
Oreganoodl in Kombination mit Gentamicin, einem Aminoglykosid-Antibiotikum, gegen B.
subtilis, B. cereus und S. aureus (Rosato, et al., 2010).
Australisches Teebaumol in Kombination mit Tobramycin gegen E. coli und S. aureus
(D'Arrigo, et al., 2010).
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3.3 Hypothesen

Hypothese 1: Die meisten idtherischen Ole weisen eine antibakterielle Wirkung auf.

Die antibakterielle Wirkung &therischer Ole konnte vielfach nachgewiesen werden (Martucci,
et al., 2015) (Aumeeruddy-Elalfi, et al., 2015) (Deans, et al., 1987) (Hammer, et al., 1999)
(Harkenthal, et al., 1999) (Inouye, et al., 2001) (Kalemba, et al., 2003) (Prabuseenivasan, et al.,
2006) (Chouhan, et al., 2017). Der Wirkmechanismus steht meist mit der Veranderung der
Plasmamembran der Bakterien in Verbindung, wobei die Membran oft durchladssiger oder so-
gar zerstort wird (vgl. 3.2.2 Wirkmechanismus).

Hypothese 2: Gewisse dtherische Ole kdnnen das Wachstum von Erregern hemmen, die ge-
gen herkommliche Antibiotika resistent sind.

Priméarresistenzen von Bakterien gegen alle dtherischen Ole sind aufgrund der grossen Vielfalt
an Olen und der komplexen und variierenden chemischen Zusammensetzung unwahrschein-
lich. Sekundirresistenzen diirften auch weniger hiufig sein, da adtherische Ole (noch) nicht in
industriellen Mengen als antibiotische Substanzen eingesetzt werden. Ausserdem kénnen ge-
wisse chemische Bestandteile von Olen, wie z. B. Geraniol, Resistenzmechanismen ausschal-
ten (vgl. 3.2.3 Resistenz).

Hypothese 3: Atherische Ole wirken besser gegen grampositive Bakterien als gegen gram-
negative.

Obwohl dies nicht fiir jedes Ol und fiir alle Bakterien bewiesen werden konnte, wurde in Stu-
dien die Tendenz festgestellt, dass dtherische Ole besser gegen grampositive als gramnegative
Bakterien wirken (Dorman, et al., 200) (Huang, et al., 2014) (Azhdarzadeh, et al., 2015). Dies
ist wohl auf die unterschiedliche Zellwandstruktur zuriickzufiihren. Die wirksamen Bestand-
teile der atherischen Ole sind so klein, dass sie problemlos durch die dicke, porése Peptidogly-
kan-Zellwand der grampositiven Bakterien zur Plasmamembran gelangen kénnen. Die Zell-
wand gramnegativer Bakterien besitzt hingegen eine sehr komplexe dussere Membran mit
verschiedenen Strukturen wie Lipopolysacchariden (LPS) oder Porinen. Diese hindern die
Wirkstoffe am Eindringen. (Hyldgaard, et al., 2012) (Zinoviadou, et al., 2009)

Grampositive Bakterien besitzen ausserdem gewisse lipophile Strukturen wie Lipoteichon-
saure (LTA) auf ihrer Zellwand, was das Eindringen der ebenfalls lipophilen dtherischen Ole
erleichtern konnte (Cox, et al., 2000). Die LTA spielt sowohl in der Zellteilung und dem Zellauf-
bau als auch bei der Resistenz von Bakterien eine wichtige Rolle (Brown, et al., 2014). Eine
Erkldarung, weshalb die Lipopolysaccharide der gramnegativen Bakterien nicht dieselbe Wir-
kung hervorrufen, obwohl sie ebenfalls lipophil sind, konnte von Forschern noch nicht gefun-
den werden.

Hypothese 4: Thymianoél und Zimtrinden6él hemmen im Vergleich zu den anderen getesteten
Olen am stirksten.

Diese Hypothese habe ich aufgrund meiner Recherchen aufgestellt. Grundsatzlich weisen
dtherische Ole, die aus Krdutern oder Gewiirzen gewonnen werden, die grosste Wirksamkeit
auf. Thymian- und Zimtrindendl wurden in mehreren Studien als Ole aufgefiihrt, welche gegen
den grossten Teil der Bakterien und auch in sehr tiefen Konzentrationen wirksam sind (Deans,
et al.,, 1987) (Kalemba, et al.,, 2003) (Hammer, et al.,, 1999) (Inouye, et al., 2001)
(Prabuseenivasan, et al., 2006). Zudem besteht Thymiandl aus den zwei sehr wirksamen Kom-
ponenten Thymol und Carvacrol (Chouhan, et al., 2017).
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4 Material und Methoden

4.1  Uberblick der Methoden zur Bestimmung der minimalen Hemmstoffkon-
zentration

Folgende Methoden werden haufig verwendet, um Bakterien auf Antibiotikaresistenzen zu
prifen. Weil die minimale Hemmstoffkonzentration (MHK)* mit der Empfindlichkeit (oder Re-
sistenz) eines Mikroorganismus korreliert, kbnnen diese Methoden in idealer Weise fir die
Bestimmung der MHK verwendet werden. Flir meine Experimente habe ich alle vier Metho-
den verwendet. Untenstehende Beschreibungen verschaffen einen groben Uberblick tiber
diese Methoden.

4.1.1 Disk-Diffusion-Test

Beim Disk-Diffusion-Test, auch Kirby-Bauer-Test genannt, werden die Mikroorganismen auf
einer Agarplatte ausgestrichen. Anschliessend legt man kleine Plattchen aus Filterpapier
(,Disks”) auf die beimpfte* Platte. Auf diese Disks wiederum pipettiert man den zu testenden
Hemmstoff in verschiedenen Konzentrationen. Nach der Inkubation werden die Platten aus-
gewertet, indem (wenn vorhanden) der Durchmesser des Bereiches gemessen wird, in dem
keine Mikroorganismen wachsen konnten (= Hemmhof).

4.1.2 Well-Diffusion-Test

Der Well-Diffusion-Test weist grosse Ahnlichkeit mit dem Disk-Diffusion-Test auf. Hier werden
jedoch in eine unbeimpfte Platte kleine Locher (,Wells“) gestanzt, in welche man den Hemm-
stoff in verschiedenen Konzentrationen pipettiert. Den Hemmstoff ldsst man anschliessend
einziehen, also in die Agarplatte diffundieren. Die Mikroorganismen werden mit Weichagar
gemischt und in einem sogenannten , Overlay” lber die Platte gegossen. Die Auswertung er-
folgt gleich wie beim Disk-Diffusion-Test.

4.1.3 Agardilution-Test

Beim Agardilution-Test wird der Hemmstoff in verschiedenen Konzentrationen mit noch flis-
sigem Agar vermischt, bevor man das Gemisch in die Petrischalen giesst. Eine bestimme An-
zahl an Mikroorganismen (in meinem Fall sechs) werden auf die festen Platten pipettiert. Zur
Auswertung vergleicht man die Platten mit Hemmstoff mit einer hemmstofflosen Kontroll-
platte, um den Grad der Hemmung festzustellen.

4.1.4 Mikrodilution-Test

Beim Mikrodilution-Test werden Mikrotitrationsplatten verwendet, welche aus 8 x 12 Vertie-
fungen, sogenannten Wells, zu je 300 pl bestehen. In jeden Well wird fliissiges Néahrmedium*
vorgelegt. In die oberste Reihe wird danach der Hemmstoff pipettiert, der mit Hilfe von Mehr-
kanalpipetten (mit z. B. 12 Pipettenspitzen) verdiinnt wird, indem von der Reihe x ein Teil der
Losung in den Wells heraus- und in die Reihe x+1 wieder hineinpipettiert wird. Anschliessend
wird die Platte mit dem Mikroorganismus beimpft. Um die Auswertung zu erleichtern, ist es
empfehlenswert, Spalten flir eine Wachstums- (nur Mikroorganismus mit Nahrmedium) und
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eine Sterilkontrolle (nur Ndahrmedium und Emulgator) als Vergleich vorzusehen. Bei der Aus-
wertung kann man von Auge die minimale Hemmstoffkonzentration bestimmen, da die Flis-
sigkeit in den Wells bei Zellwachstum triib wird. Auch eine Bestimmung der MHK anhand einer
Messung der optischen Dichte (OD)* der Platte ist moglich.
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Abbildung 10: Beispiele fur Platten der verschiedenen Methoden.

Links: Well-Diffusion-Test-Platte: Die grossen dunklen Kreisflachen sind Hemmhofe. Der Bakterien-
rasen ist als hellgriin-milchige Flache zu erkennen. Disk-Diffusions-Platten sehen bis auf die in der
Mitte der Hemmhofe liegenden Filterpapiere gleich aus.

Mitte: Agardilution-Test-Platte: Oben links und beidreihig in der Mitte sind die Mikroorganismen ge-
wachsen. Unten links ist eine leichte Hemmung zu verzeichnen. Oben und unten rechts wurden die
Mikroorganismen komplett gehemmt.

Rechts: Mikrodilution-Test-Platte: Ein Mikroorganismus wurde in den Spalten 1-8 auf vier Ole mit je
einer Wiederholung getestet. Eine Triibung (milchig) zeigt Wachstum an. Bei fehlendem Wachstum
ist die Losung klar (im Bild schwarz wegen des schwarzen Hintergrunds). In den Spalten 9+10 befin-
det sich die Wachstums- und in den Spalten 11+12 die Sterilkontrolle.

In der Reihe a ist eine Olkonzentration von 16 % vorzufinden. Die Ole wurden jeweils um einen Faktor
2 verdiinnt, bis in der untersten Reihe (Reihe h) eine Konzentration von 0.125 % vorzufinden ist.

In den Spalten 1 und 2 liegt die MHK in der Reihe e, d. h. der Mikroorganismus wurde bei 1 % noch
gehemmt. In den Spalten 3 und 4 betragt der MHK-Wert 16 %, u. s. w.

4.2  Uberblick iber meine Labortitigkeit

Um die anspruchsvollen Experimente (iberhaupt selbstdndig durchfiihren zu kénnen, wurde
ich von Herrn Dr. G. Dasen, einem Dozenten an der ZHAW in Wadenswil, einen Tag lang im
April 2019 in die Labortatigkeit eingeschult. Dies ermoglichte mir, wichtige Fragen in den zwei-
tagigen Vorexperimenten im Mai zu klaren. In den Sommerferien flihrte ich dann wahrend
zwei Wochen ganztags meine Hauptexperimente durch und durfte mich bei Fragen und fir
allfallige Kontrollen an Herrn Dr. Dasen wenden.

4.3  Vorexperimente

Eine grosse Schwierigkeit bei der Vermischung und Diffusion dtherischer Ole ist ihre Hydro-
phobie, weshalb ein Emulgator unerlasslich ist. In meinen Vorexperimenten testete ich vier
verschiedene Emulgatoren in Kombination mit zwei Olen (Teebaum- und Zimtrindendl) sowie
zwei Bakterien (E. coliund S. carnosus) mit der Disk-Diffusion-, Well-Diffusion- und Mikrodilu-
tion-Methode. Den Agardilution-Test verwendete ich nicht, da dieser sich am besten flir Ex-
perimente eignet, bei dem sehr viele Mikroorganismen nur auf wenige Hemmstoffe getestet
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werden. Da ich jedoch mehr Hemmstoffe als Mikroorganismen testete, war diese Methode

unpassend.

Die Ziele der Vorexperimente waren:

1) Entwickeln einer Methode, die trotz der Hydrophobie der Ole funktioniert und fiir meine
Hypothesen zielfihrend ist

2) Uberpriifen, ob die Emulgatoren die Loslichkeit verbessern kénnen

3) Erforschen, ob die Emulgatoren keine eigene antibakterielle Wirkung besitzen, da sonst
meine Ergebnisse verfalscht wiirden

Die getesteten Emulgatoren waren Laureth-9 (4 %), eine ethoxylierte und hydrierte Rizinus-

Olfraktion (4 %), Dimethylsulfoxid (DMSO, 10 %) und Tween-20 (0.5 %). Die beiden erstaufge-

flihrten werden haufig in der Parfiimerie eingesetzt und wurden mir von der Firma Essencia

zur Verfligung gestellt, die anderen zwei sind haufig verwendete Emulgatoren und wurden in

der Studie von Prabuseenivasan, et al. (2006) erwahnt.

Als Emulgator fir die Hauptexperimente entschied ich mich fiir DMSO, da Laureth-9 eine leicht
antibakterielle Wirkung zeigte und Tween-20 sehr dickflissig ist, was die Sterilfiltration* er-
schwerte. Weil die Rizinusolfraktion nicht wissenschaftlich klassifiziert ist und keine genaue
Inhaltsangabe existiert, habe ich mich gegen diesen Emulgator entschieden. DMSO kann zwar
in 50 %iger Konzentration eine antimikrobielle Wirkung aufweisen (PharmaWiki, 2019). In tie-
feren Konzentrationen, wie sie in meinen Experimenten verwendet wurden, konnte jedoch
keine solche Wirkung feststellt werden.

Als Hauptmethode entschied ich mich fiir den Disk-Diffusion-Test, weil die Rinder der Hemm-
hofe im Vergleich zum Well-Diffusion-Test scharfer waren und so eine prazisere Auswertung
moglich war. Bei der Mikrodilution fallte das Zimtrindendl tiber Nacht wieder aus, was die
Auswertung unmoglich machte. Allerdings konnte bei der Mikrodilution fiir Teebaumal eine
hemmende Wirkung festgestellt werden, wahrend dies bei der Disk- und Well-Diffusion nicht
der Fall war. Ich denke, dass dies an der erschwerten Diffusion im Agar lag.

Deshalb entschied ich mich dafir, fir die Hauptexperimente den Disk-Diffusion-Test als
Hauptmethode zu verwenden, beschloss aber fiir Ole, welche beim Disk-Diffusion-Test nicht
funktionieren, die Experimente mit dem Mikrodilution-Test zu wiederholen.

4.4 Hauptexperimente

Die Hauptexperimente flhrte ich wahrend zwei Wochen im Juli/August durch, wobei ich in
der ersten Woche nur die Disk-Diffusion-Experimente absolvierte, wahrend ich in der zweiten
Woche zum Methodenvergleich weitere Methoden testete und Experimente fir andere As-
pekte (wie Synergien oder Resistenz) durchfiihrte.

Grundsatzlich wurden alle Experimente im Doppel ausgefiihrt. Aus Sterilitats- und Sicherheits-
griinden arbeitete ich in einer Sicherheitswerkbank. Als Ndhrmedium wurde immer Mueller-
Hinton-Bouillon verwendet, wie dies fiir Antibiotikatests tiblich ist. Die dtherischen Ole wur-
den mir freundlicherweise von der Firma Essencia zur Verfligung gestellt. Die Experimente
fiihrte ich mit folgenden Olen durch (fiir Spezifikationen vgl. 13.3):

Geraniumol, Lavendeldl, Lemongrassol, Pfefferminzol, Nelkenblitendl, Oreganodl (CT Car-
vacrol), Salbeidl, Teebaumol, Thymiandl (vulgaris CT Thymol), Zimtrindenél, Citronendl
(messina extra).
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Culture Collection of Switzerland (CCOS) stellte mir netterweise meine ausgewahlten Mikro-
organismen zur Verfligung:

Tabelle 1: Ubersicht tiber die verwendeten Mikroorganismen.

Der ATCC-Code ist der Code, den die Mikroorganismen-Datenbank ,American Type Culture Collection”
diesen spezifischen Mikroorganismenstimmen zugeteilt hat. Die biologische Schutzstufe ist die Ge-
fahrlichkeitseinstufung der Mikroorganismen. Je héher die Risikogruppe ist, desto gefahrlicher ist der
Mikroorganismus.

Spezies ATCC Code Biologische Schutzstufe*
Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633 Risikogruppe 1
Candida albicans ATCC 10231 Risikogruppe 2
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Risikogruppe 2
Escherichia coli ATCC 25922 Risikogruppe 1
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Risikogruppe 2
Staphylococcus aureus ATCC 2913 Risikogruppe 2

Die verwendeten Stamme von E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa und S. aureus sind die Rerenz-
staimme flr die Resistenzprifung gemdass EN ISO 20776-1* (Schweizerische Normen-
Vereinigung, 2007).

4.4.1 Disk-Diffusion-Test zur Wirkung der einzelnen Ole

Materialvorbereitungen

Zuerst stellte ich der Mueller-Hinton-Agar her, indem ich das Nahrmedium Mueller-Hinton-
Bouillon mit dem Agar-Agar mischte. Anschliessend wurde der Mueller-Hinton-Agar im Auto-
klaven 15 Minuten lang bei 121 °C sterilisiert und in die Agarplatten gegossen. Fir einen Liter
Agar benoétigt man 15 g Agar-Agar (Carl Roth), 21 g Mueller-Hinton-Bouillon (Carl Roth) und
einen Liter Reinstwasser. Die Disks stanzte ich mit einem Locher aus Filterpapier (Sartorius)
aus und autoklavierte sie. Die 10 %ige DMSO-L6sung wurde mit der Vakuumpumpe steril fil-
triert.

Zu Beginn testete ich sechs verschiedene Olkonzentrationen: 4 %, 2 %, 1 %, 0.5 %, 0.25 % und
0.125 % von Zimtrinden-, Teebaum-, Oregano- und Thymiandl. Da ich aber bei diesen Experi-
menten im Vergleich zu den Vorexperimenten viel kleinere Hemmhofdurchmesser erhielt,
was auch einer schlechteren Wirkung entspricht, erhéhte ich die Konzentrationen ab dem
zweiten Tag. Ich experimentierte folglich mit 16 %, 8 %, 4 %, 2 %, 1 % und 0.5 % (Tabelle 2).
Die schlechtere Wirkung riihrte wohl daher, dass ich fir die Hauptexperimente pathogene
Mikroorganismen verwendete, welche wohl auch resistenter waren.

Die Ole miissen steril filtriert werden. Am ersten Tag filtrierte ich die vier Ole mit einem hyd-
rophilen Filter (Corning, SFCA, 0.2 um), doch da sich Thymian- und Oreganodl schlecht filtrie-
ren liessen und Ol im Filter hdngen blieb, stellte ich die Stammlésung neu her und filtrierte
diese mit einem hydrophoben Filter (Corning, NY = Nylon). Dies funktionierte viel besser und
hatte tiefere minimale Hemmstoffkonzentrations-Werte zur Folge, weshalb ich alle anderen
Ole mit dem hydrophoben Nylon-Filter steril filtrierte. Zudem wiederholte ich die Experimente
mit den zwei hydrophil filtrierten Olen (Zimtrinde und Teebaum) an einem anderen Tag. Ich
verwendete jedoch bei der Wiederholung des Experiments mit Teebaumél das Ol einer ande-
ren Marke (Farfalla), da das bei den Vorexperimenten verwendete Teebaumol keine Wirkung
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zeigte und ich deshalb nicht ausschliessen konnte, dass die mangelnde Wirkung an der Quali-
tat des Oles lag (Tabelle 2).

Tabelle 2: Uberblick iiber die verwendeten Ole, den getesteten Konzentrationen und dem verwende-
ten Filter.

Die Wirkung jedes Ols wurde in sechs Konzentrationsstufen getestet. Ab dem zweiten Tag wurden
héhere Konzentrationen verwendet, damit auch schwache Ole eine (eventuelle) Wirkung aufweisen
kénnen. Die getesteten Konzentrationsbereiche sind in blau angegeben.

(o] Konzentration (in %) Filter
16 8 4 2 1 05 0.25 0.125

Zimtrinde hydrophiler Filter
Teebaum (Essencia) hydrophiler Filter

Tag 1l

Oregano hydrophober Filter
Thymian v

Lavendel
Nelkenbliite v
Pfefferminze
Rosmarin

Tag 2

Geranium
Zitrone
Lemongrass
Salbei v
Teebaum (Farfalla)
Zimtrinde

Tag 3

Fiir die am Tag 1 getesteten Ole war die Stammlésung eine 8 %ige Emulsion aus dem entspre-
chenden Ol und der 10 %igen DMSO-L&sung, fiir alle anderen Ole war es eine 32 %ige Stamm-
[6sung. Diese filtrierte ich mit den oben genannten Filtern steril. Um die Verdiinnungsreihe
herzustellen, fullte ich sechs Eppendorf Reaktionsgefdasse mit je 500 pul 10 %iger DMSO-L&sung
und pipettierte anschliessend 500 pl der Stammldsung in das erste Reaktionsgefass. Nach dem
Vermischen pipettierte ich wieder 500 pl heraus und in das nachste Eppendorf-Gefdss hinein,
so dass das Ol jeweils im Faktor 2 verdiinnt wurde. Diesen Vorgang wiederholte ich, bis die
Verdiinnungsreihe mit Konzentrationen von 4 %, 2 %, 1 %, 0.5 % und 0.25 % beziehungsweise
16 %, 8 %, 4 %, 2 %, 1 % und 0.5 % komplett war.

Mikroorganismen und Hemmstoff

Als nachstes stellte ich die optische Dichte* der Mikroorganismen ein mit Hilfe eines Photo-
meters* (OD 600) und 0.85 % NaCl-haltiger Verdiinnungsldsung fiir alle Bakterien auf 0.25 und
flir C. albicans auf 0.5 mit einem Endvolumen von 4 ml. Die eingestellte OD ist fir C. albicans
hoher, weil Hefezellen grosser sind als Bakterienzellen. Fiir die Berechnung der nétigen Ver-
diinnungslosung (1) und Bakterienlésung (2), um die Bakterienldsung mit der richtigen OD (3)
herzustellen, wurde folgende Formel verwendet:

CixV1+CyxV,=Czx Vs, wobei C fiir die OD und V fiir das Volumen steht.

Anschliessend strich ich einen moglichst llickenlosen Rasen* mit einem sterilen Wattestab-
chen aus. Taglich wurde zudem eine Wachstumskontrollplatte (nur Bakterium) beimpft.

Die sechs Filterplattchen (fiir sechs Konzentrationen) wurden mit einer tGber offener Flamme
sterilisierten Pinzette aufgelegt. Anschliessend pipettierte ich jeweils 8 pl der Ollésung in der
passenden Konzentration auf das entsprechende Plattchen.
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Inkubation und Auswertung

Alle Bakterien wurden bei 37 °C, der Hefepilz Candida bei 25 °C inkubiert*, und nach 18 h
wurden die Platten folgendermassen ausgewertet: Wenn die Mikroorganismen bis zum Filter-
plattchen sichtbar gewachsen waren, war keine antibiotische Wirkung zu verzeichnen. Wenn
ein Kreis um das Filterplattchen sichtbar war, in dem die Mikroorganismen nicht gewachsen
waren, erfolgte eine Hemmung. Diesen Kreis nennt man Hemmbhof. Je grosser der Durchmes-
ser des Hemmhofes, desto starker die Wirkung des Hemmstoffs in der entsprechenden Kon-
zentration. Die minimale Hemmstoffkonzentration (MHK) ist demzufolge entweder gleich
gross wie die tiefste Konzentration, bei welcher der Mikroorganismus gehemmt wurde, oder
liegt zwischen der tiefsten hemmenden und der nachstkleineren. Wenn z.B. bei einer Kon-
zentration von 0.5 % der Mikroorganismus noch gehemmt wurde, bei 0.25 % aber nicht mehr,
gilt: 0.5 % > MHK > 0.25 %. Der Einfachheit halber gebe ich in meiner Arbeit einfach MHK =
0.5 % an.

Die Disks selber haben einen Durchmesser von 5.5 mm, als Hemmbhof wurde jedoch erst ein
Durchmesser > 6.5 mm gezihlt, um zu vermeiden, dass ich einen kleinen Olrand oder ein leicht
verrutschtes Plattchen als Hemmhof werte, besonders, wenn es nur auf einer Seite des Patt-
chens einen ,,Hemmhof“ gab. Ich mass die Durchmesser der Hemmhofe zuerst mit einem
Massstab, spater nochmals mit der Software , Image J“.

Eine Sterilkontrolle (nur Plattchen auf unbeimpfter Agarplatte) und eine Hemmkontrolle (nur
Emulgatorenlésung) wurden am ersten Tag durchgefihrt.

Die Platten mit den Mikroorganismen wurden fiir den nachsten Tag immer von der Ursprungs-
platte Gberimpft*, um Mutationen zu minimieren.

4.4.2 Well-Diffusion-Test zur Wirkung der einzelnen Ole

Ich wollte zum Methodenvergleich auch die Experimente mit dem Well-Diffusion-Test durch-
fiihren. Ich habe zuerst nur wenige Ole getestet, jedoch sind die Ole in den Wells trotz langer
Einwirkzeit (iber Nacht) nicht richtig eingezogen und folglich wurden die Ole in den Wells
durch den Overlay weggeschwemmt. Um eine Losung fiir diese Schwierigkeit zu finden, hatten
einige weitere Experimente durchgefiihrt werden missen, was aus zeitlichen Griinden leider
nicht moglich war.

4.4.3 Agardilution-Test zur Wirkung der einzelnen Ole

Ich stellte drei Konzentrationen von Olen her: 100 % (pures Ol), 50 % und 25 % und pipettierte
davon jeweils 1 ml auf eine leere Petrischale. Die Ole wurden nicht steril filtriert, weil ich nicht
riskieren wollte, dass aufgrund der sehr hohen Olkonzentrationen ein Grossteil im Filter hdn-
gen bleibt. Als Teebaumdl verwendete ich hier aufgrund von Materialknappheit das Ol der
Firma Farfalla; fiir alle anderen Ole setzte ich die Ole von Essencia ein.

Anschliessend gab ich 20 ml Agarlésung (mit dem Ndhrmedium) in die Petrischale und ver-
mischte das Agar-Ol-Gemisch, indem ich die Petrischale flach in Achterbewegungen fiihrte.
Folglich wiesen die Agarplatten eine Endkonzentration von 4.76 %, 2.38 % und 1.19 % auf.
Die optische Dichte (OD) der Bakterienlosung stellte ich fir alle Mikroorganismen auf 1 ein
und pipettierte von der Losung jeweils 5 pl auf die Platten. Eine Wachstumskontrollplatte
ohne Hemmstoff war fir die Auswertung essentiell. Die Inkubation erfolgte gleich wie bei
4.3.1.

Fiir die Auswertung vergleicht man das Wachstum der Mikroorganismen auf den Platten, wel-
che Hemmstoff enthalten, mit demjenigen auf der Kontrollplatte. Wenn die Mikroorganismen
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ein gleich starkes Wachstum wie auf der Kontrollplatte aufweisen, gelten sie als nicht ge-
hemmt. Wenn einzelne Kolonien oder vergleichsweise nur leichtes Wachstum vorhanden wa-
ren, galten die Mikroorganismen nur als leicht gehemmt. Als komplett gehemmt gelten Mik-
roorganismen, wenn kein Wachstum mehr maglich ist.

4.4.4 Mikrodilution-Test zur Wirkung der einzelnen Ole

Experimentdurchfiihrung

Am ersten Tag der zweiten Woche testete ich Thymian-, Geranium-, Teebaum- und Minzendl
und am zweiten Tag Zimtrinden-, Nelkenbliiten-, Lemongrass- und Zitronendl sowie
Lavendel-, Salbei-, Rosmarin- und Oreganodl. Allerdings musste ich die Candida-Platten vom
zweiten Tag aufgrund einer Fehlmanipulation in Folge mangelnder Routine neu praparieren.
Pro Platte wurde ein Mikroorganismus mit vier Olen mit einfacher Wiederholung getestet.
Taglich fihrte ich eine Wachstumskontrolle und am ersten Tag zudem eine Sterilkontrolle
durch.

Abbildung 11: Schematische Darstellung einer

L 6 8 9 10 11 12 Mikrotitrationsplatte mit den Reihen A-H und den
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G ANNN AN ,i A AN AN kontrolle und in den Spalten 11+12 die Sterilkon-

N Y Y Y Y Y Y Y Y Y v‘\ ; ; 3
R I >\ X ) trolle (falls vorhanden, sonst eine weitere Wachs

tumskontrolle).

Ich legte in jeden Well 100 pl einer doppelt konzentrierten Mueller-Hinton-Bouillon vor. Da-
nach pipettierte ich 100 pl der entsprechenden dtherischen Ole in die oberste Reihe. Mit der
Mehrkanalpipette verdiinnte ich die dtherischen Ole um den Faktor 2, indem ich aus der Reihe
x immer 100 pl entfernte, dann in die Reihe x+1 pipettierte, die Mueller-Hinton-Bouillon und
das Ol vermischte und alles wiederholte. So erhilt man Konzentrationen von 16 %, 8 %, 4 %,
2%,1%,0.5%,0.25% und 0.125 %.

In die Wachstums- und Sterilkontrollspalten pipettierte ich 100 ul der 10 %igen DMSO-L6sung.
Die OD der Bakterien stellte ich nach EN ISO 20776-1 auf 0.01 ein, die OD von C. albicans auf
0.1. Zum Beimpfen gab ich 5 pl in jeden Well. Die Inkubation erfolgte gleich wie bei 4.3.1. Die
Platten aller Bakterien wurden nach 18 h ausgewertet, diejenigen von C. albicans nach 42 h.

Auswertung

Die Platten kdnnen von Auge ausgewertet werden. Vermehrt sich ein Mikroorganismus, wird
die Flussigkeit triib. Bleibt die Fllssigkeit klar, wurde der Mikroorganismus gehemmt. Wenn
die Flissigkeit in den Wells bei hohen Olkonzentrationen klar, jedoch bei einer tieferen Kon-
zentration trib ist, wurde der Mikroorganismus in dieser Konzentration folglich nicht mehr
gehemmt. So kann der MHK-Wert bestimmt werden. Ausserdem kénnen die Platten durch
OD-Messung ausgewertet werden. Dabei wird die OD der einzelnen Wells gemessen und folg-
lich kann durch den Vergleich der einzelnen Werte die MHK bestimmt werden. Wenn die OD
bei hohen Olkonzentrationen tief ist und dann plétzlich ansteigt, deutet dies darauf hin, dass
bei der tieferen Konzentration keine Hemmung zu verzeichnen ist. Falls vorhanden, sind die
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Werte der Wachstums- und Sterilitatskontrolle fiir einen Vergleich hilfreich. Wenn die OD ei-
nes Wells nicht klar einer Hemmung oder einem Wachstum zuzuordnen war, stufte ich diese
Daten grundsatzlich als Wachstum ein, da ein Mikroorganismus gar nicht wachsen darf, um
als gehemmt zu gelten. Eine Ausnahme bildeten nur minim erhohte OD-Werte, da diese wohl
auf ein ausgefilltes Ol hinweisen.

Allerdings fallen alle farbigen Ole, besonders Zimt, Zitrone und Lemongrass, stark aus, weshalb
sich die Unterscheidung zwischen einem Oltropfen und einem gefirbten Bakterienpellet prak-
tisch unmoglich gestaltete. Eine Auswertung unter dem Mikroskop war nicht moglich, da sich
das Mikroskop aufgrund der H6he der Platten nicht scharfstellen liess. Deshalb gab ich nach-
traglich in alle Wells 30 pul einer 0.015 %igen Resazurinldsung®*. Resazurin weist normalerweise
eine blaue Farbe auf, wird aber pink, wenn die Zellen noch metabolisch aktiv sind. So konnte
ich die Platten trotz Ausfallungen auswerten. Die Platten wurden weiter in einem Gerat inku-
biert, das in regelmassigen Zeitabstanden fotographisch die Farbveranderungen festhielt.

4.4.5 Synergie-Tests von Olkombinationen

Ich habe auch drei Olkombinationen im Verhiltnis 1:1 auf mégliche Synergien getestet. Hier-
fiir verwendete ich die Disk-Diffusion, wie in 4.3.1 beschrieben. Unterschiedlich waren ledig-
lich die Konzentrationen und die OD-Einstellung. Die getesteten Konzentrationen betrugen
8%,4%,2%,1%,0.5%,0.25 % und 0.125 %. Die OD von P. aeruginosa, E. coli und C. albicans
wurde wie in 4.3.1 beschrieben eingestellt, die OD von E. faecalis und B. subtilis jedoch neu
auf 0.5, weil ihr Wachstum auf der Uberimpfungsplatte vom Vortag sehr schwach war. S. au-
reus war leider leicht mit P. aeruginosa auf der Uberimpfungsplatte kontaminiert. Deshalb
musste ich die Testplatten mit den Bakterien der Ursprungsplatte beimpfen und die OD folg-
lich auf 1 einstellten, da die Ursprungsplatte schon alter war und nicht alle Bakterien metabo-
lisch aktiv waren. Die Inkubation und Auswertung erfolgte gleich wie beim Disk-Diffusion-Test
(vgl. 4.3.1).

Ich testete folgende Olkombinationen:

— Oregano- und Thymiandl. Hossain et al. (2016) beobachteten, dass diese Kombination eine
synergetische Wirkung bei Schimmelpilzen aufweist.

— Nelkenbliten- und Lavendel6l. Eugenol kommt in Nelkenblitendl vor und Linalool findet
man in Lavendeldl. In Kombination kdnnen sie synergetisch wirken (Bassolé, et al., 2010).

— Teebaum- und Zimtrindendl. Diese Kombination wahlte ich nach dem Zufallsprinzip.

Aufgrund von Materialknappheit im Labor musste ich hier einen anderen Filter fiir die Ole

verwenden (Chromatofil, aus PTFE = Teflon). Dieser Filter ist zwar fur hydrophile Flissigkeiten

vorgesehen, kann aber sowohl polare als auch apolare Proben filtrieren.

Die Interaktion von Hemmstoffen wird mit der fraktionalen Hemmstoffkonzentration (FHK)
indiziert (Chouhan, et al., 2017) (Hyldgaard, et al., 2012).

FHK = FHK A + FHK B, wobei:

FHK A = MHK (A+B)/ MHK A

FHK B = MHK (A+B)/ MHK B
Bei FHK < 0.5 ist die Kombination synergetisch, bei 0.5 < FHK < 4 additiv und bei FHK > 4
antagonistisch. Bei einer synergetischen Interaktion wirkt die Kombination der Hemmstoffe
bedeutend starker, bei einer additiven gleich stark und bei einer antagonistischen bedeutend
schlechter als die Summe der einzelnen Hemmstoffe. Folglich steigern sich synergetische
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Kombinationen in ihrer Wirkung, antagonistische schwachen sich ab, und additive verandern
ihre Wirkung nicht.

4.4.6 Antibiotika-Multodisc-Test: Wirkung der Ole im Vergleich mit Antibiotika

Zum Vergleich mit herkémmlichen Antibiotika verwen-
dete ich die ,Staph-Multodiscs” von Liofilchem. Dies sind
Ringe aus Filterpapier, die mit acht Disks mit verschiede-
nen Antibiotika verbunden sind. Die Multodiscs sind da-
flir konzipiert, Antibiotikaresistenzen bei Staphylococcen
zu testen, kénnen jedoch auch gut fir andere Bakterien g 3
verwendet werden. Die Antibiotika auf dem Staph-

Multodisc sind Cefoxitin (FOX, 30 ng), Levofloxacin (LEV, ‘% & " :
5 pg), Netilmicin (NET, 10 pg), Tetracyclin (TE, 30 ug), s o
Erythromycin (ERY, 15 pg), Gentamicin (CN, 10 pg), X o
Rifampicin (RD, 5ug) und Linezolid (LNZ, 10 ug). LS

s 95230

Abbildung 12: Multodisc von Lio-
filchem, welcher am besten fiir Resis-
tenzprifungen an urinalen Enterobak-
terien geeignet ist.

Fiir dieses Experiment wurde die OD der Bakterien
gleich wie in 4.3.5 eingestellt und anschliessend, wie
fur die Disk-Diffusion tiblich, mit einem Wattestabchen
zu einem Rasen ausgestrichen. Ich legte die Multodiscs
mit einer sterilen Pinzette auf. Die Inkubation erfolgte gleich wie bei 4.3.1. Die Durchmesser
der Hemmhofe wurden nach 18 Stunden mit einem Massstab ausgemessen. Hier kann jedoch
die MHK nicht bestimmt werden, sondern es kann nur durch einen Vergleich zwischen den
Hemmhofdurchmessern eingeschatzt werden, wie stark sich der Mikroorganismus durch ein
Antibiotikum im Vergleich zu den dtherischen Olen hemmen liess.

4.4.7 Staphylococcus pseudintermedius

Um die erhaltenen Werte mit einem multiresistenten Erreger, S. pseudintermedius (Code:
ST71), vergleichen zu kénnen, verwendete ich die Disk-Diffusion und deren Auswertung, wie
beim Disk-Diffusion-Test (vgl. 4.3.1) beschrieben. Ich testete Nelkenbliiten-, Zimtrinden-, Ore-
gano- und Thymiandl in den Konzentrationen 16 %, 8 %, 4 %, 2 %, 1 % und 0.5 %. Auch hier
wurden die neuen Filter von Corning (vgl. 4.3.5) verwendet. Die OD von S. pseudintermedius
stellte ich auf 0.25 ein.
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5 Resultate

Das Ziel meiner Arbeit war, fiir ausgewahlte dtherische Ole und Mikroorganismen die minima-
len Hemmstoffkonzentrations-Werte (MHK)* zu eruieren. Zusatzlich zum Disk-Diffusion-,
Agardilution- und Mikrodilution-Test flihrte ich auch Experimente zu Synergien durch und
stellte einen Vergleich mit herkdmmlichen Antibiotika her. Zudem testete ich die Wirkung der
dtherischen Ole an einem multiresistenten Erreger. Die Reihenfolge der Auffiihrung der Re-
sultate ist dieselbe wie in Kapitel 4, Material und Methoden. Die Diagramme (Abb. 13-23) ver-
schaffen einen Uberblick (iber die MHK-Werte.

Die Datenreihen mit den Hemmhofdurchmessern, eine Ubersicht tiber alle Werte der mini-
malen Hemmstoffkonzentration (MHK) sowie Fotos der relevanten Platten sind im Anhang
(vgl. Kapitel 13) eingereiht.

5.1 Resultate der einzelnen Ole mit dem Disk-Diffusion-Test

Kategorisierung der Werte
»starke Hemmung“ (griin) bei einem MHK-Wert von 0.125-2 %. Wenn der MHK-Wert
bei der tiefsten ausgetesteten Konzentration lag, fligte ich einen Pfeil nach unten ein,
da der effektive MHK-Wert auch darunterliegen konnte. Dies gilt auch fiir alle weiteren
Diagramme (bei der Agardilution ist die tiefste ausgetestete Konzentration 1.19 %).

— ,mittlere Hemmung“ (gelb) bei einem MHK-Wert von 4- 8 %.

— ,schlechte oder keine Hemmung“ (rot) bei einem MHK-Wert von 2 16 % (d. h. wenn

gar keine Hemmung zu verzeichnen war). Obwohl ein MHK von 16 % als hemmend gilt,
stufte ich diese Konzentration trotzdem als schlecht ein, da diese zu hoch ist, um in
Konsumentenprodukten eine Anwendung zu finden.
Wenn der MHK-Wert bei > 16 % lag, fliigte ich einen Pfeil nach oben hin ein, um aufzu-
zeigen, dass der MHK-Wert zwischen > 16 % und 100 % liegen kdnnte. Es kann aber
auch sein, dass dieses Ol gar nicht hemmte. Dies gilt auch fiir alle weiteren Diagramme
(bei der Agardilution ist die hochste ausgetestete Konzentration 4.76 %).

Weil ich alle Experimente wiederholte, erhielt ich zum Teil zwei verschiedene MHK-Werte.
Deshalb sind teilweise pro Ol zwei Datenpunkte aufgefiihrt.

Hemmhofdurchmesser

Obwohl ich grundsatzlich nur einen Hemmhof von 2 6.5 mm als ,hemmend“ bewertete, gab
es einige wenige Ausnahmen (vgl. 13.1.1, Tabelle 9): Bei den Experimentplatten, auf denen
Geraniumol gegen P. aeruginosa, Nelke gegen P. aeruginosa sowie Nelke gegen E. faecalis
getestet wurden, gab es bei hoheren Konzentrationen einen oder zwei Hemmhofe, welche
knapp unter 6.5 mm lagen (Tabelle 3). In den tieferen Konzentrationen lag der Hemmhof-
durchmesser dann aber wieder bei 2 6.5 mm. Deshalb gehe ich davon aus, dass kein verrutsch-
tes Plattchen, sondern tatsachlich eine Hemmung vorlag, sonst ware die Hemmreihe nicht
nachvollziehbar.

Ausserdem betrug der Hemmhofdurchmesser fiir Thymian bei P. aeruginosa mehrere Male
6.4 mm (vgl. 13.1.1, Tabelle 9). Da es sehr unwahrscheinlich ist, dass das Plattchen jedes Mal
verrutscht ist, und der Unterschied von 6.4 zu 6.5 mm sehr gering ist, zahlte ich dies trotzdem
als Hemmung.
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Tabelle 3: Hemmhofdurchmesser von E. faecalis bei den verschiedenen Nelkendl-Konzentrationen.
Die fettgedruckten Werte liegen unter 6.5 mm, womit sie eigentlich nicht als Hemmhof zu werten
waren. Um eine einleuchtende Hemmhofdurchmesser-Reihe zu gewahrleisten und weil die Abwei-
chung zu 6.5 mm sehr gering ist, wurden sie trotzdem gezahlt.

Konzentration 16% 8% 4% 2% 1% 0.5%
Hemmhofdurchmesser (in mm) 6.4 6.7 6.3 6.8 6.5 7
Auswertung (Hemmung vorhanden ,v.”) V. V. V. V. V. V.

Resultatbeschreibung

Aufgrund der mit dem Disk-Diffusion-Test erhaltenen MHK-Werte (Abb. 13-14, vgl. 13.1.1, Ta-
belle 9) konnte ich die Ole in folgende Kategorien aufteilen:

Oregano-, Thymian-, Nelkenbliten- und Zimtrindendl gehérten zu den stark hemmenden
Olen, da sie stets eine gute oder mittlere Hemmung aufwiesen.

Die mittelstark hemmenden Ole, welche sowohl eine gute als auch mittlere und schlechte
Hemmung zeigten, waren Zitronen-, Lemongrass- und Geraniendl.

Zu den schwach hemmenden Olen, welche stets eine schlechte oder sogar keine Hemmung
aufwiesen, gehorten Salbei-, Rosmarin-, Lavendel-, Teebaum- (sowohl Essencia als auch Far-
falla) und Minzendl.

5.2  Resultate der einzelnen Ole mit dem Agardilution-Test

Ich teilte die Resultate des Agardilution-Tests nach einem dhnlichen Prinzip wie bei der Disk-
Diffusion in drei Kategorien ein:

Kategorisierung der Werte
»8ut” (griin) bei einem MHK £ 1.19 %

— ,mittel” (gelb) bei einem MHK 2.38 - 4.76 %

— ,schlecht” (rot) bei einem MHK > 4.76 %, d. h. wenn keine Hemmung zu verzeichnen
war. Da 4.76 % die hochste mit der Agardilution getestete Konzentration war, konnte
keine Aussage darliber gemacht werden, ob bei einer héheren Konzentration (wie z.B.
8 % beim Disk-Diffusion-Test) eine Hemmung zu verzeichnen ware oder ob der Wert
analog zum Disk-Diffusion-Test bei > 16 % liegen wirde (d.h. gar keine Hemmung).
Allerdings konnte ich einen Zusammenhang zwischen denjenigen Olen herstellen, die
beim Agardilution-Test einen MHK-Wert von > 4.76 % und beim Disk-Diffusion-Test
>16 % erzielten, weshalb ich > 4.76 % nicht als , mittel”, sondern als ,schlecht” ein-
stufte.

Resultatbeschreibung

Ich erhielt dhnliche Resultate wie beim Disk-Diffusion-Test, jedoch zeigten Ole, die beim Disk-
Diffusion-Test nicht gehemmt hatten, beim Agardilution-Test eine Wirkung (Abb. 15-16, vgl.
13.1.2). Lavendel- und Teebaumal befanden sich sogar zweimal in der Kategorie ,,gut” (bei B.
subtilis und C. albicans). Zitronenél war das einzige Ol, das bei keinem einzigen Mikroorganis-
mus eine Hemmung zeigte.

Oregano-, Thymian-, Nelkenbliiten- und Zimtrindendl besassen auch mit dieser Methode die
starkste Wirkung, wobei Nelkenbliten- und Zimtrindendl immer bereits in der tiefsten Kon-
zentration hemmten.
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Kontamination

Am Tag der Auswertung stellte ich eine leichte Kontamination der Uberimpfungsplatte* von
S. aureus mit P. aeruginosa fest. Dies war dank der Fluoreszenz von P. aeruginosa leicht zu
erkennen.

Die auszuwertenden Platten zeigten jedoch an diesem Tag keine Kontamination. Allerdings
bemerkte ich am darauffolgenden Tag auch eine leichte Kontamination von S. aureus und E.
faecalis mit P. aeruginosa auf den am Vortag ausgewerteten Platten. Da sich diese Kontami-
nation jedoch erst am Folgetag zeigte, bin ich der Meinung, dass die Resultate der Agardilution
fiir diese beiden Mikroorganismen trotzdem aussagekraftig sind.

5.3 Resultate der einzelnen Ole mit dem Mikrodilution-Test

Kategorisierung der Werte und Diagrammbeschreibung

Die Einteilung der Resultate in die Kategorien ,starke”, ,mittlere” und ,schlechte Hem-

mung” erfolgte gleich wie beim Disk-Diffusion-Test.

Zum Teil gibt es auf den Diagrammen drei verschiedene Datenpunkte pro Ol. Dies riihrt

daher, dass die Platten manchmal nur mit der OD-Messung, nur mit Resazurin* oder dann

mit beiden Methoden ausgewertet werden konnten. Der Farbcode bedeutet:

— dunkelgrau: Die Platte wurde mit der OD-Messung und mit Resazurin ausgewertet und
die beiden Datenpunkte stimmen Uiberein.

— blau: Die Platte wurde nur mit der OD-Messung ausgewertet.

— : Die Platte wurde nur mit Resazurin ausgewertet.

— blauund : Die Platte wurde mit beiden Methoden ausgewertet, aber die Daten-
punkte weichen voneinander ab.

Resultatbeschreibung (Abb. 17-18, vgl. 13.1.3)

Oregano-, Nelkenbliiten und Zimtrindendl wiesen stets eine starke Hemmung auf, Thymiandl
hingegen zeigte neben einer starken auch eine mittlere und schwache Hemmung.

Zudem konnte ich hier, wie auch schon beim Agardilution-Test, feststellen, dass es bei Olen,
die beim Disk-Diffusion-Test nur schwache oder gar keine Hemmung zeigten, ofters gute Re-
sultate gab. Auffallend war dies bei E. coli, den auch Salbei-, Rosmarin-, Lavendel-, Teebaum-
und Minzendl mittelstark hemmen konnten. Besonders Salbei-, Rosmarin- und Lavendelol
konnten auch andere Mikroorganismen mittel bis stark hemmen. Auch Teebaumél hemmte
nebst E. coli auch E. faecalis und P. aeruginosa mittelstark.

Besonderheiten

Bei der Betrachtung der Mikrodilutionsresultate sind folgende Besonderheiten zu beachten:

— Beim Lemongrassol gibt es bei S. aureus und P. aeruginosa keine Angaben, weil sich die
Ol-Resazurin-Mischung bei allen Mikroorganismen bei 16 % und 8 % atypisch verfirbte.
Bei diesen beiden Mikroorganismen konnte ich nicht zwischen Verfarbung und eigentli-
cher Resazurinauswertung unterscheiden, weshalb ich keinen Wert eruieren konnte (vgl.
13.1.3, Abbildung 32).

— Es gibt auch keine Angaben zu B. subtilis und C. albicans beim Thymian-, Geranien-, Tee-
baum- und Minzendl, da diese Mikroorganismen in diesen Platten auch nach langerer In-
kubation* (auch in den Wachstumskontrollen) nicht wuchsen.

— Ich konnte die Platten derselben Ole auch nicht mit Resazurin auswerten, da ich die Platten
am ersten Tag erstellte, mir aber erst gegen Ende der Woche die Auswertungsmethode
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mit Resazurin gezeigt werden konnte. Deswegen hatte eine Auswertung mit dem Farbstoff
keinen Sinn gemacht, da sich die Mikroorganismen, wenn sie einige Tage gelagert werden,
nicht mehr vermehren (und deshalb bei einer Auswertung als gehemmt gelten wiirden)
oder sogar absterben.

— Zu C. albicans gibt es keine OD-Messwerte, weil ich die Platten aufgrund einer Fehlmani-

pulation einen Tag spater nochmals neu praparieren musste. Ich hatte die Platten folglich
gleich am darauffolgenden Tag auswerten missen (am Wochenende waren die Labore
geschlossen). C. albicans wuchs jedoch sehr langsam, sodass eine rasche Auswertung we-
nig Sinn ergab, weil man bei nur wenig Wachstum keine fundierte Aussage tiber eine mog-
liche Hemmung machen kann.
Aufgrund der Korrektur der Fehlmanipulation erfolgte die Resazurin-Auswertung der C.
albicans—Platten Uber das Wochenende und nicht wie blich tiber eine Nacht, d. h. die
Auswertungszeit war wesentlich langer. Dies muss bei der Betrachtung der Resultate be-
ricksichtigt werden.

— Ausserdem gab es bei den Platten zum Oregano-, Salbei-, Rosmarin- und Lavendel6l in der
ersten Wachstumskontrollreihe gewisse atypische Resultate (vgl. 13.1.3, Abbildung 33).
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5.4  Resultate der Synergie-Tests von Olkombinationen

Diagramme und Kategorisierung

Um eine Synergie festzustellen, ist ein Vergleich zwischen den Resultaten des Disk-Diffu-
sion-Tests der einzelnen Ole (vgl. 5.1) und der Kombination dieser Ole notwendig. Die Ein-
teilung in die Kategorien ,starke”, , mittlere” und ,schlechte Hemmung” erfolgte gleich
wie bei der Disk-Diffusion.

Tabelle 4: Ubersichtstabellen zur Deutung méglicher Synergien von Kombinationen dtherischer Ole.
Aus den MHK-Werten (in %) fiir die sechs getesteten Mikroorganismen bei den einzelnen Olen und
deren Kombination (Oregano- und Thymiandl (Or. und Thy.), Lavendel- und Nelkendl (Lav. und Nel.)
sowie Teebaum- und Zimtrindendl (Tb. und Zimt)) lassen sich die FHK-Werte berechnen. Bei FHK < 0.5
wirkt die Kombination synergetisch, bei 0.5 < FHK < 4 additiv und bei FHK > 4 antagonistisch. Die
mehrfachen Resultate rihren von doppelten Datenpunkten bei der Bestimmung der MHK-Werte.
Gewisse FHK-Werte lassen sich nicht prazise berechnen, weil der MHK-Wert nicht definiert ist (z. B.
> 16 % oder > 8 % bei den Kombinationen). Die Berechnungen wurden folglich mit 16 % resp. 8 %
durchgefiihrt und die entsprechenden Resultate wurden mit einem Kreis ° markiert.

Mikroorganismen MHKOr. MHKThy. MHKOr.+Thy. FHK Deutung FHK
S. aureus 0.5 1 4,8 12,24 antagonistisch
E. faecalis 0.5 1 4 12 antagonistisch
B. subtilis 0.25 05,1 2,4 10, 12, 18, 24 antagonistisch
E. coli 0.25 1 2 10 antagonistisch
P. aeruginosa 0.5 1 8 40 antagonistisch
C. albicans <0.125 0.25 2 24 antagonistisch
Mikroorganismen MHK Lav. MHKNel. MHK Lav. + Nel. FHK Deutung FHK
S. aureus > 16 <0.5,4 8 16.5°%,2.5° antagonis-
tisch, additiv
E. faecalis >16 <0.5 >8 16.5° antagonistisch
B. subtilis >16 <0.5 8 16.5° antagonistisch
E. coli >16 <0.5 8 16.5° antagonistisch
P. aeruginosa >16 <0.5 8,>8 16.5° antagonistisch
C. albicans > 16 <0.5 4,8 8.25°%,16.5° antagonistisch
Mikroorganismen MHKTbh. MHKZimt MHKTb.+Zimt FHK Deutung FHK
S. aureus >16 8 8 15° additiv
E. faecalis >16 8 8, >8 15° additiv
B. subtilis >16 2 8 45° antagonistisch
E. coli 16,> 16 4,8 8 1.5,2.5 additiv
P. aeruginosa > 16 4,8 8 1.5°,25° additiv
C. albicans 16,> 16 <0.5 4 8.25 antagonistisch

Resultatbeschreibung (Abb. 19-20, vgl. 13.1.4)

Die Kombination Oregano- und Thymiandl wies immer einen héheren MHK-Wert auf als
derjenige der einzelnen Ole, weshalb die Kombination bei allen Mikroorganismen als anta-
gonistisch gilt (Abb. 19-20, Tabelle 4).

Bei der Kombination Lavendel- und Nelkendl konnte ich nicht definieren, ob sie additiv oder
antagonistisch ist, weil Lavendeldl alleine immer einen MHK-Wert von > 16 % aufwies. Wenn
man den genauen Wert nicht kennt, ist eine prazise Berechnung unmdglich. Bei einer
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Berechnung mit 16 % ware die Kombination fiir alle Mikroorganismen antagonistisch, ausser
far S. aureus (mit dem MHK-Wert von 4 % fiir Nelkendl), wo die Kombination additiv ware
(Tabelle 4).

Bei der Kombination Teebaum- und Zimtrindendl ist die Berechnung der FHK-Werte auch
aufgrund der undefinierten MHK-Werte (> 16 %) nicht moglich. Einzig bei E. coli und C.
albicans wies Teebaumol einen MHK-Wert von 16 % auf. Die Kombination ware fur E. coli
additiv, firr C. albicans jedoch antagonistisch (Tabelle 4).

Kontamination

Ich stellte eine Kontamination der Agardilutionsplatten von S. aureus und E. faecalis mit P.
aeruginosa (s. 5.2) einen Tag nach deren Auswertung, also am Tag der Auswertung der Syner-
gie-Platten, fest. Deshalb sind die Resultate zu E. faecalis, dessen Platten auch bei den Syner-
gieplatten leicht kontaminiert waren, wohl verfalscht und folglich mit Vorsicht zu interpretie-
ren. Die Resultate zu S. aureus stellen jedoch kein Problem dar, da ich die Kontamination der
Uberimpfungsplatte schon vorher festgestellt hatte und deshalb fiir die Herstellung der Sy-
nergie-Platten den unkontaminierten S. aureus auf der Ursprungsplatte verwenden konnte.

5.5  Wirkung der Ole im Vergleich mit Antibiotika

Die Starke der Hemmung kann nicht nur am MHK-Wert, sondern auch am Durchmesser des
Hemmbhofes abgelesen werden. Mit dem Durchmesser des Hemmhofes kann man folglich
auch feststellen, ob ein Mikroorganismus empfindlich oder resistent gegen ein Antibiotikum
ist, indem man den erhaltenen Wert mit dem Breakpoint* auf der Internetseite des europai-
schen Komitees fir das Testen antimikrobieller Empfindlichkeit (EUCAST*) vergleicht. Dieses
Experiment eignet sich auch gut, um einen Vergleich zwischen den Hemmhofen von Antibio-
tika und dtherischen Olen herzustellen und folglich auch ihre Wirkungsgrade zu betrachten.

Diagrammbeschreibung

Die Multodiscs enthalten acht verschiedene Antibiotika. Die Hemmhofe der einzelnen An-
tibiotika sowie deren Durchschnitt werden in den Diagrammen mit dem Durchschnitt aller
Hemmhéfe von dtherischen Olen fiir diese Mikroorganismen verglichen. Zudem fiihrte ich
jeweils den Hemmhofdurchmesser von denjenigen dtherischen Olen auf, welche den
grossten Hemmbhof aufwiesen. Die Prozentzahl zeigt die Konzentration an, bei welcher die-
ser Wert gemessen wurde.

Die blauen Balken zeigen eine komplette, die orangen nur eine leichte Hemmung resp.
einen Hemmhof mit einigen Subpopulationen an. Als Subpopulationen bezeichnet manim
Zusammenhang mit Antibiotikaresistenz-Tests an Mikroorganismen einzelne resistente
Kolonien eines Stammes, der eigentlich nicht resistent ist.

Wenn ein Balken blau und orange ist, bedeutet dies, dass dieses Antibiotikum bis zu einem
bestimmten Durchmesser komplett, jedoch dartiber hinaus nur noch leicht hemmte. Die
Durchschnittsberechnung erfolgte, indem ich zuerst den Durchschnittsdurchmesser aller
kompletten Hemmhofe (blau) und dann den Durchschnittsdurchmesser aller kompletten
und leichten Hemmhofe (blau und orange) berechnete.
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Resultatbeschreibung

Alle Antibiotika ausser Cefoxitin (FOX), Erythromycin (ERY) und Linezolid (LNZ) waren gegen
die getesteten Bakterien wirksam (Abb. 21-22, vgl. 13.1.5, Tabelle 14 und 13.2.4, Abb. 34).
Cefoxitin, Erythromycin und Linezolid hemmten, wenn tberhaupt, nur sehr leicht. Ausserdem
war der Hefepilz C. albicans gegen alle acht Antibiotika resistent. Obwohl sich Zimtrindendl
nicht als dasjenige Ol herausstellte, das auch noch bis in die tiefsten Konzentrationen hemmte,
hatte es dennoch meistens mit Abstand den grossten Hemmbhof. Bei der Verldsslichkeit der
Resultate verhalt es sich gleich wie bei den Synergien (5.4): Die Platten von E. faecalis sind
wohl kontaminiert und die Resultate daher ungenau.
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Abbildung 19

* Die Resultate fiir E. faecalis bei den Olkombinationen sind aufgrund von Kontaminationen ver-

falscht.
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Abbildung 20

38



Die antibakterielle Wirkung dtherischer Ole Resultate

S. aureus

E. faecalis *

B. subtilis

35

30

0 I

Hemmhofdurchmesser (in mm)
=] i b

wn

LNZ ¢ Antib. pOle  Zimt,
16%
35
= 0
c 3
€
c
= 25
o
[J]
v
@
0
£ 2
<
O
5
5 15
<«
o
<
€
10
£
[J]
I
5
0
LNZ @ Antik. ¢ Ole  Zimt,
16%
35
—_ 30
€
€
S
o
()
wv
wv
[ 20
€
<
o
o
= 15
o
Y
o
<
£ 10
£
9]
u
5
0
@ Antib. @Ole  Zimty, Nelke,
16% 16%

Abbildung 21: Hemmhof-Durchmesser fiir S. aureus, E. faecalis und B. subtilis
unter Antibiotikawirkung und deren Durchschnitt im Vergleich zu dtherischen
Olen. Bei B. subtilis ist der Durchschnitt der leichten Hemmbhéfe (z. B. mit Sub-
populationen) kleiner als der Durchschnitt der kompletten Hemmhofe, wes-
halb sich der orange Balken vor dem blauen befindet.

* Die Resultate fur E. faecalis sind aufgrund von Kontaminationen verfalscht.
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5.6  Staphylococcus pseudintermedius

Kategorisierung

Diese Experimente zeigen die Wirkung der vier stirksten dtherischen Ole gegen einen mul-
tiresistenten Erreger. Wie beim Disk-Diffusions-Test gelten MHK-Werte zwischen 0.5 %
und 2 % als starke Hemmung (griin), MHK-Werte zwischen 4 % und 8 % als mittlere Hem-
mung (gelb) und MHK-Werte > 16 % als schwache Hemmung (rot).

Resultatbeschreibung

Die atherischen Ole hemmten den multiresistenten Erreger nur schwach (Abb. 23, vgl. 13.1.6),
weil jeweils erst bei 16 % eine Wirkung zu verzeichnen war. Oreganodl wies in einer Serie
sogar gar keine Hemmung auf. Allerdings muss hierbei noch erwahnt werden, dass die Hemm-
hofe z. T. einen grossen Durchmesser aufwiesen. Zimtrindendl hatte einen Hemmhof von
15 mm, Thymiandl sogar von 19.5 mm. Eine Ausnahme bildet Oreganodl, welches (wenn (iber-
haupt) mit einem kleinen Hemmhof (6.7 mm) hemmte. (vgl. 13.1.6, Tabelle 15)
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Abbildung 23: MHK-Werte fir den multiresistenten S. pseudintermedius bei
den vier Olen, mit dem Disk-Diffusion-Test eruiert.
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5.7  Zusammenfassung der Resultate

In den vorhergehenden Kapiteln wurden die verschiedenen MHK-Werte der Mikroorganismen
bei den zwdlf dtherischen Olen kategorisiert und einer Farbe (starke Hemmung = griin, mitt-
lere Hemmung = gelb und schwache Hemmung = rot) zugeordnet.

Die Resultate des Disk-Diffusion-, Agardilution- und Mikrodilution-Tests der einzelnen Ole
wurden in einer Ubersicht dargestellt (vgl. 13.1.7, Tabelle 16). Bei doppelten Datenpunkten,
die sich in zwei verschiedenen Kategorien befanden, wahlte ich jeweils die héhere (schlech-

tere) Kategorie.

Berechnung der Durchschnitte
Aus den drei Farbcodes der Werte von Disk-Diffusion, Agardilution und Mikrodilution be-
rechnete ich den Durchschnitt (Gewichtung: griin = 2, gelb = 1 und rot = 0). Anschliessend
rundete ich die Durchschnitte arithmetisch und konnte somit wieder die drei Kategorien
»starke Hemmung“ (griin, Durchschnitt = 2), ,,mittlere Hemmung“ (gelb, Durchschnitt = 1)
und ,,schwache Hemmung“ (rot, Durchschnitt = 0) herstellen. Diese starke Vereinfachung
ist bei der Betrachtung dieser Tabelle immer im Hinterkopf zu behalten; sie erméglicht
jedoch einen einfacheren Vergleich zwischen den Olen und Mikroorganismen.

Tabelle 5: Durchschnittswert-Ubersicht iiber die erhaltenen Resultate zum Disk-Diffusion-, Agardil-
ution- und Mikrodilution-Test der einzelnen Ole gegen alle Mikroorganismen. Die Farbe griin ent-

spricht einer starken, gelb einer mittleren und rot einer schwachen Hemmung.

| Grampositive Bakterien | | Gramnegative Bakterien | | Hefepilz |
Sa. Ef B.s. Ec. P.a. Ca.
[ ] oregano I I D D S e
Thymian = I ===
Nelke I B D D S e
zimt I N I D S e
temongrass [N I N
o
% Zitrone B 1 1
2| ceranium E I
Y| sowe F— = ==
Rosmarin 1
Lavendel [ 1 i
Teebaum I e I
| | winee I — [T
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6 Diskussion

6.1  Vergleich der Resultate mit der Hypothese 1

Hypothese 1: Die meisten idtherischen Ole weisen eine antibakterielle Wirkung auf.

Meine erste Hypothese konnte ich mit meinen Experimenten belegen. Jedes der getesteten
Ole zeigte mindestens einmal eine antibakterielle (oder antimykotische) Wirkung. Mehrere
Ole hemmten sogar in der tiefsten ausgetesteten Konzentration.

Ich kategorisierte die Ole mit Hilfe der Durchschnittswerttabelle (vgl. 5.7, Tabelle 5) nach ihrer
Wirkung folgendermassen:
Starkste Hemmung:
Mittlere Hemmung:
Schwachste Hemmung:

Nelkenbliiten-, Oregano-, Zimtrinden- und Thymiandl
Lemongrass-, Geranien- und Rosmarinol
Salbei-, Lavendel-, Teebaum-, Zitronen- und Minzendl

Ich konnte ausserdem eine Korrelation zwischen der Farbe (durchsichtig oder gelb) und der
Loslichkeit einerseits und zwischen der Farbe und der Wirkung eines Ols andererseits
feststellen. Die gelben (,farbigen”) Ole sind Oregano-, Thymian-, Nelken-, Zimtrinden-,
Lemongrass- und Zitronenol, wobei Lemongrassol die starkste Farbung zeigte. Bei der
Agardilution fiel mir auf, dass sich alle farbigen Ole schlechter im Agar verteilen liessen und
kleine Tropfchen bildeten (vgl. 13.2.2, Abb. 31).

Ausserdem bemerkte ich, dass alle stark hemmenden Ole Zitrone, Nelke,
farbig waren, aber wiederum hemmten nicht alle farbigen gut. Lemon- Oregano,
Deshalb kann man nicht wirklich von einem Zusammenhang grass ;m’;n'a"’

sprechen, doch die Farbigkeit scheint eine Voraussetzung fiir

eine gute Wirkung zu sein (Abb. 24). Es konnte jedoch
bedeuten, dass eine schlechte Loslichkeit eine Voraussetzung
fir eine gute Wirkung ist, denn schliesslich binden atherische
Ole an fettldsliche Bestandteile der Zellmembran (Cox, et al.,
2000). Man koénnte daraus folgern, dass je fettldslicher die Ole,

Abb. 24: Mengendiagramm
zur Ubersicht Giber die hem-
mende Wirkung von farbigen
dtherischen Olen. In der gel-
ben Menge befinden sich die

farbigen Ole, in der blauen
Menge die stark hemmen-
den. Aufgrund der Schnitt-
menge scheint es, dass die
Farbigkeit eine Vorausset-
zung fur eine starke Hem-
mung ist.

desto starker die Disruption der Membran. Allerdings stellt sich
die Frage, weshalb die stark hemmenden, farbigen Ole die
starkste Wirkung beim Disk-Diffusion-Test aufwiesen, obwohl
sie sich am schlechtesten I6sten. Vielleicht liegt es daran, dass
eine gute Loslichkeit eine starke Verbreitung zur Folge hat,
weshalb die Konzentration des Ols im Agar in der (grossen)
verbreiteten Diffusionszone klein ist. Wenn die Konzentration
des Ols in der Diffusionszone kleiner ist, hemmt das Ol auch schwacher, was kleinere
Hemmhéfe zur Folge hat. Dies kdnnte eine Erklidrung dafiir sein, weshalb gut I6sliche Ole
schlechter hemmten. Analog hemmen wohl schlecht I8sliche Ole deshalb gut, weil sie sich
nicht stark verbreiten und die Konzentration in der Diffusionszone im Agar folglich hoch bleibt.
Es gab jedoch auch schlecht |8sliche Ole wie Zimt, welche einen grossen Hemmbhof aufwiesen.
Um einen molekularen Erklarungsansatz fir die Vermutungen zu finden, verglich ich die
Loslichkeit der Bestandteile (vgl. 13.3, Spezifikationen der Ole) auf PubChem. Tatsichlich
weisen die farbigsten Ole (Lemongrass- und Zitronenél) die schlechteste Loslichkeit auf. Ich
konnte jedoch keine Korrelation zwischen der Starke der Hemmung und der Farbe feststellen.
Nelkenbliten-, Oregano-, Zimtrinden- und Thymianél weisen (auf molekularer Ebene) sogar

43



Die antibakterielle Wirkung atherischer Ole Diskussion

eine eher gute Loslichkeit auf. Vielleicht rihrt ihre stark antimikrobielle Wirkung nicht daher,
dass ihre vergleichsweise starkere Hydrophobie eine stiarkere Membrandisruption zur Folge
hat, sondern dass sie ein optimales Mittelmass an Hydrophobie besitzen. Somit flihren sie
einerseits zu einer starken Disruption der Membran, kénnen jedoch auch, weil sie
verhaltnismassig gut |6slich sind, besser an hydrophile Substanzen binden und ins Zellinnere
gelangen. Ihnen stehen somit mehr Moglichkeiten zur Zellschadigung offen. Jedoch gibt es
dhnlich gut I8sliche Ole wie Rosmarin- oder Salbeidl, welche keine starke Wirkung besitzen.
Ich gehe deshalb davon aus, dass der entscheidende Faktor die Molekiile an sich sind, aus
denen die Ole bestehen, und dass die Kategorisierung in ,besonders hydrophob/besser
[6slich” eine eher untergeordnete Rolle spielt.

Die schlechte Loslichkeit der oben genannten Ole bei den Experimenten liegt vielleicht an
weiteren Faktoren wie intermolekularen Wechselwirkungen zwischen den Bestandteilen.

6.2  Vergleich der Resultate mit der Hypothese 2

Hypothese 2: Gewisse itherische Ole konnen auch das Wachstum von Erregern hemmen,

welche gegen herkommliche Antibiotika resistent sind.
Die vier getesteten Ole hemmten S. pseudintermedius mit eher grossen Hemmhéofen, wenn
auch nur in der Hochstkonzentration. Trotzdem konnte ich diese Hypothese mit meinen
Experimenten nicht bestatigen, da ich die Experimente aus Zeit- und Sicherheitsgriinden nur
mit einem Stamm eines multiresistenten Bakteriums durchfiihren konnte. Dies geniigt jedoch
nicht, um die Hypothese zu belegen. Deshalb waren noch weitere Experimente in diesem
Bereich mit mehr Bakterien(stdmmen) notig.

6.3  Vergleich der Resultate mit der Hypothese 3

Hypothese 3: Atherische Ole wirken besser gegen grampositive Bakterien als gegen
gramnegative.

Ich konnte keinen direkten Zusammenhang zwischen der Gramfarbung und der

Empfindlichkeit eines Bakteriums nachweisen. Viel mehr konnte ich bei der Betrachtung der

vereinfachten und unvereinfachten Tabelle (vgl. 5.7, Tabelle 5 und 13.1.7, Tabelle 16) eine

Korrelation zwischen der Gefahrlichkeit des Bakteriums und seiner Empfindlichkeit feststellen.

Die Bakterien aus der Risikogruppe (RG) 2 der biologischen Schutzstufe* (P. aeruginosa, E.

faecalis und S. aureus) liessen sich schlechter hemmen als diejenigen aus der Stufe 1 (E. coli

und B. subtilis). Wenn man die Bakterien von der schwachsten bis zur starksten

Empfindlichkeit auf Antibiotika ordnet, ergibt sich folgende Reihenfolge:

P. aeruginosa > E. faecalis = S. aureus = E. coli > B. subtilis

(RG 2) (RG 2) (RG 2) (RG1) (RG 1)

Im Vergleich der EN I1SO 20776-1* mit den EUCAST* Clinical Breakpoint* Tables sieht man,
dass die Bakterien aus der Stufe 2 mehr Resistenzen besitzen als E. coli aus der Stufe 1. Fur
B. subtilis gibt es keinen Referenzstamm, da Antibiotikatests wegen seiner Harmlosigkeit
uniblich sind.

Der verwendete P. aeruginosa-Stamm ist moglicherweise gegen Antibiotika (Ciprofloxacin,
Levofloxacin, Netilmicin und Ticarcillin) resistent. E. faecalis weist primare Resistenzen gegen
Aminoglykoside auf (Amikacin, Gentamicin, Netilmicin und Tobramycin). S. aureus weist
vielleicht gegen drei Antibiotika (Chloramphenicol, Oritavancin (sicher) und Telavancin), E. coli
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jedoch moglicherweise nur gegen ein Antibiotikum (Amoxicillin) eine Resistenz auf. Dass ich
bei P. aeruginosa, S. aureus und E. coli nicht mit Sicherheit sagen kann, ob sie gegen die
genannten Antibiotika eine Resistenz aufweisen, liegt daran, dass (ausser bei Oritavancin bei
S. aureus) der Breakpoint von EUCAST mitten im Toleranzbereich der ISO-Norm liegt. Da ich
keine Tests zur Bestimmung des MHK-Werts dieser Antibiotika durchgefiihrt habe, ist unklar,
ob das Bakterium empfindlich oder resistent ist.

Ob die Bakterien der RG 2 deshalb so gefahrlich sind, weil sie so viele Abwehrmechanismen
und Resistenzen besitzen, oder ob sie so viele Abwehrmechanismen besitzen, weil sie so
gefahrlich sind und deshalb 6fter in Kontakt mit Antibiotika kommen, kann nicht schlissig
beantwortet werden. Auch eine Kombination beider Faktoren ware denkbar.

Es Uberrascht deshalb nicht, dass die pathogenen Bakterien aus der Stufe 2 die meisten
Resistenzen besitzen und folglich auch die geringste Empfindlichkeit auf atherische Ole
aufweisen. Dass E. faecalis und S. aureus erst nach P. aeruginosa eingereiht sind, kénnte daran
liegen, dass die beiden ersteren auch als Kommensalen in oder auf dem menschlichen Kérper
vorkommen und deshalb in den Experimenten nicht gleich anfillig waren.

B. subtilis hingegen ist kein pathogener, jedoch ein sehr widerstandfahiger Keim, weil er in
den Endosporen-Zustand verfallen kann. Dass er trotzdem das anfalligste Bakterium war,
deutet jedoch nicht auf einen Widerspruch hin. Schliesslich testete ich mit meinen
Experimenten nur die Hemmung, nicht aber die Abtdtung der Bakterien. Wenn er in den
Endosporen-Zustand verfillt, teilt er sich nicht mehr und gilt folglich als gechemmt. Hatte ich
aber die bakterizide Wirkung der atherischen Ole getestet, wire B. subtilis vielleicht
resistenter gewesen als beim Testen der hemmenden Wirkung, weil er aus seinem
Endosporen-Zustand aufwachen kann.

Der Hefepilz C. albicans (RG 2) ist auf derselben Empfindlichkeits-Stufe wie E. coli einzuordnen:
Er liess sich eher gut hemmen. Dies ist ein auffallendes Resultat, weil die Bakterien der RG 2
sich bei meinen Experimenten sonst nicht gut hemmen liessen. Die Abweichung kénnte daran
liegen, dass C. albicans ein Eukaryot ist. Ob sich dieses Muster generell zeigt oder eine
Ausnahme darstellt, misste mit weiteren Experimenten an verschiedenen Hefepilzen der
Kategorie RG 1 und RG 2 belegt werden.

Um meine dritte Hypothese fundiert belegen resp. widerlegen zu kénnen, hatte ich eine noch
grossere Bandbreite an Bakterienarten und -stimmen austesten miissen. Im Rahmen meiner
Experimente hatte lediglich eine Tendenz festgestellt werden kénnen, was jedoch nicht zutraf.

6.4  Vergleich der Resultate mit der Hypothese 4

Hypothese 4: Thymiandl und Zimtrindendl hemmen im Vergleich zu den anderen
getesteten Olen am stirksten.
Meine vierte Hypothese kann ich nicht bestatigen. Thymianél gehorte zwar zur Kategorie der
Ole mit einer starken Wirkung, wies aber weder die tiefsten MHK-Werte noch die gréssten
Hemmhofdurchmesser auf. Deshalb hemmte Thymiandl nicht am starksten.
Zimtrindenol hingegen zeigte beim Disk-Diffusion-Test meist den grossten Hemmhofdurch-
messer und gehérte beim Agar- und Mikrodilution-Test zu denjenigen Olen, welche in den
tiefsten Konzentrationen hemmten. Dies war jedoch beim Disk-Diffusion-Test nicht der Fall.
Aufgrund der heterogenen Resultate der einzelnen Methoden ist auch Zimtrindendl nicht das-
jenige Ol, welches immer am stirksten hemmte. Nelkenbliitendl ist das am stirksten hem-
mende Ol, gefolgt von Zimtrinden- und Oreganoél (circa ex aequo). (Tabelle 6)
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Tabelle 6: Uberblick iiber die Hemmstérke der vier besten Ole: Nelkenbliiten-, Zimtrinden-, Oregano-
und Thymiandl. Die Durchschnitte der MHK-Werte der Ole bei den verschiedenen Methoden wurden
in einer Rangfolge zusammengefasst. Die totale Rangfolge (,Insgesamt”) wurde erstellt, indem die
Durchschnitte aller Methoden verglichen wurden. Griin steht fur die starkste, gelb fir die zweit-
starkste, orange fiir die drittstarkste und rot fiir die schwachste Hemmung.

Rangfolge Test-Methode Insgesamt
Disk-Diffusion Agardilution Mikrodilution

1. Oregano Nelkenblite und Zimtrinde Nelkenbllte

2. Nelkenblite Zimtrinde Nelkenbliite Zimtrinde und

3. Thymian Oregano Oregano Oregano

4. Zimtrinde Thymian Thymian Thymian

6.5  Disk-Diffusion-Test im Vergleich zu anderen Methoden und dem
Antibiotika-Multodisc-Test

Mir fiel auf, dass ich mit dem Disk-Diffusion-Test grundsatzlich die schlechtesten Resultate
erhielt, d. h. dass Ole, welche beim Agar- und Mikrodilution-Test hemmten, beim Disk-
Diffusion-Test keine Hemmung zeigten. Dies kénnte daran liegen, dass beim Disk-Diffusion-
Test das Ol in das Ndhrmedium* diffundieren muss, bevor es mit den Mikroorganismen in
Kontakt kommt. Beim Agar- und Mikrodilution-Test hingegen sind das Ol und die
Mikroorganismen in unmittelbarem Kontakt. Allerdings waren die Ole beim Agardilution-Test
teilweise nicht sehr homogen vermischt, was wohl erklart, weshalb ich grundsatzlich die
besten Resultate mit dem Mikrodilution-Test erzielen konnte.

Die Schwierigkeit der Diffusion kénnte auch erkliren, weshalb die Ole in tieferen
Konzentrationen einen hoheren Hemmhofdurchmesser aufwiesen. Schliesslich ist die
Diffusion in den Agar umso einfacher, je tiefer der Olanteil in der Emulsion ist, weil der Agar
in den Platten wasserldslich ist.

Ein weiterer Grund, weshalb die Ole mit dem Disk-Diffusion-Test eine schlechtere Wirkung
aufwiesen, konnte die verwendeten Hemmstoffmenge sein. Die beim Disk-Diffusion-Test
aufgetragene Menge an &therischen Olen betrigt bei der Héchstkonzentration von 16 %
weniger als 1.3 ug. Beim Mikrodilution-Test wurden bei 16 % ungefdhr 16 pug und beim
Agardilution-Test, wo die hochste getestete Konzentration bei 4.76 % liegt, sogar ungefahr
48 g aufgetragen. Beim Agardilution-Test ist der Hemmstoff jedoch im ganzen Agar verteilt.
Die Menge an éatherischen Olen, welche bei der Agardilution wirklich mit den
Mikroorganismen in Kontakt kommt, ist folglich kleiner als bei der Mikrodilution.

Ausserdem muss beim Disk-Diffusion-Test der Hemmstoff noch in den Agar diffundieren, und
je weiter er sich verbreitet, desto tiefer ist schliesslich die Endkonzentration in der Diffusions-
zone, welche tatsachlich mit den Bakterien in Beriihrung kommt.

Die Ole zeigten eine antibakterielle (und antimykotische) Wirkung, diese war jedoch in Bezug
auf die Hemmhofdurchmesser nicht gleich stark wie die Wirkung des getesteten Antibiotika.
Der Durchschnitt aller Hemmhéfe von allen Olen war sehr tief, jedoch zeigten einzelne Ole
wie Zimtrindendl einen grossen Hemmhof. Eine mogliche Erklarung daflir ware die
Hydrophobie der Ole, welche leider trotz der eingesetzten Emulgatoren nicht zu unterdriicken
war — dies ist in Bezug auf die Diffusion ein klarer Nachteil zu den hydrophilen Antibiotika.
Allerdings I6sten sich Tetracylin und Rifampicin nur schlecht in Wasser, und beide hemmten
meistens, wenn auch nicht mit den gréssten Hemmhofen. Ich sehe den Grund viel eher darin,
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dass die Antibiotikadisks hochaufgereinigte, d. h. wirksamere Wirkstoffe beinhalten und die
Hemmstoffmenge mit 5-30 pg grosser ist als beim Disk-Diffusion-Test. Ausserdem kdénnte die
schlechtere Wirkung von &therischen Olen in ihrer starken Fliichtigkeit begriindet liegen,
wodurch ein Teil ihrer Wirkstoffe wahrend der Experimente verdunsten.

6.6 Besonderheiten beim Mikrodilution-Test

Beim Mikrodilution-Test sind einige Besonderheiten aufgetreten, die einer Erklarung
bedirfen:

Die Lemongrassol-Resazurin*-Mischung verfarbte sich als einzige atypisch, was wahr-
scheinlich daran liegt, dass Lemongrassdl dasjenige Ol ist, das mit Abstand die starkste
Gelbfarbung aufweist (vgl. 13.1.3, Abbildung 32).

Bei Resazurinauswertungen der Platten fiir Oregano-, Salbei-, Rosmarin- und Lavendel6l gab
es geringe Unregelmassigkeiten (leicht violett-blau anstatt satt pink gefarbte Bakterienldsung)
in der ersten oder sogar den ersten beiden Wachstumskontrollreihen (vgl. 13.2.3, Abbildung
33). Diese kann man auch in den OD-Messreihen feststellen (vgl. 13.1.3, Tabelle 11).

Weil es teilweise nur in zwei Reihen dieser beiden Spalten eine Unregelmassigkeit gab, kann
ein Fehler mit der Pipette nicht der Grund dafiir sein, weil ich wahrend des Beimpfungspro-
zesses* die Pipetten nicht gewechselt hatte und eine Platte in einem Durchgang mit dem Mik-
roorganismus beimpfte. Zudem missten in diesem Fall auch die Platten flir Nelken-, Zimtrin-
den-, Lemongrass- und Zitronendl, die ich am selben Tag praparierte, dieselben Besonderhei-
ten aufweisen, was jedoch nicht der Fall war.

Eine weitere Moglichkeit ware, dass das stark hemmende Oreganodl sogar in kleinsten Men-
gen Uber die Luft in die benachbarten Reihen gelangte, weil die Platten nicht 100 % dicht sind
und somit die Bakterien in den direkt benachbarten Wachstumskontrollreihen leicht hemmen
konnte, was zu Unregelmassigkeiten flhrte. Dafiir spricht, dass in den Wachstumskontrollrei-
hen mit zunehmendem Abstand eindeutig weniger Unregelmassigkeiten beobachtet wurden.
Diese Hypothese wird auch dadurch unterstitzt, dass die Rosmarindlreihen, welche sich auf
der anderen Seite der Oreganodlreihen befanden, im Gegensatz zum Disk-Diffusion- und Agar-
dilution-Test Uberdurchschnittlich gute Hemmresultate aufwiesen. Jedoch sind die Resultate
der beiden Rosmarinreihen sehr dhnlich zueinander, und beim Vergleich der Rosmarinreihen
mit den Wachstumskontrollreihen stellt man zwar einen dhnlichen Trend, jedoch keine Uber-
einstimmung fest. Dies konnte jedoch an einer moglichen Interaktion zwischen dem Oregano-
und dem Rosmarindl liegen, was noch weiter untersucht werden misste. Dennoch ist es bes-
ser, bei der Betrachtung/Interpretation von unklaren Resultaten Vorsicht walten zu lassen
(vgl. 5.3, Abb. 17-18).

Die Resazurinauswertung bei C. albicans zeigte z. T. im Vergleich zu den anderen Mikroorga-
nismen hohe MHK-Werte, was liberraschend ist, weil der Hefepilz bei den anderen Methoden
zu denjenigen Mikroorganismen gehorte, welche sich meist (sehr) gut hemmen liessen.

Beim Zitronen-, Lemongrass-, Salbei-, Rosmarin- und Lavendel6l lag der MHK-Wert bei > 16 %,
was keiner Hemmung entspricht (bei Salbei auch bei 16 %). Dies liegt wohl daran, dass diese
Platten (ibers Wochenende und nicht tGber Nacht ausgewertet wurden. Vielleicht verdunste-
ten die Ole langsam {iber das Wochenende oder entwickelten sich aufgrund ihrer Instabilitit
weiter zu wirkungslosen Bestandteilen. Schliesslich sind dtherische Ole nur unter kontrollier-
ten Bedingungen — bei abgedunkelter und kiihler Lagerung — langfristig stabil (Chouhan, et al.,
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2017). Im Inkubator* ist es jedoch viel warmer und hell wegen der Fotos, die gemacht werden,

weshalb die Ole widrigeren Bedingungen ausgesetzt waren. Zudem kamen sie mit mehr che-

mischen und biologischen Stoffen in Kontakt, z. B. Emulgatoren, Nahrmedien, Stoffwechsel-
produkte der Bakterien. Ich vermute, dass die Zellen anfangs gehemmt wurden (und die Hefe

C. albicans vermehrte sich langsamer als die Bakterienzellen), doch dass aufgrund des Ver-

dunstens oder der weiter gehenden Reaktion die hemmende Wirkung der Ole nachliess und

die Zellen wieder wachsen konnten. Demzufolge wiren diese Ole nur fungistatisch, jedoch
nicht fungizid.

Beim Oregano-, Zimtrinden- und Nelkendl hingegen befand sich der Resazurinwert in der Ka-

tegorie ,gute Hemmung”. Diese drei Ole gehéren grundsatzlich zu den am stirksten hemmen-

den Olen. Trotz langerer Inkubation konnten die Mikroorganismen nicht gut wachsen und
blieben inaktiv. Daflir gibt es zwei mogliche Erklarungen:

1) Die Ole wiesen eine gute Wirkung auf, weil sie so stabil sind, dass sie nicht zerfielen. Eine
hohe Stabilitat ist natirlich auch bei anderen Testmethoden von Vorteil, was sicherlich
auch als Faktor in ihre rundum stark hemmende Wirkung einfliessen kann.

2) Die Ole zerfielen, doch ihre antimykotische Wirkung war so stark, dass sie die Zellen viel-
leicht sogar abtéteten. Folglich konnten sie sich, auch nachdem das Ol sich verfliichtigt
hatte oder zerfallen war, nicht mehr vermehren. Diese Ole wiren folglich sogar fungizid.
Fiir stark hemmende Ole wie diese kénnte man folglich sagen, dass eine langere Auswer-
tung (wie hier mit Resazurin) sich dafiir eignet, die minimale fungizide (bzw. bakterizide
fir Bakterien) Konzentration zu bestimmen, wahrend eine Auswertung mit kiirzerer Aus-
wertungszeit (z. B. OD-Messungen, waren solche fir diesen Mikroorganismus vorhanden
gewesen) eher die minimale Hemmstoffkonzentration (also fungi- oder bakteriostatisch)
anzeigen kann.

6.7 Interpretation der Resultate des Antibiotika-Multodisk-Tests

Anhand der Breakpoints * von EUCAST * kdnnen die Resultate, die ich mit dem Antibiotika-
Multodisk-Test erhielt, interpretiert werden, wodurch den Bakterien eine Resistenz oder Emp-
findlichkeit zugeordnet werden kann, welche sie tatsachlich in den Experimenten aufwiesen
(Tabelle 6). Zudem kann anhand der MHK*-Toleranzbereiche der EN ISO 20776-1 im Vergleich
mit den MHK-Breakpoints auf EUCAST eine Aussage (iber die Resistenz oder Empfindlichkeit
des Bakteriums gemacht werden, die sie eigentlich ,theoretisch” aufweisen missten
(Schweizerische Normen-Vereinigung, 2007) (EUCAST, 2019). Durch den Vergleich der beiden
Interpretationen kann auf die Zuverlassigkeit meiner Experimente geschlossen werden, da die
Experimente der theoretischen Resistenz/Empfindlichkeit entsprechen sollten.

Es waren lediglich Daten fiir drei meiner getesteten Mikroorganismen verfiigbar und somit
ein Vergleich nur mit diesen moéglich. Zudem sind in der ISO-Norm und auf EUCAST einige Da-
tenpunkte fir die Antibiotika nicht verfligbar, weshalb eine Interpretation nicht moglich ist
und ein Vergleich der Interpretationen folglich auch nicht.

Tabelle 7: Ubersichtstabellen iber meine Resultate der Antibiotika-Multodisk-Tests und deren Inter-
pretation fur S. aureus, E. coli und P. aeruginosa bei den acht getesteten Antibiotika (Hemmstoffmen-
genangabe in pug). Zu den anderen getesteten Mikroorganismen konnte ich keine Tabelle erstellen,
weil E. faecalis kontaminiert war (vgl. 5.5), es zu B. subtilis weder Daten auf EUCAST noch in der I1SO-
Norm gibt und C. albicans gegen alle Antibiotika resistent ist. Die erhaltenen Hemmhofdurchmesser-
Werte (HH-@, in mm) werden mit den Hemmhofdurchmesser-Breakpoints von EUCAST (HH-¢ BP, in
mm) verglichen, wobei E > den Durchmesser anzeigt, bei dem (oder tiber dem) ein Bakterium als emp-
findlich gilt, und R < den Durchmesser, unter dem es als resistent gilt. Beim Vergleich des gemessenen
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Hemmbhofs und der EUCAST Breakpoints kann auf die Resistenz oder Empfindlichkeit des Bakteriums
geschlossen werden. (EUCAST, 2019)

Zudem wird der MHK-Toleranzbereich (Tol.ber., in mg/L) der EN ISO 20776-1 angegeben und mit dem
MHK-Breakpoint (MHK-BP, in mg/L) von EUCAST verglichen. E < zeigt den MHK-Wert an, bei oder unter
dem das Bakterium als empfindlich gilt, und R > den MHK-Wert, Gber dem das Bakterium als resistent
gilt. Beim Vergleich der Toleranzbereiche und der MHK-Breakpoints ergibt sich die Interpretation (Int.
MHK) der Resistenz/Empfindlichkeit des Bakteriums, welche es laut EN ISO 20776-1 und EUCAST auf-
weisen muisste. Wenn eine genaue Zuteilung nicht méglich war, fihrte ich sie in der Tabelle als ,,un-
klar” auf.

Die beiden Interpretationen (anhand des Hemmhofs und anhand der MHK) werden verglichen: ,, v'“
entspricht einer Ubereinstimmung und ,x“ einer Abweichung. ,,?“ steht fiir eine Unklarheit.

S. aureus
Antibiotika HH-¢ HH-¢ BP Int. HH Tol.ber. MHK-BP Int. MHK v
E2 R< E< R> / x
Cefoxitin (30 ug) 0 22 22 resistent 1-4 - - - -
Levofloxacin (5 ug) 26 22 22 empfindlich | 0.06-0.5 1 1 empfindlich | v
Netilmicin (10 pg) 20 18 18 empfindlich | £0.25 1 1 empfindlich | v
Tetracyclin (30 ug) 18 22 19 unklar 0.12-1 1 2 empfindlich | ?
(24)
Erythromycin (15 ug) | (24) 21 18 unklar 0.25-1 1 2 empfindlich | ?
Gentamicin (10 pg) 21 18 18 empfindlich | 0.12-1 1 1 empfindlich | v
Rifampicin (5 pg) 12 - - - 0.004- - - - -
0.15
Linezolid (10 pg) 0 21 21 resistent 1-4 4 4 empfindlich | x
E. coli
Antibiotika HH-¢ HH-¢ BP Int. HH Tol.ber. MHK-BP Int. MHK v
E2 R< E< R> /x
Cefoxitin (30 ug) 0 19 19 resistent 2-8 - - - -
Levofloxacin (5 ug) 30 23 19 empfindlich | 0.008—- 0.5 1 empfindlich | v
0.06
Netilmicin (10 pg) 19 15 12 empfindlich | <0.5-1 2 4 empfindlich | v
Tetracyclin (30 ug) 13 - - - 05-2 - - - -
Erythromycin (15pug) | O - - - - - - - -
Gentamicin (10 ug) 19 17 14 empfindlich | 0.25-1 2 4 empfindlich | v
Rifampicin (5 ug) 7 - - - 4-16 - - - -
Linezolid (10 ug) 0 - - - - - - - -

P. aeruginosa

Antibiotika HH-¢ HH-¢ BP Int. HH Tol.ber. MHK-BP Int. MHK v
E2 R< E< R> / x

Cefoxitin (30 ug) 0 - - - - - - - -

Levofloxacin (5 ug) 27 22 22 empfindlich | 0.5-4 1 1 unklar

Netilmicin (10 pg) 18 12 12 empfindlich | 0.5-8 4 4 unklar

Tetracyclin (30 ug) 11 - - - 8-32 - - - -

Erythromycin (15pug) | O - - - - - - - -
Gentamicin (10 ug) 19 15 15 empfindlich | 0.5-2 4 4 empfindlich | v
Rifampicin (5 pg) 6.3 - - - 16-64 - - - -
Linezolid (10 pg) 0 - - - - - - - _
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Sieben der zwolf moglichen Interpretationen stimmten tGberein (Empfindlichkeit von S. aureus
gegenlber Levofloxacin, Netilmicin und Gentamicin, von E. coli gegenliber Levofloxacin, Netil-
micin und Gentamicin und von P. aeruginosa gegeniiber Gentamicin). Vier Interpretations-
moglichkeiten sind ,unklar”: S. aureus ware gegeniber Tetracyclin und Erythromycin emp-
findlich, wenn auch eine leichte Hemmung als Hemmhof zdhlt. Wenn dies nicht der Fall ist,
gilt S. aureus als resistent. Da EUCAST rat, bei unscharfen Hemmhofrandern S. aureus als emp-
findlich einzustufen, gehe ich eher davon aus, dass trotz der nur leichten Hemmung der
Hemmbhof ganz zahlt, S. aureus also empfindlich ist und die Interpretationen libereinstimmen.
Die Interpretation der MHK fiir P. aeruginosa bei Levofloxacin und Netimicin ist ,,unklar”, weil
der Breakpoint mitten im Toleranzbereich liegt und deshalb keine klare Aussage (iber eine
mogliche Resistenz gemacht werden kann.

Die Interpretation von S. aureus fir Linezolid stimmten nicht Gberein. Vielleicht liegt die ver-
minderte antibiotische Wirkung an einem Qualitdtmangel des Produktes, doch dies ist bei
pharmazeutischen Produkten, die streng kontrolliert werden, sehr unwahrscheinlich. Viel
eher liegt es wohl daran, dass die obere Grenze des Toleranzbereichs dem Breakpoint ent-
spricht, sodass es moglich ist, dass ich beim Uberimpfen* und Beimpfen* jeweils ausseror-
dentlich resistente Kolonien wahlte und der Breakpoint folglich tiberschritten wurde und sich
S. aureus bei meinen Experimenten resistent gegenliber den beiden Antibiotika zeigte.

C. albicans hingegen liess sich durch keines der getesteten Antibiotika hemmen (vgl. 5.5, Abb.
22; vgl. 13.2.4, Abb. 34). Dies war zu erwarten, denn C. albicans ist ein eukaryotischer
Mikroorganismus, die getesteten Antibiotika sind jedoch nur gegen Bakterien wirksam. Solche
(oralen) Antibiotika diirfen ausnahmslos gegen Prokaryoten wirken, weil sie sonst auch
menschlichen Zellen schaden kodnnten. Atherische Ole hingegen wiesen sowohl gegen
eukaryotische als auch prokaryotische Zellen eine hemmende Wirkung auf. Dies steht auch
mit weiteren Studien im Einklang, die zeigen, dass dtherische Ole v. a. die Zellmembran
angreifen (Bajpai, et al., 2013) (Lv, et al., 2011). Eine Zellmembran ist bei beiden Zelltypen
vorhanden. Sie attackieren primar keine fiir die Eukaryoten oder Prokaryoten spezifischen
Zellstrukturen wie den Zellkern oder die prokaryotische Zellwand und kénnen vielleicht genau
deshalb gegen beide Zelltypen wirken. Bei C. albicans konnte auch gezeigt werden, dass
dtherische Ole die Ergosterolproduktion* hemmen (Ahmad, et al., 2010). Dies zeigt, dass die
breite Wirkung der &therischen Ole vielleicht auch daher riihrt, dass sie verschiedene
Wirkmechanismen besitzen.

Es misste jedoch weiter untersucht werden, ob dtherische Ole wirklich keine hemmende
Wirkung auf menschliche Zellen besitzen. Allerdings unterscheidet sich der Aufbau einer
Hefepilz- und einer menschlichen Zelle stark, obwohl beides eukaryotische Zellen sind. Zudem
beeintrachtigen itherische Ole die Ergosterol-Synthese bei Hefepilzen, ein Stoff, der bei
menschlichen Zellen nicht existiert. Daflir spricht, dass die Wirkung des Grossteils der oral
einnehmbaren Antimykotika auf der Beeintrachtigung der Ergosterolproduktion basieren
(Heinzl, 2012).

6.8  Synergien

Die Kombination Teebaum- und Zimtrindenol wahlte ich nach dem Zufallsprinzip, die anderen
beiden aufgrund eigener Recherchen. Laut Hossain et al. (2016) weist die Kombination von
Oregano- und Thymiandl eine synergetische Wirkung gegen Schimmelpilze auf und die
Kombination von Bestandteilen des Lavendel- und Nelkendls ist laut Bassolé et al. (2010)
synergetisch. Dass diese beiden Kombinationen in meinen Experimenten nicht synergetisch
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wirkten, kénnte daran liegen, dass ich nicht dieselben Mikroorganismen bzw. Stamme
verwendete (bei der Kombination von Oregano- und Thymiandl testete ich keine
Schimmelpilze). Ausserdem kannte ich das von ihnen verwendet Verhéltnis nicht, so dass ich
sie 1:1 mischte. Allerdings sind die Hauptbestandteile der Ole (Carvacrol und Thymol) Isomere
und haben eine so ahnliche Struktur, dass ein Antagonismus fiir mein Daflirhalten
unwahrscheinlich ist. Ich gehe davon aus, dass die schlechteren Resultate eher daher rihren,
dass ich fiir die Synergieexperimente aufgrund eines Lieferengpasses einen anderen Filter
verwenden musste. Dieser Filter ist nicht primar flr hydrophobe Substanzen gedacht. Dies ist
wohl auch fir die Kombination von Lavendel- und Nelkendl der Fall.

Allerdings waren noch viele weitere Experimente zu diesem Thema notwendig, um eine
fundierte Aussage lber Synergien zwischen dtherischen Olen zu machen.

6.9 Literaturvergleich

Ich stellte mit den Werten von Hammer et al. (1999) einen Vergleich an (Tabelle 7). Hammer
et al. Verwendeten fiir C. albicans denselben Stamm wie ich flr ihre Experimente mit einigen
Olen derselben Pflanzenart (mit der Agar- und Mikrodilution).

Tabelle 8: Vergleich zwischen den MHK-Werten von Hammer und meinen MHK-Werten, welche ich
mit dem Agardilution- (MHK AD) und Mikrodilution-Test (MHK MD) erhielt. ,Res” steht fiir die
Resazurinauswertung. Griin hinterlegte Werte stimmen mit dem Wert von Hammer Uberein, gelb
hinterlegte liegen in einem dhnlichen Bereich, aber rot hinterlegte stimmen Gberhaupt nicht iberein.

Atherisches Ol MHK Hammer MHK AD MHK MD (Res)
Geranium 0.13 <1.19 =
Lemongrass 0.06 <1.19 > 16
Minze (Pfeffer-) 2 4.76 -

Nelke 0.13 <1.19 05,1
Oregano 0.13 <1.19 1,2
Rosmarin 1 4.76 > 16
Salbei 0.5 4.76 16, > 16
Thymian 0.13 <1.19 =
Teebaum 0.5 <1.19 =
Zitrone 2 >4.76 > 16

Weil die tiefste getestete Konzentration fiir die Agardilution bei 1.19 % liegt, kenne ich den
genauen MHK-Wert fiir die Ole mit < 1.19 % nicht. Hammer hingegen testete viel tiefere
Konzentrationen. Deshalb kann keine definitive Aussage darliber gemacht werden, ob meine
erhaltenen Werte mit den Werten Hammers iibereinstimmen. Eine Ubereinstimmung wire
jedoch gut moglich. Deshalb gehe ich davon aus, dass sie mit dem Wert von Hammer
Ubereinstimmen kdnnten, aber dies lasst sich nicht mit Sicherheit bestatigen.

Abweichungen in einem gewissen Rahmen kommen haufig vor. Auch in der EN ISO 20776-1
wird z. T. ein sehr grosser Bereich angegeben (z.B. von 1 — 8 % oder 8 — 64 %), in dem der
gemessene MHK-Wert liegen muss, damit das Experiment als verlasslich gilt. Deshalb sind die
leichten Abweichungen, wie sie z. T. auch zwischen zwei meiner Serien vorkommen, voéllig
normal. Auch in diesem Vergleich gibt es Abweichungen, welche ich noch als akzeptabel
einstufe.
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Aufgrund der Wachstumsprobleme fehlen Angaben von vier Olen bei der Mikrodilution fiir
C. albicans. Ausserdem sind die Resazurinwerte eher hoch (vgl. 6.6), weshalb die meisten
Werte bei der Mikrodilution nicht Gibereinstimmen.

Die starken Abweichungen liegen vielleicht auch daran, dass die (Auswertungs-)Methoden
nicht ganz lUbereinstimmen oder dass nicht genau dieselben Ole verwendet wurden, was
wegen der unterschiedlichen Zusammensetzung eine Rolle spielen kann.

Fiir meine Experimente verwendete ich flr E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa und S. aureus die
Referenzstamme, wie dies fiir die Resistenzprifungen gemdass EN ISO 20776-1 (blich ist.
Leider verwendete keine der Studien, die ich gelesen hatte, Referenzstamme (und nur
Hammer et al. (1999) benutzten fiir C. albicans denselben Stamm wie ich). Deshalb sind jene
Studien nicht gleich aussagekraftig, weshalb ein Literaturvergleich mit ihnen nicht sinnvoll ist.
Experimente sind nur dann vergleichbar, wenn derselbe Stamm verwendet wurde, weil die
Resistenzmuster verschiedener Stamme derselben Art stark variieren kdnnen. Ausserdem
missen die verwendeten Methoden dieselben sein, damit die Studien vergleichbar sind.
Studien sind aber auch beim gleichen Stamm und bei ungefdhr derselben Methode kaum
vergleichbar, weil es keine standartisierten Tests fiir Resistenzpriifungen mit dtherischen Olen
gibt. Ausserdem sind die Experimente der Studien oft nur schwer reproduzierbar, weil nicht
immer alle Angaben zur Experimentdurchfliihrung angegeben sind.

6.10 Kontamination

Die Kontamination von S. aureus und E. faecalis mit P. aeruginosa entstand wahrscheinlich bei
der Uberimpfung, weil ich mehrmals Bakterien von der Platte abkratzen musste, um die be-
notigte Tribung der Bakterienlosung einzustellen. Vielleicht erfolgte dies versehentlich mit
bereits kontaminiertem Material.

Da ich vor Beginn der Laborarbeit eine Methode zur Fehlervermeidung entwickelt hatte, ist
die theoretisch mogliche Erklarung, dass ich aus Versehen zwei Mal dieselbe Platte an- bzw.
Uberimpfte, unwahrscheinlich. Eine Kontamination der Originalkultur ist ebenfalls unwahr-
scheinlich, weil es strenge Qualitatskontrollen gibt und sonst alle Mikroorganismen-Kulturen
kontaminiert gewesen waren. Eine Kontamination der Verdlinnungslosung ist ebenfalls un-
wahrscheinlich bzw. unmaoglich, weil sonst alle Bakterien mit P. aeruginosa kontaminiert ge-
wesen waren. Dass die Agarplatten nicht steril waren, kann mit grosser Wahrscheinlichkeit
ebenfalls ausgeschlossen werden, weil ich Sterilkontrollen durchgefiihrt hatte und es ein gros-
ser Zufall ware, dass genau P. aeruginosa das kontaminierende Bakterium auf der Platte war.
Eine Verwechslung der beiden Bakterien ist auch nicht moglich, da ich im Mikroskop eine
Mischkultur nachweisen konnte.

6.11 Methodenkritik

Ich verwendete eine Vielzahl an Methoden fiir meine Experimente, weshalb sich die Ergeb-
nisse auch zum Methodenvergleich eignen (vgl. 6.5). Die Resultate differieren je nach Me-
thode mehr oder weniger stark, und fiir jedes Ol existiert eine optimale Methode, mit der man
das tiefstmogliche Resultat erzielen kann. Leichte Abweichungen sind jedoch normal (vgl. 6.9).
Auch in den EUCAST Breakpoint-Tabellen steht, dass ,sogar unter den besten Bedingungen
ein MHK-Wert von 1 (mg/L) als ein Wert zwischen 0.5 und 2 betrachtet werden sollte (EUCAST,
2019).“
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Meine Resultate sind im Rahmen der Moglichkeiten einer Maturitatsarbeit zuverlassig. Ich
fUhrte drei mogliche Kontrollen durch (Wachstums-, Steril- und Hemmkontrollen) und kon-
trollierte die Mikroorganismen auch regelmassig mikroskopisch, besonders bei Verdacht auf
Kontamination. Dennoch gab es gewisse Unregelmassigkeiten, kein Wachstum oder Fehler
wie Kontaminationen. Diese erwdhnte ich oben und sie sind bei der Betrachtung dieser Resul-
tate zu berlicksichtigen.

Der Umfang der Laborarbeiten war enorm und nur unter grossem Zeitdruck in den mir zur
Verfligung stehenden zwei Wochen im Labor der ZHAW durchzufiihren. Obwohl ich jeweils
friihmorgens bis spatabends im Labor arbeitete, schloss das kurze Zeitfenster leider eine Op-
timierung der Methoden und einen Zeitpuffer zur Wiederholung mehrerer Experimente bei
Schwierigkeiten aus.

Dennoch bin ich mit den Resultaten meiner Arbeit sehr zufrieden. Der Leitspruch der mikro-
biologischen Forschung ist, nie aufzugeben, denn bei mikrobiologischen Experimenten ist es
normal, diese jahrelang wiederholen zu miissen, bis man Resultate mit wissenschaftlichem
Befund erzielt. Ich bin deshalb sehr froh, dass ich bereits bei meinen ersten Experimenten eine
z. T. hervorragende hemmende Wirkung feststellen konnte. Zudem ist, besonders, weil man
mit Lebewesen arbeitet, immer mit einer gewissen Unberechenbarkeit und Unsicherheit zu
rechnen. Sich nie entmutigen zu lassen und die Experimente zu wiederholen, ist folglich sehr
wichtig.

Obwohl ich mit dem Disk-Diffusion-Test die schlechtesten Resultate erzielte, hat die Methode
an sich kein grosses Verbesserungspotential. Falls die schlechteren Resultate wirklich an der
Diffusion liegen, empfehle ich, noch weitere Emulgatoren zu testen. Dafiir wiirden aber noch
weitere Vorexperimente bendétigt. Da der Disk-Diffusion-Test aber die aufwandigste Methode
war und die komplizierteste Auswertung bendtigt, wiirde ich sie nicht wiederholen.

Die Agardilutions-Methode kdnnte man verbessern, indem man eine homogenere Mischung
der Ole mit dem Agar herstellt. Die Technik mit den Achterbewegungen fiihrte, besonders bei
den farbigen Olen, oft nur zu Trépfchen. Man kénnte das Ol separat mit einem Vortexmischer
in den Agar mischen, allerdings ist die Bildung von Luftblaschen kaum zu vermeiden. Dies ware
nicht optimal, weil die Konzentrationen somit nicht mehr stimmen wirden.

Beim Mikrodilution-Test konnte ich das Problem der Auswertung von farbigen Olen durch die
Resazurinmethode ein Stlick weit beheben. Allerdings misste die Auswertungsmethode mit
Resazurin auf diese Anwendung gepriift werden. Da Resazurin ein Redoxindikator ist, kann es
sein, dass Ole auch an der Redoxreaktion teilnehmen und die Auswertung davon beeinflusst
werden kann. Allerdings stimmten (wenn vorhanden) die OD-Messungen mit den Resazurin-
auswertungen mehr oder weniger (iberein, weshalb dies eher unwahrscheinlich ist.

Beim Mikrodilution-Test wire zudem wichtig, eine Methode zu finden, um die Ole ldnger im
emulgierten Zustand zu belassen. Vielleicht waren die Resultate dann genauer. Es bedarf je-
doch noch weiterer Vorexperimente, um diese Fragen zu klaren.

Die Mikrodilution-Methode ist sehr zeitsparend, weil sie in gleicher Zeit mehr Wiederholun-
gen und Varianten eines Experiments erméglicht, bedarf aber Ubung, besonders wegen der
speziellen Gerate. Deshalb kam es bei ihr, auch aufgrund der zeitlichen Einschrankungen, am
haufigsten zu Komplikationen.
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Wenn ich die Experimente wiederholen und die oben genannten Fragen klaren kénnte, wiirde
ich mich vor allem auf den Mikrodilution-Test stiitzen, weil die dtherischen Ole mit dieser Me-
thode die beste Wirkung aufwiesen, der Test eine einfachere Auswertung ermaéglicht und zu-
dem zeitsparend ist. Zum Vergleich wiirde ich die Experimente jedoch auch mit dem Agar-
dilution-Test als zweite Methode durchfiihren.
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7 Anwendung dtherischer Ole als antibiotisch wirksame
Substanzen

7.1  Vorteile, Einschrankungen und Herausforderungen

Mégliche praktische antibakterielle Anwendungen von dtherischen Olen wurden in verschie-
denen Studien schon erforscht, jedoch sind noch viel mehr anwendungsspezifische Studien,
besonders zur Einnahme, nétig.

Einzelne atherische Ole zeigen grundsétzlich grosses Potenzial, herkémmliche Desinfektions-
mittel und Antibiotika in gewissen Bereichen zu ergdanzen oder sogar zu ersetzen, sofern eine
Anwendung/Einnahme unbedenklich ist. Ausserdem priorisieren viele Menschen in der heu-
tigen Zeit Naturstoffe und versuchen, synthetische Substanzen zu vermeiden, weil diese oft
mit gesundheitsschadigenden Stoffen in Verbindung gebracht werden. Ein Beispiel dafiir ware
die flir gewisse Anwendungen verbotene antimikrobielle Substanz Triclosan, welche Allergien
auslésen, das Hormonsystem schadigen und im schlimmsten Fall sogar krebserregend wirken
kann (Wikipedia, 2019). Zudem gerieten Antibiotika in Verruf, weil sie sowohl pathogene als
auch harmlose Bakterien toten und dadurch unsere Mikrobiome* zerstéren. Dazu muss aber
bedacht werden, dass dtherische Ole trotz ihres natiirlichen Ursprungs nicht nur pathogene
Bakterien abtoéten. Im Rahmen meiner Arbeit konnte ich feststellen, dass je harmloser das
Bakterium ist, desto besser ist seine Hemmung mit Olen. Bei der weiteren Forschung miisste
folglich ein spezielles Augenmerk auf den Schutz und eventuellen Wiederaufbau (mit Probio-
tika*) der Mikrobiome gelegt werden.

Ein weiterer Vorteil dtherischer Ole ist, dass sie sowohl gegen pro- als auch eukaryotische Pa-
thogene eingesetzt werden kdnnen. Sie zeigen auch gegen resistente Bakterien Wirkung, was
in Anbetracht einer drohenden Post-Antibiotika-Ara dusserst wichtig ist.

Allerdings hangt die Wirksamkeit dtherischer Ole vom verwendeten Mikroorganismus ab
(Chouhan, et al., 2017). Obwohl es dtherische Ole mit einer gewissen ,,Breitbandwirkung” gibt,
denke ich, dass in den meisten Fallen eine Analyse des Bakteriums notwendig ware, um die
optimale Dosierung einzustellen und bestmogliche Therapieresultate zu erzielen. Dies ware
jedoch sehr aufwandig.

Atherische Ole sind zudem laut Chouhan et al. (2017) ,empfindlich auf Sauerstoff, Licht,
Feuchtigkeit und Hitze.” Ihrer Instabilitdt kann jedoch mit Mikroverkapselung entgegenge-
wirkt werden (Soltani, et al., 2015), wodurch sich wohl auch ihre Wirksamkeit erh6ht. Bei der
Mikroverkapselung werden kleinste Oltrépfchen ,,von einer Polymerschale umschlossen und
stabilisiert” (Last, o. J.). Sie werden dann wieder kontrolliert freigesetzt (z.B. durch mechani-
sche Einfliisse oder bei Anderung des pH-Wertes oder der Temperatur). Die Mikroverkapse-
lung wird schon langer von der Waschmittelindustrie eingesetzt, um einen langanhaltenden
Frischeduft zu gewahrleisten. (Last, 0. J.)

Die Zerfalls- und Oxidationsprodukte, besonders von Teebaum- und Sandelholzél, kénnen zu
allergischen Reaktionen fiihren. Zudem wird schwangeren und stillenden Frauen sowie Asth-
matikern stark von der Einnahme von atherischen Olen abgeraten. Auch fiir Kleinkinder gibt
es nur eine kleine Liste von unbedenklichen Olen auf www.smpg.ch. Vor einer oralen Ein-
nahme sollte zudem immer ein(e) Aromatherapeut(in) konsultiert werden. (Frei, 2018)

Um allergische Reaktionen oder die Aufnahme von unerwiinschten Stoffen wie Pestiziden zu
vermeiden, ist es zudem unerlasslich, bei einer Anwendung im oder am Koérper qualitativ
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hochwertige und natiirliche Ole aus biologischem Anbau zu verwenden (Frei, 2018). Diese sind
jedoch oft sehr teuer.

Zudem hegen viele Menschen Vorurteile gegen alternative Methoden (zu denen auch Behand-
lungen mit dtherischen Olen gehdren), weil sie meist nicht naturwissenschaftlich belegbar
sind, und schenken diesen oft kaum Glauben. Bevor dtherische Ole als antibiotisch wirksame
Substanzen auch in breiteren Schichten Anklang finden kénnten, miisste ein Umdenken statt-
finden. Die Anwendung dtherischer Ole ist sicherlich sinnvoll, weil ihre Wirkung wissenschaft-
lich belegbar ist.

7.2  Mogliche Einsatzgebiete

7.2.1 Nahrungsmittelindustrie

Atherische Ole haben in der Nahrungsmittelindustrie ein grosses Potential bei der Verhinde-
rung von Schimmelbefall (Stevic, et al., 2014) und der Minimierung bzw. Verhinderung der
Verbreitung von Lebensmittelpathogenen (Hyldgaard, et al., 2012). Zudem kénnten damit
Nahrungsmittelabfille minimiert werden, weil die Lebensmittel weniger schnell verderben
(NanoPack, 2019).

Eine Anwendung direkt in oder auf den Lebensmitteln ist nicht optimal, weil die dtherischen
Ole z. T. mit Makronahrstoffen wie Fett, Proteinen und Stirke negativ interagieren kénnen,
weshalb viel hohere Konzentrationen notwendig waren (Cava-Roda, et al., 2010)
(Rattanchaikunsopon, et al., 2010) (Gutierrez, et al., 2008) (Cerrutti, et al., 1996) (Kyung,
2012). Zudem waren der Geruch resp. der Geschmack zu aufdringlich (Lv, et al., 2011).
Atherische Ole sollten viel eher in der Verpackung zum Einsatz kommen. Die Forscher des Na-
noPack-Projekts haben eine neue Verpackung entwickelt, bei der Nanoréhrchen aus dem Mi-
neral Hallyosit in Plastikfilme verteilt und fixiert werden. Diese Rohrchen sind mit dtherischen
Olen gefiillt, die langsam freigesetzt werden und ihre antimikrobielle Wirkung im Verpa-
ckungsraum entfalten kénnen. (NanoPack, 2019)

Eine weitere Moglichkeit ware, Lebensmittel mit biologisch abbaubaren Filmen aus Chitosan
einzupacken. Chitosan ist ein Biopolymer, in das dtherische Ole dispergiert werden kénnen.
So kann man z. B. Schimmelbefall hinauszégern oder sogar verhindern. (Pelissari, et al., 2009)
(Perdones, et al., 2012).

7.2.2 Pflegemittel

Atherische Ole kénnten vermehrt im Alltag in Deos, Seifen, Handdesinfek-
tionsmitteln und Putzmitteln zum Einsatz kommen. Ein gutes Beispiel ist
z. B. ,Undex Spray fresh PLUS”, ein handelsibliches Fussspray von Me-
lisana, das sowohl bakterizid als auch fungizid wirkt. Es beinhaltet auch
Bestandteile von atherischen Olen, darunter Linaool, Limonene, Geraniol
und Eugenol (Abb. 25).

Weitere Anwendungsmoglichkeiten waren Putzmittel zum Abtoéten von
Bakterien auf privaten und o6ffentlichen Toiletten — der angenehme Ge-
ruch von dtherischen Olen wére ein positiver Nebeneffekt — oder in Spita-
lern als Desinfektionsmittel. Dies war z. B. schon in einem Spital in Iseo
(Italien) der Fall, wo laut Frei (2018) das Wachstum von Bakterien, Hefen und Pilzen auf Ti-
schen und anderen Oberflachen um circa 90 % verringert werden konnte. Dadurch mussten
weniger Antibiotika und Medikamente fiir die Lungen verabreicht werden.

Undex —

Abb. 25: Undex
Spray fresh PLUS
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7.2.3 Antibiotika und Antimykotika

Studien Uiber die Einnahme von &therischen Olen als Antibiotika oder
Antimykotika sind mir nicht bekannt. Ich habe jedoch auf Amazon Ore-
ganoodlkapseln gesehen (Abb. 26). Ob diese jedoch sicher sind und

wirklich im Korper antibiotisch wirken, ist unklar. Ich gehe davon aus,
dass die Wirkung nicht gleich stark wie jene von herkémmliche Antibi-
otika ist, weil die Aufnahme in die Blutbahn und die Verteilung im Kor-
per wegen der Hydrophobie erschwert ist. Ausserdem rechne ich da-
mit, dass sich dtherische Ole aufgrund ihrer Instabilitdt schnell veran-
dern oder abgebaut werden, was vielleicht ungewliinschte Nebenef- 8

fekte zur Folge haben konnte und was sicherlich einer hohen Wirk-
samkeit im Wege steht. Dadurch wird eine genaue Dosierung er-  Abb. 26: Oregano-

schwert. Diese darf aber auch nicht zu hoch sein, weil die Ole sonst

olkapseln.

empfindliches Gewebe reizen kénnten. Doch dies sind nur Mutmas-

sungen, deren Klarung weiterer Forschung bedarf.

Eine weitere Anwendungsmdglichkeit von dtherischen Olen sehe ich als Beigabe zu herkémm-
lichen Antibiotika. Sie kdnnen mit diesen synergetisch wirken und bei resistenten Bakterien
Resistenzmechanismen inaktivieren (Lorenzi, et al., 2009) (Palaniappan, et al., 2010) (Zhang,
etal., 2011) (Rosato, et al., 2010) (D'Arrigo, et al., 2010). Doch auch hier kénnten sich die oben

genannten Schwierigkeiten stellen.

7.2.4 Weitere medizinische Anwendungen

Zudem bieten sich laut Frei (2018) noch viele weitere Anwendungsmaglichkeiten in vivo an:

— Lotionen mit dtherischen Olen bei Hautinfektionen. Solche
kénnen auch bei der Wundheilung eingesetzt werden (Fotinos-
Graf, 2014).

— Inhalationen mit atherischen Olen bei Atemwegserkrankun-
gen wie Erkdltungen oder Husten. Nasobol, Brausetabletten
zur Inhalation von Sanofi, beinhalten Rosmarin- und Thymi-
anol und Bestandteile von Eukalyptus- und Minzendl.

— Mundspiilungen mit dtherischen Olen bei Zahnfleischentziin-
dungen.

— Vaginalzidpfchen mit atherischen Olen bei Vaginosen. (Ich
denke aber, dass es hier sehr wichtig ware, nach einer solchen

INMALO

A
Nasobol

Flwk

Abb. 27: Das Arzneimit-
tel Nasobol zur Inhala-
tion gegen Atemwegser-
krankungen.

Behandlung Probiotika zu verabreichen, um eine gesunde Flora wiederherzustellen.)
— Sitzbdder mit atherischen Olen bei Harnwegsinfektionen. Diese Bider konnten auch bei

Infektionen mit resistenten Bakterien Erfolge verzeichnen.

Atherische Ole kénnten folglich in vielseitigen Anwendungen ihre antibakterielle oder antimy-
kotische Wirkung entfalten. Hierbei gehe ich jedoch davon aus, dass man bessere Erfolge ver-
zeichnen kann, wenn die Ole in direktem Kontakt mit der kontaminierten bzw. infizierten
Stelle sind (vgl. 6.5). Die antibakterielle Wirkung dtherischer Ole ist definitiv ein vielverspre-
chendes Gebiet und es lohnt sich auf jeden Fall, in diese Richtung weiter zu forschen!
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9 Glossar

Beimpfen
Beim Beimpfen, auch Inokkulation genannt, fligt man einer Platte die Mikroorganismen zu.

Biologische Schutzstufe

Die biologische Schutzstufe (kurz BSL, engl. biosafety level) ist die Gefahrlichkeitseinstufung
von Mikroorganismen und anderen biologischen Stoffen. Die Mikroorganismen werden in vier
Risikogruppen eingestuft. Je hoher die Risikogruppe ist, desto gefahrlicher ist der Mikroorga-
nismus (Tabelle 8).

Tabelle 9: Ubersichtstabelle tiber die Einstufung von Mikroorganismen in die vier Risikogruppen.
Folgende Kriterien spielen eine Rolle: Verursacht der Mikroorganismus eine Krankheit und stellt er
eine Gefahr dar fur den Betroffenen (Krankheit/Gefahr)? Besteht die Gefahr einer Verbreitung in
der Bevolkerung (Verbreitung)? Ist eine Vorbeugung oder Behandlung maéglich (Vorbeugung/ Be-
handlung)? (Bundesministerium fir Justiz und fiir Verbraucherschutz)

Risikogruppe Krankheit/Gefahr Verbreitung Vorbeugung / Behandlung
RG 1 Unwahrscheinlich Keine Nicht notig
RG 2 Moglich Unwahrscheinlich Normalerweise méglich
RG 3 Gut moglich Gefahr besteht Normalerweise méglich
RG 4 Hochstwahrscheinlich Grosse Gefahr Nicht moglich

Breakpoint

siehe EUCAST

Ergosterol

,Ergosterol ist Bestandteil der Membranen niederer Eukaryoten wie vieler Hefen und Pilze.
Dort Gbernimmt es Funktionen, die das Cholesterol bei Tieren erfiillt (Stabilisierung der Zell-
membran (Purucker, 2010)). Die meisten Wirkstoffe, die gegen von Hefen und Pilzen verur-
sachte Erkrankungen von Menschen (Antimykotika), aber auch im Pflanzenschutz (Fungizide)
eingesetzt werden, beruhen auf der selektiven Stérung der Ergosterol-Biosynthese.” (Kolter,
et al., 2007)

EUCAST

EUCAST steht fiir ,,European Comittee on Antimicrobial Susceptibility Testing”, Englisch fir
,Europaisches Komitee fiir das Testen antimikrobieller Empfindlichkeit”. Auf ihrer Website
befindet sich u. a. das Dokument ,,Breakpoints for interpretation of MICs and zone diameters”
(dt. ,Grenzkonzentrationen fir die Interpretation von MHK-Werten und Hemmhofdurchmes-
ser”). Dort sind gangige Antibiotika und Desinfektionsmittel mit dem entsprechende MHK-
Wert sowie dem Hemmhofdurchmesser, nach Bakteriengattung aufgeteilt, aufgelistet. Bei
oder Uber/unter diesem (Hemmhofdurchmesser oder MHK-Wert) ist ein Bakterium dieser
Gattung als empfindlich oder resistent einzustufen. (EUCAST, 2019)

Beim Vergleich der MHK-Breakpoints mit den Toleranzbereichen der EN-ISO 20776-1 kénnen
die Resistenzen der einzelnen Stamme bestimmt werden. Beispielsweise liegt der Toleranzbe-
reich der MHK-Werte auf der ISO-Norm fur Oritavancin fur S. aureus zwischen 0.5 und 2 mg/L.
Der Breakpoint liegt laut EUCAST bei 0.125 mg/L, d.h. wenn der MHK-Wert < 0.125 mg/L ist,
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gilt der Stamm dieser Staphylokokkenart als empfindlich; dariber ist er als resistent einzuf-
stufen. Deshalb ist dieser S. aureus—Stamm resistent gegen Oritavancin.

Bei den Hemmhofdurchmesssern verhilt es sich genau anders herum: Wenn der gemessene
Hemmbhof lGber dem Breakpoint liegt, gilt der Mikroorganismus als empfindlich. Liegt der ge-
messene Hemmbhof darunter, ist er als resistent einzustufen.

Inkubation/inkubieren

Die Platten mit den Mikroorganismen werden in einem Inkubationsschrank/Inkubator bei
konstanter Temperatur iber mehrere Stunden gelagert und gewarmt (inkubiert), um ein op-
timales Wachstum der Bakterien auf den Platten zu ermdglichen.

ISO-Norm (EN-ISO 20776-1)

Die EN-ISO 20776-1 ist die Europaische Norm fiir Empfindlichkeitspriifungen von Infektions-
erregern und umfasst u. a. die Beschreibung der Referenzmethode (Mikrodilution) zum Durch-
flihren von Tests zur Wirkung antimikrobieller Substanzen gegen schnell wachsende aerobe
pathogene Bakterien (Schweizerische Normen-Vereinigung, 2007). Ein Experiment ist nur
dann wirklich verladsslich, wenn seine Durchfiihrung standardisierte Bedingungen erfillt, was
v. a. fur klinische Studien unerlasslich ist. Deshalb beschreibt die Norm z. B. auch, mit welchen
Mitteln die Antibiotika zu I6sen und zu verdiinnen sind.

Fir klinisch relevante Studien wird zudem eine Qualitatskontrolle mit Referenzstammen
durchgefihrt. Man fuhrt dieselben Experimente mit vorgegebenen Bakterienstimmen durch,
deren Resistenzen genau in der Norm erfasst sind. Die erhaltenen MHK-Werte vergleicht man
mit dem Toleranzbereich, in welchem der Testwert laut ISO-Norm liegen muss, damit der Test
als verlasslich gilt.

Minimale Hemmstoffkonzentration (MHK)

Die minimale Hemmstoffkonzentration (kurz MHK) ist die tiefste Konzentration eines Hemm-
stoffes, bei welcher das Wachstum von Mikroorganismen gehemmt wird. Der englische Be-
griff ist minimum inhibitory concentration (MIC).

Mikrobiom

,Ein Mikrobiom ist eine Gruppe von symbiotischen, kommensalen und pathogenen Mikroor-
ganismen, die einen Makroorganismus (Mensch, Tier, Pflanze) besiedeln. Mikrobiome kénnen
u. a. das Immunsystem, den Stoffwechsel und das Hormonsystem ihres Wirtes beeinflussen.”
Im Menschen existiert beispielsweise das Darm-, Nasen-, Haut- oder Vaginalmikrobiom.
(Antwerpes, et al., 2019)

Nahrmedium

Ein Nahrmedium ist eine sterilisierte Mischung aus verschiedenen Zusatzstoffen, welche bei
mikrobiologischen Experimenten das optimale Wachstum der gew{inschten Mikroorganismen
ermoglicht. Man unterscheidet zwischen fllissigen Ndhrmedien, auch Bouillons genannt, wel-
che fiir Bakterienlésungen verwendet werden, und festen Nahrmedien, welche zu Platten ge-
gossen werden. (Antwerpes, 2019)

Die Nahrmedien setzen sich meist aus Wasser, Nahrstoffen und Mineralien zusammen. Zudem
kénnen sie Wachstumshilfsstoffe (z. B. Vitamine), Biomaterialien (z. B. Blut) und bei festen
Medien auch Agar-Agar, welcher das Nahrmedium verdickt, enthalten. (Antwerpes, 2019)
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Fiir meine Experimente habe ich als Nahrmedium die Mueller-Hinton-Bouillon verwendet,
welche haufig flir Antibiotika-Tests eingesetzt wird. Diese besteht aus 2 g Rinder-Infus, 1.5 g
Maisstarke und 17.5 g Pepton aus Casein (pro Liter Ndahrmedium). (Carl Roth GmbH, 2017)

Opportunistischer Erreger
Ein opportunistischer Erreger fiihrt meist nur bei angeschlagenen und nur sehr selten bei ge-
sunden Menschen zu Infektionen (Konemann, 2003).

Optische Dichte
siehe Photometer

Photometer

Ein Photometer misst die optische Dichte, auch Extinktion genannt, indem er die Bakterienl6-
sung mit Licht einer bestimmten Wellenldange bestrahlt und die Intensitat des austretenden
Lichts misst. Fir die Bestimmung der Zellzahl betragt die Wellenlange 600 nm (= OD(600)). Die
optische Dichte ist der Logarithmus des Verhaltnisses zwischen der Intensitat des einfallenden
(lo) und des austretenden Lichts (I). (Freudig, 1999)

OD = logio(lo /1)

Je grosser die OD, desto hoher die Zellzahl in der Losung, weil mehr Licht durch die Zellen
absorbiert wird und die Intensitat des austretenden Lichtes folglich kleiner ist.

Probiotika

Probiotika sind gutartige, meist lebendige Mikroorganismen (v. a. Bakterien). Diese kann man
als Nahrungserganzungsmittel oder Medikamente zu sich nehmen, um ein gestortes Mikro-
biom wieder ins Gleichgewicht zu bringen, indem das Wachstum der gutartigen Bakterien ge-
fordert wird und somit pathogene Mikroorganismen verdrangt werden. Probiotika werden oft
nach einer Durchfallerkrankung oder nach einer Antibiotikabehandlung eingesetzt.
(PharmaWiki, 2018)

Rasen

Der Rasenausstrich ist eine Beimpfungsmethode. Dabei streicht man mit einem Wattestab-
chen die Bakterienlésung zu einer moglichst lliickenlosen Bakterienschicht auf der Agarplatte
aus. Man streicht die Bakterien dreimal aus, wobei jedes Mal das Wattestabchen neu in die
Bakterienlésung getunkt und die Ausstrichrichtung um 60° gedreht wird (Abb. 27).

Abb. 28: Schematische Darstellung eines Rasenausstrichs in drei Schritten. Nach jedem Ausstrich
wird die Ausstrich-Richtung um 60° gedreht. Aus darstellungstechnischen Griinden wurde auf eine
komplette Lickenlosigkeit des Rasenausstrichs verzichtet, bei einem richtigen Ausstrich missten
eigentlich keine Leerflachen mehr sichtbar sein.

61



Die antibakterielle Wirkung atherischer Ole Glossar

Resazurin

Resazurin ist ein Redoxindikator und zeigt folglich die Stoffwechselaktivitat einer Zelle an, weil
die allermeisten metabolischen Prozesse Redoxreaktionen sind. Durch die Stoffwechselaktivi-
tat ist es auch moglich, auf die Zellviabilitat (Zelllebensfahigkeit oder Lebendzellanteil) der
Zellen einer Kolonie zuschliessen. (Wikipedia, 2019)

Resazurin ist blau, wird jedoch bei metabolischer Aktivitat irreversibel zum pinken Resorufin
reduziert. Dieses wiederum kann sich reversibel in das farblose Dihydroresorufin verwandeln.
(Abb. 28) (Wikipedia, 2019)

N Reduction i
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7 —
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Resazurin
Abb. 29: Resazurin, Resorufin und Dihydroresorufin. Der blaue Redoxindikator Resazurin wird bei
metabolisch aktiven Zellen irreversibel zum pinken Resorufin reduziert, wodurch auch auf die Zell-
viabilitdt geschlossen werden kann. Resorufin kann reversibel zum farblosen Dihydroresorufin re-
duziert werden.

Sterilfiltration

Bei der Sterilfiltration werden Losungen von Mikroorganismen gereinigt. Der Sterilfilter besitzt
Poren von meist 0.2 um Durchmesser, welche genligend gross sind, um die chemischen Stoffe
der Loésung passieren zu lassen, aber klein genug, um die Mikroorganismen herausfiltrieren zu
kénnen.

Uberimpfen

Beim Uberimpfen {ibertrdgt man die Mikroorganismen von einer alteren Mikroorganismen-
platte (z.B. Ursprungsplatte mit Originalstamm) mit einer Impfése auf eine neue Platte, um
von dieser neuen Platte sehr aktive Mikroorganismen fiir das Beimpfen von Experimentsplat-
ten zu erhalten. Damit man (nach der Inkubation der Platte) einzelne Kolonien erhilt, streicht
man im rechten Winkel mit einer neuen Impfése durch einen Teil der schon ausgestrichenen
Bakterien und streicht mit der Impfose noch zweimal das in der Impfése angesammelte Mik-
roorganismenmaterial auf der Platte aus. Diesen Schritt wiederholt man. Am Schluss streicht
man mit der Impfdse noch so oft die Mikroorganismen aus, wie der Platz es erlaubt. (Abb. 29)

Abb. 30: Schematische Darstellung des Uberimpfungsprozesses in drei Schritten. Ziel ist es, beim
Ubertragen der Mikroorganismen auf der neuen Platte einzelne Kolonien zu erhalten. Deshalb
streicht man jeweils mit neuen Impfésen einen Teil der schon ausgestrichenen Mikroorganismen
nochmals neu aus und verteilt diese noch so oft, wie es der Platz auf der Agarplatte erlaubt.

62



Die antibakterielle Wirkung atherischer Ole Literaturverzeichnis

10 Literaturverzeichnis

aerzteblatt.de. 2014. Resistenzen: WHO warnt vor Post-Antibiotika-Ara
www.aerzteblatt.de/nachrichten/58507/Resistenzen-WHO-warnt-vor-Post-Antibiotika-Aera
(Zugriff: 6.. Juli 2019)

Ahmad, A, et al. 2010. Fungicidal activity of thymol and carvacrol by disrupting ergosterol
biosynthesis and membrane integrity against Candida. European Journal of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases, 30/2010, S. 41-50.

Antwerpes, F. 2019. Ndhrmedium. flexikon.doccheck.com/de/Nahrmedium (Zugriff: 23.
November 2019)

Antwerpes, F., et al. 2015. Reserveantibiotikum.
flexikon.doccheck.com/de/Reserveantibiotikum (Zugriff: 24. Oktober 2019)

Antwerpes, F., et al. 2016. Biofilm.
flexikon.doccheck.com/de/Biofilm?utm_source=www.doccheck.flexikon&utm_medium=we
b&utm_campaign=DC%2BSearch (Zugriff: 22. November 2019)

Antwerpes, F., et al. 2019. Mikrobiom. flexikon.doccheck.com/de/Mikrobiom (Zugriff: 23.
November 2019)

Aumeeruddy-Elalfi, Z., et. al. 2015. Antimicrobial, antibiotic potentiating activity and
phytochemical profile of essential oils from exotic and endemic medicinal plants of Mauritius.
Industrial Crops and Products, 71/2015, S. 197-204.

Azhdarzadeh, F. und Hojjati, M. 2015. Chemical composition an antimicrobial activity of leaf,
ripe and unripe peel of bitter orange (Citrus aurantium) essential oils. Nutrition and Food
Sciences Research, 3/2015, S. 43-50.

Bajpai, V.K., et al. 2013. Antibacterial mode of action of Cudrania tricuspidata fruit essential
oil, affecting membrane permeability and surface characteristics of food borne pathogens.
Food Control, 32/2013, S. 582-590.

Bassolé, I.H.N., et al. 2010. Composition and antimicrobial activities of Lippia multiflora
Moldenke, Mentha piperita L. and Ocimum basilicum L. essential oils and their major
monoterpene alcohols alone and in combination. Molecules, 15/2010.

Bhuiyan, N. ., et al. 2010. Constituents of the essential oil from leaves and buds of clove
(Syzigium caryophyllatum (L.) Alston). African Journal of Plant Science, 4/2010, S. 451-454.
Brown, S., et al. 2014. Wall Teichoic Acids of Gram-Positive Bacteria.
www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3883102/ (Zugriff: 14. Juli 2019).
Bundesministerium fiir Justiz und fiir Verbraucherschutz. Verordnung tiber Sicherheit und
Gesundheitsschutz bei Tdtigen mit Biologischen Arbeitsstoffen (Biostoffverordnung —
BioStoffV) § 3 Einstufung von Biostoffen in Risikogruppen. www.gesetze-im-
internet.de/biostoffv_2013/__3.html (Zugriff: 22. November 2019)

Caballero, B., et al. 2003. Encyclopedia of Food Sciences and Nutrition. Academic Press,
2003.

Carl Roth GmbH. 2017. Produkt-Datenblatt Mueller-Hinton-Bouillon
www.carlroth.com/downloads/ba/en/X/BA_X927 EN.pdf (Zugriff: 23. November 2019)
Cava-Roda, R. M,, et al. 2010. Antimicrobial Activity of Vanillin and Mixtures with Cinnamon
and Clove Essential Oils in Controlling Listeria monocytogenes and Escherichia coli 0157:H7
in Milk. Food and Bioprocess Technology, 5/2012, S. 2120-2131.

Cerrutti, P. und Alzamora, S. M. 1996. Inhibitory effects of vanillin on some food spoilage
yeasts in laboratory media and fruit purées. International Journal of Food Microbiology,
29/1996, S. 379-386.

63



Die antibakterielle Wirkung atherischer Ole Literaturverzeichnis

Chouhan, S., et al. 2017. Antimicrobial Activity of Some Essential Oils - Present Status and
Future Perspectives. medicines, 4/2017, S. 58 ff.

Cox, S.D., et al. 2000. The mode of antimicrobial action of the essential oil of Melaleuca
alternifolia (tea tree oil). Journal of Applied Microbiology, 88/2000, S. 170-175.

Cui, H,, et al. 2015. Antimicrobial activity and mechanisms of Salvia sclarea essential oil.
Botanical Studies, 56/2015.

Dantas, G. und Sommer, M. O.A. 2015. Die vielen Wege zur Antibiotikaresistenz. Spektrum
der Wissenschaft. Marz 2015.

D'Arrigo, M., et al. 2010. Synergism and post antibiotic effect of tobramycin and Melaleuca
alternifolia (tea tree) oil against Staphylococcus aureus and Escherichia coli. Phytomedicin,
17/2010, S. 317-322.

Deans, S.G. und Ritchie, G. 1987. Antibacterial properties of plant essential oils.
International Journal of Food Microbiology, 5/1987, S. 165-180.

Dorman, H.J.D. und Deans, S.G. 2000. Antimicrobial agents from plants: antibacterial
activity of plant volatile oils. Journal of Applied Microbiology, 88/2000, S. 308-316.
EUCAST. 2019. Breakpoint Tables for interpretation of MICs and zone diameters.
www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST _files/Breakpoint_tables/v_9.0 Breakpo
int_Tables.pdf (Zugriff: 23. November 2019)

Fischer, L. 2015. Warum gibt es so wenig neue Antibiotika?
scilogs.spektrum.de/fischblog/warum-gibt-es-so-wenig-neue-antibiotika/ (Zugriff: 20.
Oktober 2019)

Fotinos-Graf, K. 2014. Atherische Ole in der Wundheilung und Entwicklung geeigneter
Rezepturen. www.smgp.ch/smgp/homeindex/faehigkeitsprogf/zertifikatsarbeiten/Fotinos-
GrafKaroline.pdf (Zugriff: 15. Oktober 2019)

Frei, M. 2018. Mit Diiften heilen. Zirichsee-Zeitung. 24. Dezember 2018., S. 9

Freudig, D. 1999. Extinktion. www.spektrum.de/lexikon/biologie/extinktion/23363 (Zugriff:
23. November 2019)

Ganzle, M. 2004. Escherichia coli. roempp.thieme.de/roempp4.0/do/data/RD-05-01711
(Zugriff: 9. Juli 2019)

—. 2004. Pseudomonas aeruginosa. roempp.thieme.de/roempp4.0/do/data/RD-16-04791
(Zugriff: 9. Juli 2019)

Ganzle, M. und Lange, S. 2006. Candida. roempp.thieme.de/roempp4.0/do/data/RD-03-
00289 (Zugriff: 20. August 2019)

Gutierrez, J., et al. 2008. The antimicrobial efficacy of plant essential oil combinations and
interactions with food ingredients. International Journal of Food Microbiology, 124/2008, S.
91-97.

Hammer, K.A., et al. 1999. Antimicrobial activity of essential oils and other plant extracts.
Journal of Applied Microbiology, 86/1999, S. 985-990.

Harkenthal, M., et al. 1999. Comparative study on the in vitro antibacterial activity of
Australian tea tree oil, cajuput oil, niaouli oil, manuko oil, kanuka oil, and eucalyptus oil.
Europe PMC, 54/1999, S. 460-463.

Hartmann-Schreier, J. 2003. Aromatherapie. roempp.thieme.de/roempp4.0/do/data/RD-01-
03290 (Zugriff: 3. September 2019)

—. 2007. Atherische Ole. roempp.thieme.de/roempp4.0/do/data/RD-01-04781 (Zugriff: 9.
Juli 2019)

Heinzl, S. 2012. Lebensrettende Arzneistoffe. www.pharmazeutische-zeitung.de/ausgabe-
392012/lebensrettende-arzneistoffe/ (Zugriff: 19. November 2019)

64



Die antibakterielle Wirkung atherischer Ole Literaturverzeichnis

Henn-Sax, M. o.J. Wachstum von Bakterien. www.abiweb.de/biologie-
molekularbiologie/hessen-gen/dna-grundlage-der-
vererbung/genexpressio/bakteriengen/wachstum-bak.html (Zugriff: 7. Juli 2019)

Horsch, W. L. 2009. Candida. academic.eb.com/levels/collegiate/article/candida/471967
(Zugriff: 20. August 2019)

Hossain, F., et al. 2016. Evidence for synergistic activity of plant-derived essential oils against
fungal pathogens of food. Food Microbiology, 53/2016, S. 24-30.

Huang, D.F., et al. 2014. Chemical constituents, antibacterial activity and mechanism of
action of the essential oil from Cinnamomum cassia bark against four food related bacteria.
Microbiology, 83/2014, S. 357-365.

Hyldgaard, M., et al. 2012. Essential oils in food preservation: Mode of action, synergies and
interactions with food matrix components. Frontiers in Microbiology, 3/2012.

Inouye, S., et al. 2001. Antibacterial activity of essential oils and their major constituents
against respiratory tact pathogens by gaseous contact. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, 47/2001, S. 565-573.

Jaksic-Born, C. 2007. Natura, Grundlagen der Biologie fiir Schweizer Maturitdtsschulen. Klett
und Balmer Verlag, Zug, S. 311.

Kalemba, D. und Kunicka, A. 2003. Antibacterial and Antifungal Properties of Essential Oils.
Bentham Science Publishers, 10/2003, S. 813-829.

Kaspar, L. 2018. Toxisches Schock-Syndrom. www.netdoktor.at/krankheit/toxisches-
schocksyndrom-7249 (Zugriff: 22. November 2019)

Kau, A. L., et al. 2005. Enterococcus faecalis Tropism for the Kidneys in the Urinary Tract of
C57BL/6J Mice. American Society for Microbiology, 73/2005, S. 2461-2468.

Kolter, T. und Ganzle, M. 2007. Ergosterol. roempp.thieme.de/roempp4.0/do/data/RD-05-
01560 (Zugriff: 3. September 2019)

Konemann, E. W. 2003. Am anderen Ende des Mikroskops. Spektrum Akademischer Verlag
GmbH, Berlin.

Krdtz, L.. 2010. Wasserdampfdestillation. roempp.thieme.de/roempp4.0/do/data/RD-23-
00290 (Zugriff: 3. September 2019)

Kyung, K. H. 2012. Antimicrobial properties of allium species. Current Opinion in
Biotechnology, 23/2012, S. 142-147.

Last, K. 0.J. Mikroverkapselung, die clevere Methode, Additive und Wirkstoffe gezielt
einzusetzen. www.chemie.de/whitepaper/126521/mikroverkapselung-die-clevere-methode-
additive-und-wirkstoffe-gezielt-einzusetzen.html (Zugriff: 22. November 2019)

La Storia, A., et al. 2010. Atomic force microscopy analysis shows surface structure changes
in carvacrol-treated bacterial cells. Research in Microbiology, 162/2010, S. 164-172.
Lakehal, S., et al. 2016. Essential oil composition and antimicrobial activity of Artemisia
herba-alba Asso grown in Algeria. Medical chemistry, 6/2016, S. 435-439.

Liofilchem. 2015. Multodisc with eight antimicrobial agents.
www.liofilchem.net/en/pdf/multodisc.pdf (Zugriff: 17. November 2019.)

Lorenzi, V., et al. 2009. Geraniol restores antibiotic activities against multidrug-resistant
isolates from gram-negatives species. Antimicrobial agents and Chemotherapy, 2009.

Lv, F., et al. 2011. /n vitro antimicrobial effects and mechanism of action of selected plant
essential oil combinations against four food relate microorganisms. Food Research
International, 44/2011, S. 3057-3064.

Macwan, S.R., et al. 2016. Essential oils of herbs and spices: Their antimicrobial activity and
application in preservation of food. International Journal of Current Microbiology and
Applied Sciences, 5/2016, S. 885-901.

65



Die antibakterielle Wirkung atherischer Ole Literaturverzeichnis

Magi, G., et al.. 2015. Antimicrobial activity of essential oils and carvacrol and synergy of
carvacrol and erythromycin, against clinical, erythromycin-resistant Group A Streptococci.
Frontiers in Microbiology, 6/2015.

Martucci, J.F., et al. 2015. Oregano and lavender essential oils as antioxidant and
antimicrobial additives of biogenic gelatin films. Industrial Crops and Products, 71/2015, S.
205-213.

Nagel, Dr. Geraldine. 2018. Escherichia.
www.onmeda.de/krankheitserreger/escherichia.html (Zugriff: 7. Juli 2019)

—. 0.J. Pseudomonas aeruginosa.
www.onmeda.de/krankheitserreger/pseudomonas_aeruginosa.html (Zugriff: 7. Juli 2019)
—. 2015. Staphylococcus aureus.
www.onmeda.de/krankheitserreger/staphylococcus_aureus.html (Zugriff: 7. Juli 2019)
NanoPack. 2019. The NanoPack project — safer food, less waste. www.nanopack.eu (Zugriff:
26. November 2019)

Nguyen, R. und Sun, Y. 2019. Bacitracin Topical. www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK536993/
(Zugriff: 15. Juli 2019)

Palaniappan, K. und Holley, R.A. 2010. Use of natural antimicrobials to increase antibiotic
susceptibility of drug resistant bacteria. International Journal of Food Microbiology,140/
2010, S. 164-168.

Pelissari, F. M., et al. 2009. Antimicrobial, Mechanical, and Barrier Properties of Cassava
Starch-Chitosan Films Incorporated with Oregano Essential Oil. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 57/2009, S. 7499-7504.

Perdones, A., et al. 2012. Effect of chitosan-lemon essential oil coatings on storage keeping
quality of strawberry. Postharvest Biology and Technology, 70/2012, S. 32-41.
PharmaWiki. 2012. Gramférbung. www.pharmawiki.ch/wiki/index.php?wiki=Gramfarbung
(Zugriff: 24. Oktober 2019)

—. 2019. Dimethylsulfoxid. www.pharmawiki.ch/wiki/index.php?wiki=dimethylsulfoxid
(Zugriff: 25. August 2019)

—. 2018. Probiotika. www.pharmawiki.ch/wiki/index.php?wiki=Probiotika (Zugriff: 23.
November 2019)

Prabuseenivasan, S., et al. 2006. In vitro antibacterial activity of some plant essential oils.
BMC Complementary and Alternative Medicine, 6/2006.

PubChem. Geraniol. pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Geraniol (Zugriff: 14. Juli 2019)
Purucker, K. 2010. Ergosterin. https://flexikon.doccheck.com/de/Ergosterin (Zugriff: 10.
Dezember 2019)

Rao, A,, et al. 2010. Mechanism of antifungal activity of terpenoid phenols resembles
calcium stress and inhibition of the TOR pathway. Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
54/2010, S. 5062-5069.

Rattanchaikunsopon, P. und Phumkhachorn, P. 2010. Assessment of factors influencing
antimicrobial activity of carvacrol and cymene against Vibrio cholerae in food. Journal of
Bioscience and Bioengineering, 110/2010, S. 614-619.

Rogers, K., et al. 2017. Yeast. academic.eb.com/levels/collegiate/article/yeast/77888
(Zugriff: 20. August 2019)

Rychen, G., et al. 2018. Safety of vitamin B2 (80%) as riboflavin produced by Bacillus subtilis
KCCM-10445 for all animal species. EFSA Journal, 16/2018.

Schon, G. 1999. Bakterien, Die Welt der kleinsten Lebewesen. Beck, Miinchen.

Sikkema, J., et al. 1995. Mechanisms of membrane toxicity of hydrocarbons. Microbiology
and Molecular Biology Reviews, 59/1995, S. 201-222.

66



Die antibakterielle Wirkung atherischer Ole Literaturverzeichnis

Schweizerische Normen-Vereinigung. 2007. EN ISO 20776-1. Teil 1: Referenzmethoden zur
Testung der In-vitro-Aktivitét von antimikrobiellen Substanzen gegen schnell wachsende ae-
robe Bakterien, die Krankheiten verursachen. Ausgabe: 2007-04.

Soltani, S. und Madadlou, A. 2015. Gelation characteristics of the sugar beet pectin solution
charged with fish oil-loaded zein nanoparticles. Food Hydrocolloids, 43/2015, S. 664-669.
Spektrum. 2001. Parasexualitit. www.spektrum.de/lexikon/biologie-
kompakt/parasexualitaet/8659 (Zugriff: 7. Juli 2019)

Stegmann, R., et al. 2010. Human infection associated with methicillin-resistant
Staphylococcus pseudintermedius ST71. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 65/2010, S.
2047-2048.

Stevic, T., et al. 2014. Antifungal activity of selected essential oils against fungi isolated from
medicinal plant. Industrial Crops and Products, 55/2014, 116-122.

Thieme Rompp. 2002. Mykosen. roempp.thieme.de/roempp4.0/do/data/RD-13-03622
(Zugriff: 20. August 2019)

Tikkanen, A. und Augustyn, A. 2018. Candidiasis.
academic.eb.com/levels/collegiate/article/candidiasis/19955 (Zugriff: 20. August 2019)
Vergis, J., et al. 2013. Essential Oils as Natural Food Antimicrobial Agents: A Review. Critical
Reviews in Food Science and Nutrition, 55/2013, S. 1320-1323.

Vogel, G. und Angermann, H.. 1984. dtv-Atlas zur Biologie. Deutscher Taschenbuch Verlag
GmbH & Co. KG, Miinchen. S. 58-63, 460-461. Bd. | und Ill.

Wagner, H. und Ulrich-Merzenich, G. 2009. Synergy research: Approaching a new
generation of phytopharmaceuticals. Phytomedicine, 16/2009, S. 97-110.

Wickham Laboratories Ltd. 2019. Factsheet Staphylococcus aureus.
wickhamlabs.co.uk/technical-resource-centre/fact-sheet-staphylococcus-aureus/ (Zugriff:
15. Juli 2019)

Wikipedia. 2019. Phenylpropanoid. en.wikipedia.org/wiki/Phenylpropanoid (Zugriff: 1.
September 2019)

—. 2019. Resazurin. de.wikipedia.org/wiki/Resazurin (Zugriff: 29. August 2019)

—. 2019. Triclosan. de.wikipedia.org/wiki/Triclosan (Zugriff: 26. November 2019)

Zhang, D., et al. 2011. Synergistic effects and physiological responses of selected bacterial
isolates from animal feed to four natural antibacterials and two antibiotics. Foodborne
Pathogens and Disease, 8/2011.

Zhang, Y., et al. 2016. Antibacterial activity and mechanism of cinnamon essential oil against
Escherichia coli und Staphylococcus aureus. Food Control, 59/2016, S. 282-289.
Zimmermann, E. 2009. Faktoren, welche die Chemie in der Pflanze beeinflussen.
aromapraxis.de/2009/09/17/faktoren-welche-die-chemie-in-der-pflanze-beeinflussen-
chemotypen-teil-2/ (Zugriff: 1. September 2019)

Zinoviadou, K.G., et al. 2009. Physico-Chemical properties of whey protein isolate films
containig oregano oil and their antimicrobial action against spoilage flora of fresh beef.
Meat Science, 82/2009, S. 338-345.

67



Die antibakterielle Wirkung atherischer Ole Abbildungsverzeichnis

11  Abbildungsverzeichnis

Titelbild

Abbildung 1

Abbildung 2

Abbildung 3

Abbildung 4

Abbildung 5

Abbildung 6

Abbildung 7

Abbildung 8

Abbildung 9

Abbildung 10

Abbildung 11

Laborarbeit mit Durchfiihrung des Disk-Diffusion-Tests.
Eigenes Bild.

Zellwandaufbau eines grampositiven und eines gramnegativen Bakte-
riums.

PharmaWiki. 2012. Gramfdrbung: Unterschiede zwischen gram-
positiven und gram-negativen Bakterien. www.pharmawiki.ch/wiki
/index.php?wiki=Gramfarbung (Zugriff: 24. Oktober 2019)

Bakterielle Wachstumskurve, eingeteilt in Latenz-, exponentielle, sta-
tionadre und Absterbe-Phase.

Wikipedia. 2019. Bakterielles Wachstum. de.wikipedia.org/wiki/
Bakterielles_ Wachstum (Zugriff: 22. November 2019)

Schema zu den verschiedenen Arten von Resistenzgeniibetragung.
Dantas, G. und Sommer, M.O.A. 2015. Die vielen Wege zur
Antibiotikaresistenz. Spektrum der Wissenschaft, 2015.

B. subtilis auf einer lichtmikroskopischen Aufnahme.
Eigenes Bild

E. faecalis auf einer lichtmikroskopischen Aufnahme.
Eigenes Bild

E. coli auf einer lichtmikroskopischen Aufnahme.
Eigenes Bild

P. aeruginosa auf einer lichtmikroskopischen Aufnahme.
Eigenes Bild

S. aureus auf einer lichtmikroskopischen Aufnahme.
Eigenes Bild

C. albicans auf einer lichtmikroskopischen Aufnahme.
Eigenes Bild

Beispiele fiir Platten der verschiedenen Methoden.
Eigene Bilder

Schematische Darstellung einer Mikrotitrationsplatte mit den Reihen
A-H und Spalten 1-12.

Edita Aksamitiene. o.. 96-well plate template. www.cellsig-
net.com/media/templ.html (Zugriff: 17. November 2019)

68



Die antibakterielle Wirkung atherischer Ole Abbildungsverzeichnis

Abbildung 12

Abbildung 13

Abbildung 14

Abbildung 15

Abbildung 16

Abbildung 17

Abbildung 18

Abbildung 19

Abbildung 20

Abbildung 21

Abbildung 22

Multodisc von Liofilchem, welcher am besten fiir Resistenzpriifungen
an urinalen Enterobakterien geeignet ist.

Liofilchem. 2015. Multodisc with eight antimicrobial agents.
www.liofilchem.net/en/pdf/multodisc.pdf (Zugriff: 25. September
2019)

MHK-Werte fiir S. aureus, E. faecalis und B. subtilis bei den zwélf Olen
mit dem Disk-Diffusion-Test.
Eigene Darstellung

MHK-Werte fiir E. coli, P. aeruginosa und C. albicans bei den zwolf
Olen mit dem Disk-Diffusion-Test.
Eigene Darstellung

MHK-Werte fiir S. aureus, E. faecalis und B. subtilis bei den zwélf Olen
mit dem Agardilution-Test.
Eigene Darstellung

MHK-Werte fiir E. coli, P. aeruginosa und C. albicans bei den zwolf
Olen mit dem Agardilution-Test.
Eigene Darstellung

MHK-Werte fiir S. aureus, E. faecalis und B. subtilis bei den zwélf Olen
mit dem Mikrodilution-Test.
Eigene Darstellung

MHK-Werte fiir E. coli, P. aeruginosa und C. albicans bei den zwolf
Olen mit dem Mikrodilution-Test.
Eigene Darstellung

MHK-Werte fiir S. aureus, E. faecalis und B. subtilis bei den einzelnen
Olen und deren Kombination mit dem Disk-Diffusion-Test.
Eigene Darstellung

MHK-Werte fiir E. coli, P. aeruginosa und C. albicans bei den einzelnen
Olen und deren Kombination mit dem Disk-Diffusion-Test.
Eigene Darstellung

Hemmbhof-Durchmesser fiir S. aureus, E. faecalis und B. subtilis unter
Antibiotikawirkung und deren Durchschnitt im Vergleich zu atheri-
schen Olen.

Eigene Darstellung

Hemmbhof-Durchmesser fiir E. coli, P. aeruginosa und C. albicans unter
Antibiotikawirkung und deren Durchschnitt im Vergleich zu atheri-
schen Olen.

Eigene Darstellung

69



Die antibakterielle Wirkung atherischer Ole Abbildungsverzeichnis

Abbildung 23

Abbildung 24

Abbildung 25

Abbildung 26

Abbildung 27

Abbildung 28

Abbildung 29

Abbildung 30

Abbildung 31

Abbildung 32

MHK-Werte fiir den multiresistenten S. pseudintermedius bei den vier
Olen, mit dem Disk-Diffusion-Test eruiert.
Eigene Darstellung

Mengendiagramm zur Ubersicht liber die hemmende Wirkung
von farbigen dtherischen Olen.
Eigene Darstellung

Undex Spray fresh PLUS.

Apotheke Dr. Kunz. o.J. Undex Spray fresh PLUS 75 ml. www.apothe-
kedrkunz.ch/shop/schoenheit-pflege/schoenheit-pflege-haut-haare-
naegel/undex-spray-fresh-plus-75-ml/ (Zugriff: 22. November 2019)

Oreganodlkapseln.

Amazon. o.J. Telaioils Wild Oregano Oil Softgels Capsules. High car-
vacrol, top quality, 60 soft gels.
www.amazon.de/dp/B072M7GVZ2/ref=sr_1_2_sspa?keywords=ore-
gano+06l+kapseln&qid=1574449718&sr=8-2-
spons&psc=1&spLa=ZW5jcnlwdGVkUXVhbGImaWVyPUEx-
UzYySjhCVjRWNTNHIJmMVuY3J5cHRIZEIKPUEWNDIwWN-
JIWwMVZWMkpWMkdaQkIVTCZIbmNyeXBOZWRB-
ZEIKPUEWNTUzMTU4NTVVSIpVUKYXRIYOIndpZGdIdEShbWU9c3BfYXR
mJmFjdGlvbj1jbGljalJIZGlyZWNOJmRvTM90TGINQ2xpY2s9dHI1ZQ==
(Zugriff: 22. November 2019)

Das Arzneimittel Nasobol zur Inhalation gegen Atemwegserkrankun-
gen.

Adler Apotheke. o0.J. Nasobol Inhalo 30 Brausetabletten.
www.adlershop.ch/p/4645/nasobol-inhalo-30-brausetabletten
(Zugriff: 10. Dezember 2019)

Schematische Darstellung eines Rasenausstrichs in drei Schritten.
Eigene Darstellungen

Resazurin, Resorufin und Dihydroresorufin.
Wikipedia. 2019. Resazurin en.wikipedia.org/wiki/Resazurin
(Zugriff: 23. November 2019)

Schematische Darstellung des Uberimpfungsprozesses in drei Schrit-
ten.

Eigene Darstellungen

Vier exemplarisch gewdhlte Disk-Diffusion-Test-Platten.

Eigene Bilder

Fiinf exemplarisch gewahlte Agardilution-Test-Platten.
Eigene Bilder

70



Die antibakterielle Wirkung atherischer Ole Abbildungsverzeichnis

Abbildung 33 Zwei Mikrotitrationsplatten mit der Resazurinauswertung, wo
aufgrund der Verfarbung des Lemongrassél-Resazurin-Gemisches eine
MHK-Bestimmung unmoglich war.
Eigene Bilder

Abbildung 34 Flinf Mikrotitrationsplatten mit der Resazurinauswertung, mit Unre-
gelmassigkeiten in den ersten beiden Wachstumskontrollreihen.

Eigene Bilder

Abbildung 35 Antibiotika-Test-Platten mit den Staph-Multodiscs von Liofilchem.
Eigene Bilder

71



Die antibakterielle Wirkung atherischer Ole Tabellenverzeichnis

12  Tabellenverzeichnis

Tabelle 1

Tabelle 2

Tabelle 3

Tabelle 4

Tabelle 5

Tabelle 6

Tabelle 7

Tabelle 8

Tabelle 9

Tabelle 10

Ubersicht iiber die verwendeten Mikroorganismen mit Namen der
Spezies, ATCC-Code und Biologische Schutzstufe.
Eigene Tabelle

Uberblick iiber die verwendeten Ole mit Namen des dtherischen Ols,
den getesteten Konzentrationen und dem verwendeten Filter.
Eigene Tabelle

Hemmhofdurchmesser von E. faecalis bei den verschiedenen Nel-
kendlkonzentrationen.
Eigene Tabelle

Ubersichtstabellen zur Deutung moglicher Synergien von Olkombina-
tionen.
Eigene Tabelle

Durchschnittswert-Ubersicht iiber die erhaltenen Resultate zum Disk-
Diffusion-, Agardilution- und Mikrodilution-Test der einzelnen Ole ge-
gen alle Mikroorganismen.

Eigene Tabelle

Ubersicht iiber die Hemmstirke der vier besten Ole: Nelkenbliiten-,
Zimtrinden-, Oregano- und Thymianol.
Eigene Tabelle

Ubersichtstabellen iiber meine Resultate der Antibiotika-Multodisc-
Tests und deren Deutung fiir S. aureus, E. coli und P. aeruginosa bei
den acht getesteten Antibiotika.

Eigene Tabelle

Vergleich zwischen den MHK-Werten von Hammer und meinen MHK-
Werten, welche ich mit dem Agar- und Mikrodilution-Test erhielt.
Eigene Tabelle

Ubersichtstabelle iiber die Einstufung von Mikroorganismen in die vier
Risikogruppen.
Eigene Tabelle

Ubersicht iiber die Resultate des Disk-Diffusion-Tests der dtherischen

Ole, aufgeteilt nach Olen und Mikroorganismen.
Eigene Tabelle

72



Die antibakterielle Wirkung atherischer Ole Tabellenverzeichnis

Tabelle 11

Tabelle 12

Tabelle 13

Tabelle 14

Tabelle 15

Tabelle 16

Tabelle 17

Ubersicht iiber die mit dem Agardilution-Test erhaltenen MHK-Werte
fiir die sechs Mikroorganismen bei den zwolf getesteten Olen.
Eigene Tabelle

Ubersicht iiber die OD-Auswertungen der Mikrotitrationsplatten.
Eigene Tabelle

Ubersicht iiber die mit dem Mikrodilution-Test erhaltenen MHK-
Werte fiir die sechs Mikroorganismen bei den zwolf getesteten Olen.
Eigene Tabelle

Ubersicht iiber die mit dem Disk-Diffusion-Test erhaltenen Hemmhdafe
der sechs getesteten Mikroorganismen bei den verschiedenen Olkom-
binationen in den entsprechenden Kombinationen.

Eigene Tabelle

Ubersicht iiber die gemessenen Hemmhofe der sechs getesteten Mik-
roorganismen bei den acht Antibiotika auf den Multodiscs von Lio-
filchem.

Eigene Tabelle

Ubersicht iiber die mit dem Disk-Diffusion-Test erhaltenen Hemmhdafe
fiir S. pseudintermedius bei den vier getesteten Olen in den entspre-
chenden Konzentrationen.

Eigene Tabelle

Ubersicht iiber die erhaltenen Resultate des Disk-Diffusion-, Agardilu-
tion- und Mikrodilution-Tests, in den im Resultateteil verwendeten
Farb-Kategorien.

Eigene Tabelle

73



Die antibakterielle Wirkung atherischer Ole Anhang

13  Anhang

13.1 Rohdaten
13.1.1 Resultate der dtherischen Ole mit dem Disk-Diffusion-Test

Tabelle 10: Ubersicht (iber die Resultate des Disk-Diffusion-Tests der &therischen Ole, aufgeteilt nach
Olen und Mikroorganismen (MO: S. a. = S. aureus, E. f. = E. faecalis, B. s. = B. subtilis, E. c. = E. coli,
P. a. = P. aeruginosa und C. a. = C. albicans). Die erhaltenen Hemmhofdurchmesser (in mm) der zwei
Serien bei den entsprechenden Olkonzentrationen wurden angegeben. ,— entspricht keiner sichtba-
ren Hemmung. Die Daten in Klammern zeigen entweder einen Hemmhof < 6.5 mm an, oder, neben
einer anderen Zahl, den Hemmhof einer leichten Hemmung. Lemongrassél z. B. verursachte bei C. al-
bicans einen stark hemmenden Hemmhof bis 13 mm und dariber hinaus bis 20 mm hemmte es nur
noch leicht. Bei verschiedenen Resultaten der daraus abzulesenden MHK-Werte (in %) werden die bei-
den Werte mit ,/“ getrennt angegeben.

Oreganool

MO Konzentrationen (in %) MHK (%)
4 2 1 0.5 0.25 0.125

S. a. 8.8,7.3 7.6,7.6 8.1,7.5 8,7.9 - - 0.5

E. f. 7.4,7.9 7.4,7.4 7.4,7.1 8.8,8 - - 0.5

B.s. 9.5,8.5 7.6,8.1 8.2,7.1 6.7,9 7.5,7.4 - 0.25

E.c 8.6,8.2 7.3,8.2 8.5,7.7 7.4,7.4 8,6.9 - 0.25

P. a. 7.2,6.5 7.3,7.5 6.8,7.5 7.2,7.6 - - 0.5

C. a. 9.2,7.8 7.8,8.6 7.9,8.5 8.2,7.5 8,7.5 7.8,7.9 <0.125

Thymianol

MO Konzentrationen (in %) MHK (%)
4 2 1 0.5 0.25 0.125

S. a. 7.7,7.6 7.7,7.8 6.9,6.5 - - - 1

E. f. 8.7,7.4 7.7,7.6 7,7 - - - 1

B.s. 8.2,8.2 8.2,7 7.5,7.5 -, 6.6 - - 1/0.5

E.c 8.2,8.2 8,83 7.8,7.2 - - - 1

P. a. 7.6,7 7,6.4 6.6, 6.4 - - - 1

C. a. 7.4,8.5 8.8,7.8 8.3,7.8 8.3,8.2 7.8,7.5 - 0.25

Nelkenbliitenol

MO Konzentrationen (in %) MHK (%)
16 8 4 2 1 0.5
S. a. 6.8,7.5 7.1,6.9 7.4,7 7.2,(6.2) 7.2,(6.2) 7,(6.2) <0.5/4
E.f (6.4),7.15 6.7,7.6 (6.3), 7 6.8,7.6 6.5, 7 7,7.4 <0.5
B.s. 8.2,13.3 7.8,10.4 8.3,12 7.7,7.25 7.2,6.6 6.6, 6.5 <0.5
E.c 7.7,7.7 77,8 7.5,7.4 7.6,6.7 7.5,6.9 7.5,7.1 <0.5
P. a. 7.3,7.5 7.3,7.5 7.5,6.8 6.7,7 (5.8),7 6.9,7 <0.5
C a. 25, 15 22,19 26,21 73,83 7.6,7.4 7.4,6.7 <0.5
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Zimtrindenol

\Y/[e] Konzentrationen (in %) MHK (%)
16 8 4 2 1 0.5

S. a. 19.3,21 124,142 - - - - 8

E. f. 13,14.6 8,83 - - - - 8

B.s. 17.6, 20.5 119,115 8.5,9 6.9,6.8 - - 2

E.c 12.9,9.7 8.3,8.4 6.8, — - - - 4/8

P. a. 9.1,8.4 79,7.4 6.8, — - - - 4/8

C a. 33,31.7 31.4,19.5 19.6, 14 11.1,11.7 9.3,11.3 9,6.8 <0.5

Lemongrassol

MO Konzentrationen (in %) MHK (%)
16 8 4 2 1 0.5

S. a. 6.5,7.5 (6.2), 6.6 - - - - 16/8

E. f. - - - - - - >16

B.s. 10, 9.6 8.7,8.8 7.3,8.5 6.6, — - - 2/4

E.c 7.5,7.5 7.6,7.5 73,7.1 - - - 4

P.a. - - - - - - >16

C. a. 13(20),17 9.5, 25 7.5, 10 - - - 4

Zitronenol

MO Konzentrationen (in %) MHK (%)
16 8 4 2 1 0.5

S.a. -- - - - - - >16

E. f. 8,6.8 - - - - - 16

B.s. Ol verlau- <0.5
fen/ 10.5 10, 8.5 10, 10 7.5,7.5 7.5,7.25 6.5,7

E.c - - - - - - >16

P. a. 14.5, <0.5
7.8 (14.8) 15, 13 16.5, 11 15.8,9 10.25,8.15 8.4,8

C a. 7.75, 8 - - - - - 16

Geraniendl

MO Konzentrationen (in %) MHK (%)
16 8 4 2 1 0.5

S. a. 6.9, 6.6 7.5,6.7 6.9, 6.6 6.5, 6.5 6.5,6.5 6.5, 6.5 <0.5

E. f. - - - - - - >16

B.s. 6.6, 6.5 6.5, (6.2) 6.5, — - - - 4/16

E.c 7.5, (6) (6), 7 7,7.1 - - - 4

P.a. 6.8, (6.1) - - - - - 16/>16

C a. 8.1,7.75 8.1,8.2 6.8,7.25 - - - 4

Salbeiol

MO Konzentrationen (in %) MHK (%)
16 8 4 2 1 0.5

S. a. 7.1,7.4 - - - - - 16

E. f. - - - - - - >16

B.s. - - - - - - >16

E.c - - - - - - >16

P. a. - - - - - - >16

C. a. - - - - - - >16
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Rosmarindl

\Y/[e] Konzentrationen (in %) MHK (%)
16 8 4 2 1 0.5

S. a. - - - - - - >16

E.f - - - - - - > 16

B.s. - - - - - - >16

E.c - - - - - - >16

P. a. - - - - - - > 16

C a. - - - - - - >16

Lavendel6l

\Y/[o] Konzentrationen (in %) MHK (%)
16 8 4 2 1 0.5

S. a. - - - - - - >16

E.f - - - - - - > 16

B.s. - - - - - - >16

E.c - - - - - - >16

P. a. - - - - - - > 16

C a. - - - - - - >16

Teebaumél (Farfalla)

MO Konzentrationen (in %) MHK (%)
16 8 4 2 1 0.5

S. a. - - - - - - >16

E.f. - - - - - - > 16

B.s. - - - - - - >16

E.c 6.6, — - - - - - 16/>16

P. a. - - - - - - >16

C a. - 73 - - - - - >16/16

Minzendl

MO Konzentrationen (in %) MHK (%)
16 8 4 2 1 0.5

S. a. - - - - - - >16

E.f. - - - - - - > 16

B.s. - - - - - - >16

E.c - - - - - - >16

P. a. - - - - - - >16

C a. - - - - - - >16
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13.1.2 Resultate der étherischen Ole mit dem Agardilution-Test

Tabelle 11: Ubersicht tiber die mit dem Agardilution-Test erhaltenen MHK-Werte (in %) fiir die sechs
Mikroorganismen bei den zwdlf getesteten Olen.

(o]] Mikroorganismus
S. aureus E. faecalis B. subtilis E. coli P. aeruginosa  C. albicans

Oregano 2.38 <1.19 <1.19 <1.19 2.38 <1.19
Thymian 4.76 2.38 <1.19 2.38 >4.76 <1.19
Nelke <1.19 <1.19 <1.19 <1.19 <1.19 <1.19
Zimt <1.19 <1.19 <1.19 <1.19 <1.19 <1.19
Lemongrass >4.76 >4.76 <1.19 <1.19 >4.76 <1.19
Zitrone >4.76 >4.76 >4.76 >4.76 >4.76 >4.76
Geranium >4.76 >4.76 >4.76 >4.76 >4.76 <1.19
Salbei >4.76 >4.76 4.76 >4.76 >4.76 4.76
Rosmarin >4.76 >4.76 4.76 >4.76 >4.76 4.76
Lavendel >4.76 >4.76 <1.19 >4.76 >4.76 <1.19
Teebaum 4.76 >4.76 <1.19 2.38 >4.76 <1.19
Minze >4.76 >4.76 4.76 >4.76 >4.76 4.76

13.1.3 Resultate der dtherischen Ole mit dem Mikrodilution-Test

Tabelle 12: Ubersicht tiber die OD-Auswertungen (wo méglich) der Mikrodilutionsplatten. Der Ver-
lauf der Konzentration (K.) wird in % angeben. ,Wachstum” zeigt die Wachstums-, ,,Steril” die Steril-
kontrolle an.

S. aureus

K. Thymian Geranium Teebaum Minze Wachstum Steril

16 0.1348 0.1456 | 0.0351 0.0397 | 0.034  0.0348 | 0.0718 0.0868 | 0.7258 0.8097 | 0.0351  0.0352
8 0.1104 0.1291 | 0.3545 0.3242 | 0.2744 0.2923 | 0.259  0.3061 | 0.5678 0.852 | 0.0352  0.0352
4 0.0474 0.0481 | 0.3 0.2927 | 0.0402 0.0466 | 0.5128 0.5807 | 0.7035 0.7172 | 0.0359  0.0355
2 0.0414 0.0713 | 0.2915 0.3938 | 0.365  0.5049 | 0.5758 0.6713 | 0.7439 0.678 | 0.0359  0.0371
1 0.0851 0.142 | 0.392  0.5034 | 0.6382 0.6732 | 0.7491 0.7741 | 0.7224 0.7242 | 0.0355  0.0347
0.5 0.2727 03995 | 0.4996 0.6163 | 0.6868 0.7196 | 0.7489 0.7281 | 0.7437 0.6994 | 0.0353  0.0346
0.25 | 0.4746 05717 | 0637  0.6534 | 0.727  0.7288 | 0.7286 0.721 0.7383  0.7376 | 0.0358  0.0351
0.125 | 0.7334 0.7652 | 0.7724 0.7522 | 0.7462 0.7422 | 0.7087 0.7304 | 0.807  0.7831 | 0.0348  0.0342

E. faecalis

K. Thymian Geranium Teebaum Minze Wachstum Steril

16 0.1485  0.1444 | 0.0374 0.037 | 0.0357 0.0361 | 0.0565 0.0756 | 0.4066 0.4301 | 0.0349  0.0351
8 0.0697  0.07 0.146  0.152 | 0.0447 0.0427 | 0.2056 0.276 | 0.4507 0.4417 | 0.0356  0.0345
4 0.0477 0.0516 | 0.224  0.2302 | 0.0747 0.0748 | 0.3611 0.3871 | 0.4663  0.4524 | 0.0435  0.0348
2 0.1337 0.0776 | 0.2791 02704 | 0.3739 0.3717 | 0.452  0.4089 | 0.4483 0.4251 | 0.0345  0.0351
1 0.1509  0.1263 | 0.3149 0.3601 | 0.3883  0.3901 | 0.4154 0.4081 | 0.4679 0.4478 | 0.0343  0.0346
0.5 0.3939 03251 | 03775 03775 | 0.4807 0.506 | 0.4919 0.4559 | 0.5143 0.4732 | 0.0346  0.0346
0.25 | 0.4594 04393 | 0.427  0.4443 | 0.5 0.5194 | 0.5216 0.4973 | 0.5216 0.5476 | 0.0347  0.0343
0.125 | 0.5147 0.5431 | 05056 0.4517 | 0.5257 0.5065 | 0.5654 0.4964 | 0.5531 0.5228 | 0.0345 0.0351
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E. coli
K. Thymian Geranium Teebaum Minze Wachstum Steril
16 0.1425 0.1331 | 0.0456 0.0429 | 0.0339 0.0346 | 0.0401 0.0399 | 0.3856  0.6553 | 0.0351  0.0351
8 0.0714 0.0529 | 0.0583 0.0749 | 0.0348 0.0357 | 0.069  0.0386 | 0.4441 0.7601 | 0.0374  0.0351
4 0.0518 0.0456 | 0.0356 0.1574 | 0.0352 0.0359 | 0.038  0.1218 | 0.4369 0.4906 | 0.0348  0.035
2 0.0458  0.0389 | 0.0496 0.0469 | 0.0352 0.0913 | 0.2184 0.0364 | 0.5848 0.4357 | 0.0346  0.0349
1 0.0389 0.0377 | 0.1045 0.1347 | 0.2307 0.3058 | 0.3292 0.3424 | 0.4288 0.4583 | 0.0346 0.0344
0.5 0.0688 0.1392 | 0.0576 0.1043 | 0.3655 0.4305 | 0.3382 0.3896 | 0.6421 0.6133 | 0.0347  0.0351
0.25 | 00372 0.2902 | 0.2109 0.3912 | 0.3608 0.3428 | 0.402  0.3964 | 0.5743 0.7143 | 0.0347  0.0342
0.125 | 0.1101 0.3129 | 04459 0.3482 | 0.4918 0.6704 | 0.4178 0.5691 | 0.5973 0.6079 | 0.0347  0.0342
P. aeruginosa
K. Thymian Geranium Teebaum Minze Wachstum Steril
16 0.1374 0.1275 | 0.0423 0.0425 | 0.0362 0.0351 | 0.3145 0.348 | 0.6115 0.786 | 0.035  0.0353
8 0.0884 03004 | 0.5762 0.5485 | 0.1273 0.0668 | 0.5543  0.5801 | 0.6746 0.8241 | 0.035  0.0355
4 0.1119 0362 | 0.6037 0.5243 | 0.5217 0.528 | 0.6381 0.6044 | 0.7819 0.8335 | 0.0351  0.035
2 0.2639 0.4028 | 0.5186 0.5197 | 0.6158 0.6609 | 0.6761 0.7243 | 0.8349 0.8776 | 0.0348  0.0346
1 0.3546 0.4667 | 0.5363 0.5848 | 0.6588 0.7411 | 0.7456 0.7773 | 0.859  0.8853 | 0.0345  0.0345
0.5 0.411  0.5244 | 0.5945 0.6657 | 0.7074 0.7433 | 0.7828 0.8253 | 0.8908 0.8326 | 0.0345  0.0346
0.25 | 05246 0.5667 | 0.6859 0.733 | 0.7564 0.7565 | 0.7983 0.8218 | 0.8199 0.7601 | 0.0346  0.0346
0.125 | 05554 0.6452 | 0.7142 0.7643 | 0.7774 0.805 | 0.8392 0.8297 | 0.8478 0.825 | 0.0347 0.035
S. aureus
K. Lavendel Salbei Rosmarin Oregano Wachstum
16 0.0417 0.0399 | 0.0397 0.043 | 0.0385 0.0387 | 0.0699 0.0781 | 0.0466 0.0463 0.0446  0.0449
8 0.0405 0.041 | 0.0459 0.0527 | 0.04 0.0407 | 0.0509 0.0537 | 0.3247 0.3813 0.3868  0.4559
4 0.364  0.3632 | 0.0529 0.0485 | 0.0415 0.042 | 0.044  0.0535 | 0.3774 0.4445 0.5262  0.5552
2 0.5009 0.4829 | 0.0446 0.0441 | 0.0411 0.043 | 0.048  0.0453 | 0.3853 0.4342 0.5178 0.6034
1 0.5696  0.5291 | 0.4937 0.5188 | 0.046  0.0486 | 0.0412 0.0454 | 0.4138 0.4397 0.5232  0.5987
0.5 0.6089 0.5814 | 0.505  0.471 | 0.4513 0.3249 | 0.0417 0.0421 | 0.4248 0.5596 0.5444 0.6166
0.25 | 05617 05679 | 0.5388 0.5248 | 0.4584 0.3733 | 0.0407 0.3444 | 0.4096 0.5428 0.5786  0.6097
0.125 | 05357 0.5691 | 0.5503 0.5656 | 0.5234 0.5155 | 0.3719 0.3784 | 0.4904 0.5666 0.5965  0.6359
E. faecalis
K. Lavendel Salbei Rosmarin Oregano Wachstum
16 0.044  0.0428 | 0.0397 0.0396 | 0.0398 0.0391 | 0.0896 0.0926 | 0.0527 0.0471 0.0465  0.0452
8 0.0417 0.0697 | 0.0463 0.043 | 0.0397 0.0402 | 0.043  0.0484 | 0.4773 0.5073 0.508  0.5944
4 0.3518 0.1935 | 0.0516 0.0616 | 0.0527 0.0423 | 0.0423 0.0448 | 0.4448 0.5123 0.5281 0.6994
2 0.5179  0.4147 | 0.0733 0.0788 | 0.0621  0.0512 | 0.0426 0.0422 | 0.4377 0.511  0.524  0.7113
1 0.6 0.62 0.4974 05571 | 0.1641 0.0629 | 0.0409 0.0414 | 0.5105 0.5458 0.5518  0.658
0.5 0.6762 0.6635 | 0.6352 0.6069 | 0.5799 0.3096 | 0.4713 0.2924 | 0.5102 0.6015 0.5478 0.6766
0.25 | 07535 0.7595 | 0.755  0.7306 | 0.6728 0.5454 | 0.4791 0.5186 | 0.5598 0.7489  0.5475  0.7451
0.125 | 06939 0.7515 | 0.728  0.6233 | 0.6207 0.5969 | 0.704  0.4781 | 0.6293 0.5545 0.6091  0.7207
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B. subtilis
K. Lavendel Salbei Rosmarin Oregano Wachstum
16 0.0411 0.0408 | 0.0394 0.039 | 0.0395 0.0393 | 0.0882 0.0815 | 0.1713 0.0745 0.045  0.046
8 0.0478 0.0405 | 0.0496 0.0402 | 0.0406 0.0421 | 0.0465 0.0466 | 0.2821 0.4141 0.6024  0.4823
4 0.0397 0.0406 | 0.0408 0.0446 | 0.0405 0.0409 | 0.0458 0.0465 | 0.0412 0.5543 0.3472  0.5569
2 0.0418 0.0404 | 0.1958 0.1212 | 0.0424 0.0415 | 0.0418 0.0429 | 0.0905 0.5367 0.372  0.4292
1 0.0413 05323 | 03123 0.2639 | 0.3441 0.0418 | 0.0414 0.0432 | 04942 0.5282 0.5207 0.4352
0.5 0.3264 05409 | 0.375  0.467 | 02509 0.194 | 0.0409 0.0419 | 0.5774 0.6035 0.4243  0.6259
0.25 | 0.4546 05277 | 03675 0.5165 | 0.4619 0.4498 | 0.041  0.4919 | 0.3891 0.5901 0.4429  0.5009
0.125 | 05393 0.6708 | 0.6953 0.7248 | 0.6723 0.7064 | 0.7182 0.6917 | 0.6552 0.6818 0.6627  0.5247
E. coli
K. Lavendel Salbei Rosmarin Oregano Wachstum
16 0.0404 0.0578 | 0.0398 0.0392 | 0.0408 0.0387 | 0.0858 0.084 | 0.046  0.0462 0.0454 0.0444
8 0.0394 0.0422 | 0.0456 0.0568 | 0.0405 0.0389 | 0.0571 0.072 | 0.0407 0.3427 0.4867 0.5716
4 0.0432 0.0398 | 0.0405 0.0521 | 0.0448 0.0423 | 0.0557 0.0605 | 0.0423 0.2311 0.3813  0.5105
2 0.0525 0.0469 | 0.0404 0.0475 | 0.045  0.0423 | 0.0475 0.0515 | 0.0437 0.2176 0.3854  0.5047
1 0.0404 0.0411 | 02279 0.2128 | 0.0537 0.042 | 0.0409 0.0502 | 0.0467 0.2265 0.3917 0.5168
0.5 0.3686 03239 | 0.2772 0.2572 | 0.0485 0.0418 | 0.0412 0.0471 | 0.0495 0.2358 0417  0.5507
0.25 | 03795 02994 | 0.2915 0.2863 | 0.198  0.045 | 0.0399 0.0415 | 0.0627 0.2762 0.4428 0.5881
0.125 | 03695 0.3621 | 0.3081 0.2867 | 0.2668 0.1213 | 0.04 0.0411 | 0.132 0345  0.4782 0.6467
P. aeruginosa
K. Lavendel Salbei Rosmarin Oregano Wachstum
16 0.0393 0.0395 | 0.041  0.038 | 0.0387 0.0381 | 0.0921 0.0978 | 0.0465 0.0456 0.0443  0.0441
8 0.1407 0.1924 | 0.0387 0.0502 | 0.0396 0.0402 | 0.0467 0.0541 | 0.3872 0.3895 0.5082  0.6425
4 0.33 0.3854 | 0.0492 0.04 0.0402 0.0405 | 0.0561 0.0464 | 0.4312 0.4366 0.5279  0.5428
2 0.3966 0.4522 | 0.0713 0.0485 | 0.0428 0.0411 | 0.042  0.0443 | 0421 0468  0.5802 0.5731
1 0.4857 0.4637 | 0.5076 0.4704 | 0.0498 0.0433 | 0.0409 0.0412 | 0.4169 04733 0.5128 0.6192
0.5 0.5689 0.5461 | 0.5137 0.5018 | 0.5004 0.3551 | 0.0406 0.041 | 0.4611 0.5338 0.5611  0.6329
0.25 | 06621 06168 | 0.5426 0.5146 | 0.4651 0.4335 | 0.3326 0.3884 | 0.4392 0.5338 0.6022 0.6512
0.125 | 0.6048 0.5667 | 0.4975 0.5491 | 0.5098 0.4488 | 0.438  0.4188 | 0.5639 0.6177 0.6649  0.5809
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Anhang

Tabelle 13: Ubersicht tiber die mit dem Mikrodilution-Test erhaltenen MHK-Werte (%) fiir die sechs
Mikroorganismen bei den zwdlf getesteten Olen — zur Ubersichtlichkeit auf zwei Blécke aufgeteilt.
,OD" zeigt das Resultat mit der Auswertung anhand der optischen Dichte, ,Resazurin” das Resultat
anhand der Resazurinauswertung. ,,—“ steht, wenn kein Wert aufgrund unterschiedlicher Faktoren
bestimmt werden konnte. ,k. W.” heisst, dass der Mikroorganismus auch nach langerer Inkubation
kein Wachstum zeigte.

Ole Mikroorganismen

S. aureus E. faecalis B. subtilis

oD Resazurin oD Resazurin oD Resazurin
Oregano 0.25,0.5 0.25,0.5 1 1 0.25,0.5 0.25,0.5
Thymian 1 - 4,2 - k.W. k.W.
Nelke - <0.125 - <0.125 - <0.125
Zimt - <0.125 - <0.125 - <0.125
Lemongrass | — - - 1,2 - 0.25
Zitrone - 4 - 4 - 4,>16
Geranium 16 - 16 - k.W. k.W.
Salbei 2 2 2 4 4 4
Rosmarin 1 1 2,1 2,1 2,1 2,1
Lavendel 8 8 8 8 1,2 1,2
Teebaum 16 - 4 - k.W. k.W.
Minze 16 - 16 - k.W. k.W.
Ole Mikroorganismen

E. coli P. aeruginosa C. albicans

oD Resazurin oD Resazurin oD Resazurin
Oregano <0.125 <0.125 0.5 0.5 - 1,2
Thymian 0.25,1 - 4,16 - k.W. k.W.
Nelke - <0.125 - 0.25 - 1,0.5
Zimt - <0.125 - 0.25 - 0.5
Lemongrass | — 0.25,<0.125 | - - - > 16
Zitrone - 8,>16 - 8 - >16
Geranium 2,8 - 16 - k.W. k.W.
Salbei 2 2 2 4 - 16,> 16
Rosmarin 0.5, 0.25 0.5,<0.125 1 2 - >16
Lavendel 1 1 > 16 > 16 - > 16
Teebaum 2,4 - 8 - k.W. k.W.
Minze 4,8 - >16 - k.W. k.W.
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13.1.4 Resultate der Synergie-Tests von Olkombinationen

Tabelle 14: Ubersicht tiber die mit dem Disk-Diffusion-Test erhaltenen Hemmhéfe (in mm) der sechs
getesteten Mikroorganismen bei den drei verschiedenen Olkombinationen in den entsprechenden
Konzentrationen. ,—“ entspricht keiner sichtbaren Hemmung. Die daraus ablesbaren MHK-Werte (in
%) sind daneben aufgefiihrt. Bei Unterschieden in den zwei Serien werden beide Werte angegeben.

Kombination aus Oregano- und Thymiandl

MO Konzentrationen (in %) MHK
8 4 2 1 0.5 0.25 0.125

S. a. 6.8,8 7.2,- - - - - - 4/8

E. f. 6.9, 8.5 6.5, 8.5 - - - - - 4

B.s. 9.2,10.5 7.2,6.5 7.4, - - - - - 2/4

E.c -, 8.5 7.1,7.5 7.4,8.2 - - - - 2

P. a. 75,7 - - - - - - 8

C. a. 8.9,10.7 6.9,7.7 8.1,7.5 - - - - 2

Kombination aus Lavendel- und Nelkenbliitenél

MO Konzentrationen (in %) MHK
8 4 2 1 0.5 0.25 0.125

S. a. 7.3,9.3 - - - - - - 8

E. f. - - - - - - - >8

B.s. 6.8,7.2 - - - - - - 8

E.c 7.4,7.1 - - - - - - 8

P. a. - 7.2 - - - - - - >8/8

C. a. 16.8, - 7.9 - - - - - 8/4
12.7

Kombination aus Teebaum- und Zimtrindendl

MO Konzentrationen (in %) MHK
8 4 2 1 0.5 0.25 0.125

S. a. 10.3,6.6 - - - - - - 8

E. f. -7 - - - - - - >8/8

B.s. 7.3,85 - - - - - - 8

E.c 7.9,7.1 - - - - - - 8

P. a. 7.1,6.8 - - - - - - 8

C a. 17.7, 8.7,7.3 - - - - - 4
16.4

13.1.5 Resultate der Antibiotika-Multodisc-Tests

Tabelle 15: Ubersicht tiber die gemessenen Hemmhéfe (in mm) der sechs getesteten Mikroorganis-
men (MO) bei den acht Antibiotika auf den Multodiscs von Liofilchem (Cefoxitin (FOX), Levofloxacin
(LEV), Netilmicin (NET), Tetracyclin (TE), Erythromycin (ERY), Gentamicin (CN), Rimfampicin (RD) und
Linezolid (LNZ)). ,,—“ entspricht keiner sichtbaren Hemmung, die Werte in Klammern geben eine leichte
Hemmung oder einen Hemmhof mit Subpopulationen an.

M.O. FOX LEV NET TE ERY CN RD LNZ
S.a. - 26 20 18 (24)  (24) 21 12 -
Ef - 19(25) 17 12 - 20 7 -
B.s. (22) 30 20 25 (13) 23 12 (15)  (8)
E.c - 30 19 13 - 19 7 -
P.a. - 27 18 11 - 19 6.3 -
Ca. - - - - - - - -
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13.1.6 Resultate des Disk-Diffusion-Tests bei S. pseudintermedius

Tabelle 16: Ubersicht {iber die mit dem Disk-Diffusion-Test erhaltenen Hemmhéfe (in mm) fiir S. pseu-
dintermedius bei den vier getesteten Olen in den entsprechenden Konzentrationen. ,—“ entspricht kei-
ner sichtbaren Hemmung. Bei Unterschieden zwischen den MHK-Werten zweier Serien werden die
beiden Resultate getrennt angegeben.

Staphylococcus pseudintermedius

ol Konzentrationen (in %) MHK (%)
16 8 4 2 1 0.5

Oregano 6.7, - - - - - - 16/>16

Thymian 19.5,7.8 - - - - - 16

Nelke 95,114 - - - - - 16

Zimt 15,7.8 - - - - - 16

13.1.7 Zusammenfassung aller Resultate

Tabelle 17: Uberischtstabelle iiber die erhaltenen Resultate des Disk-Diffusion-, Agardilution- und
Mikrodilution-Tests, in den im Resultateteil (vgl. Kapitel 5) verwendeten Farb-Kategorien (griin = starke
Hemmung, gelb = mittlere Hemmung, rot = schwache oder gar keine Hemmung).

| Grampositive Bakterien | | Gramnegative Bakterien | | Hefepilz |
sa Ef. B.s Ec. Pa. Ca.
] oregano H'E Il N N 'l .
Thymian HE BN [ H'E EEE BN
Nelke Il Il B D B e
zimt = B = HE
temongrass [N =1 = = =
o
% Zitrone L1 i I N 1
% Geranium I N [ | [
salbei I [ I H B
Rosmarin Il B Bl IS BN B'E
Lavendel A 1 I N N
Teebaum HEE 11 ] (| (=
|| minze Il EE N - = a8
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13.2 Bilder (Auswahl)

Hier im Anhang befindet sich nur eine Auswahl aller Bilder meiner ausgewerteten Platten.
Zum einen befinden sich folgende Bilder im Anhang, weil es fiir das Verstandnis meiner Arbeit
(insbesondere der Diskussion) wichtig ist, die Platten betrachten zu kénnen und sich ein Bild
der genannten Unregelmassigkeiten machen zu kénnen. Zum anderen habe ich gewisse Bilder
exemplarisch ausgewahlt, damit Sie sich als Leserin/Leser etwas unter den Resultaten/Aus-
wertungen der einzelnen Methoden und Experimente vorstellen kénnen.

Die Bilder aller Platten wurden auf einem externen USB-Stick gespeichert und der Originalar-
beit beigeflgt.

13.2.1 Disk-Diffusion-Test-Platten

Abb. 31: Vier exemplarisch gewdhlte Disk-Diffusion-Test-Platten. Oben links ist eine C. albicans-Platte
mit Nelkenblitendl zu sehen: Gewisse Hemmhofe sind sehr gross, jedoch meist ohne klare Rander.
Der Hefepilz wurde bis in die tiefste Konzentration gehemmt. Oben rechts befindet sich das Abbild
einer B. subtilis-Platte mit Zimtrindendl mit grossen und klaren Hemmhofen. Unten links ist eine E. coli-
Platte mit Oregandl zu sehen. Die Hemmhdofe sind klein, jedoch sehr klar. Unten rechts auf der
P. aeruginosa-Platte mit Lavendeldl ist keine Hemmung zu verzeichnen.

Die Platten, auf denen Olkombinationen auf Synergien getestet wurden, sowie die S. pseudinterme-
dius-Platten sehen gleich aus.
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Abb. 32: Finf exemplarisch gewahlte Agar-
dilution-Test-Platten. Oben links befindet
sich die Kontrollplatte (Wachstumskontrolle
der Mikroorganismen, ohne Hemmstoff).
Oben rechts ist die Platte mit 4.76 % Nelkenol
zu sehen, bei welcher der Hemmstoff alle
Mikroorganismen komplett hemmte. Auffal-
lig sind die Oltrépfchen, welche sich im Agar
bildeten (vgl. 6.1).

Die weiteren drei Bilder sind Salbeiblplatten
mit verschiedenen Hemmstoffkonzentratio-
nen (Mitte links: 1.19 %, Mitte rechts:
2.38 % und unten links 4.76 %). Im Vergleich
zur Kontrollplatte kann keine, eine leichte

oder eine starke Hemmung der sechs Mikro-
organismen festgestellt werden.

13.2.2 Agardilution-Test-Platten
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13.2.3 Mikrodilution-Test-Platten
D+ 44444044444

+++44444
z¢+++¢+'

¢¢++¢¢:

Abb. 33: Zwei Mikrotitrationsplatten (Spalten 1+2: Zlmtrmdenol Spalten 3+4: Nelkenol Spalten
5+6: Lemongrassol; Spalten 7+8: Zitronendl; Spalten 9-12: Wachstumskontrollreihen) mit der
Resazurinauswertung (links: S. aureus, rechts: P. aeruginosa). Fiir Lemongrassol konnte keine MHK
bestimmt werden, weil sich jeweils in den Konzentrationen 8-16 % die Ol-Resazurin-Mischung aty-
pisch verfarbte. Weil hier die Kolonne durchgehend eine rosa-violette Farbe aufweist, ist eine
MHK-Bestimmung unmoglich (vgl. 6.6).
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Abb. 34: Fiunf Mikrotitrationsplatten (Spalten
142: Lavendeldl; Spalten 3+4: Salbeidl; Spalten
| 546: Rosmarindl; Spalten 7+8: Oreganoél; Spal-
ten 9-12: Wachstumskontrollreihen) mit der
Resazurinauswertung (oben links: S. aureus,
.~ oben rechts: E. faecalis, Mitte links: B. subtilis,
@  Mitterechts: E. coli, unten links: P. aeruginosa).

' Die ersten beiden Wachstumskontrollreihen
. weisen Unregelmadssigkeiten auf (vgl. 6.6).
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13.2.4 Antibiotika-Multodisc-Test-Platten

Abb. 35: Antibiotika-Test-Platten mit den Staph-Multodiscs von Liofilchem (oben links: S.
aureus, oben rechts: E. faecalis, Mitte links: B. subtilis, Mitte rechts: E. coli, unten links: P.
aeruginosa, unten rechts: C. albicans). Beim schwarzen Pfeil befindet sich das Cefoxitin-
(FOX)-Plattchen. Die Antibiotikareihenfolge lautet im Gegenuhrzeigersinn Levofloxacin
(LEV), Netilmicin (NET), Tetracyclin (TE), Erythromycin (ERY), Gentamicin (CN), Rifampicin
(RD) und Linezolid (LNZ).
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13.3 Spezifikationen der Ole
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