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Proprieta antimicrobiche di prodotti di origine vegetale per il trattamento di patologie infettive
del basso tratto genitale femminile

SUMMARY

The phlogistic-infectious diseases of the lower female genital tract are one of the most widespread obstetric-
gynecologic issues, due to treatment failures that cause frequent relapses and to the adverse effects of some
commonly used drugs.The most common vaginal syndromes are due to uncontrolled growth of bacteria or fungi
which replace the normal vaginal flora, causing phlogistic and infectious based diseases. These infections are
treated with anti-inflammatory and antibiotic therapy; however, the emergence of resistant strains and the ability
of many microorganisms to grow inside biofilms severely reduce the repertoire of useful agents.Thus, in the last
years increasing interest has been focused toward compounds of plant origin with anti-microbial properties.

In the present work, we studied the antimicrobial activity of fractions obtained from endemic plants of Sardinia
towards microorganisms that frequently are involved in vaginal infectious diseases: Streptococcus agalactiae,

Gardnerella vaginalis and Candida albicans.

INTRODUZIONE

Le patologie flogistico-infettive del basso tratto

genitale femminile rappresentano uno dei piu dif-

fusi problemi ostetrico-ginecologici, per le fre-
quenti recidive e/o fallimenti terapeutici e per gli

effetti avversi di alcuni dei farmaci impiegati (1).

La sindrome vaginale piu diffusa ¢ dovuta a una

crescita incontrollata di batteri o miceti, che spiaz-

zano la normale flora vaginale e determinano I’in-

sorgenza di patologie flogistico-infettive (3, 6).

Queste infezioni sono affrontate con una terapia

antibiotica ¢ antinflammatoria che, tuttavia, pre-

senta una serie di problemi:

I) ¢ sempre piu frequente la comparsa di ceppi
microbici resistenti ai farmaci utilizzati: que-
sto rende difficoltoso il loro controllo (2);

IT) molti microrganismi crescono all’interno di
biofilm oltre che in forma planctonica: questo
li rende piu resistenti nei confronti di antibat-
terici, disinfettanti, pH estremi e difese dell’o-
spite (4).

Per questi motivi negli ultimi anni ¢ aumentato

I’interesse verso 1’'uso di agenti antimicrobici di

origine vegetale, soprattutto per uso topico (5).

L’applicazione topica ¢ sicuramente vantaggiosa,

poiché permette ai principi attivi di agire diretta-

mente nella sede d’infezione, evitando la sommi-
nistrazione sistemica e il conseguente metaboli-
smo a livello gastrointestinale ed epatico.

In tal senso, € stata studiata ’attivita antimicrobi-
ca di alcune frazioni ottenute da specie vegetali
endemiche della Sardegna.

MATERIALI E METODI

Materiale vegetale ed estrazione.

Il seguente materiale vegetale (500 g) ¢ stato rac-
colto nel 2010 e nel 2011 in diverse localita della
Sardegna: parti aeree di Vinca sardoa (Stearn)
Pign., Apocynaceae (Iglesias); foglie di Arbutus
unedo L., Ericaceae (Jerzu); foglie di Stachys glu-
tinosa L., Lamiaceae (Jerzu); fiori di Asphodelus
ramosus L., Liliaceae (Iglesias); parti aeree di
Buplerum fruticosum L., Apiaceae (Osini); parti
aecree di Glechoma sardoa Beg., Lamiaceae
(Gennargentu). Mediante macerazione in etanolo
(2.5 L x 3 volte) e rimozione del solvente, sono
stati ottenuti i relativi estratti etanolici.

Ogni estratto ¢ stato quindi disciolto in modo
sequenziale con n-esano, acetato di etile e meta-
nolo, ottenendo le relative frazioni esanica, etila-
cetica e metanolica.

Test di attivita antimicrobica.
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L’attivita microbicida delle frazioni ¢ stata valuta-
ta identificando la Minima Concentrazione
Inibente (MIC) nei confronti dei ceppi di riferi-
mento di tre microrganismi fra i piu rilevanti
nella patogenesi del basso tratto genitale femmi-
nile: Streptococcus agalactiae ATCC13813,
Gardnerella vaginalis ATCC14018, Candida
albicans ATCC90028.

Le MIC sono state valutate con il metodo della
microdiluizione in brodo, utilizzando terreni e
condizioni di incubazione riassunti in Tabella 1.
Brevemente: 5x10° microrganismi sono stati ino-
culati in 200 pl di terreno A addizionato con dilui-
zioni seriali di estratto e incubati come indicato in
Tabella 1.

La natura idrofobica dei campioni da saggiare
rende difficoltosa la valutazione diretta del fest:
specialmente alle concentrazioni piu elevate il
contenuto del pozzetto appare torbido a prescin-
dere dalla presenza o meno di crescita microbica,
facendo cosi venir meno il principio visivo del
test. Per ovviare al problema, 5 pl di brodocoltura
sono stati ulteriormente seminati su terreno solido
(B), in modo da valutare la presenza o meno di
batteri vivi.

RISULTATI

I risultati preliminari indicano livelli di suscettibi-
lita molto diversi da parte dei tre microrganismi
nei confronti delle frazioni studiate. G vaginalis
ha mostrato una buona suscettibilita a diverse fra-
zioni, con MIC spesso < 200 pg/ml (Tabella 2).
Nei casi in cui erano disponibili campioni raccol-
ti in due annate diverse, alcune frazioni hanno
presentato un differente livello di attivita, proba-
bilmente dovuto a differenze nei costituenti chi-
mici del materiale vegetale tra i due anni di rac-
colta.

S. agalactiae ¢ risultato suscettibile solo a concen-
trazioni elevate (dell’ordine di mg/ml) di frazioni
di Stachys glutinosa (Tabella 3), mentre ha
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CONCLUSIONI

Vista la complessita di gestione con farmaci con-
venzionali delle patologie flogistico-infettive del
basso tratto genitale femminile, ¢ interessante
aver riscontrato attivita antimicrobica in alcune
delle frazioni saggiate.

I risultati ottenuti hanno comunque carattere pre-
liminare e dovranno essere confermati, verifican-
do con particolare attenzione le differenze riscon-
trate tra frazioni raccolte in annate diverse.

In una fase successiva, lo studio sara rivolto a
identificare i principi responsabili dell’attivita
microbicida all’interno delle diverse frazioni.

Tabella 2. MIC nei confronti di G. vaginalis (ug/ml).

SPECIE FRAZIONE ANNO DI
VEGETALE RACCOLTA
2010 2011
Vinca sardoa Esanica 78 312
Etilacetica 2500 2500
Metanolica 2500 2500
Arbutus unedo Esanica 39 78
Etilacetica 39 39
Metanolica 312 2500
Stachys glutinosa Esanica 19.5 19.5
Etilacetica 19.5 4.9
Metanolica 19.5 19.5
Asphodelus ramosus ~ Esanica 19.5 /
Etilacetica 39 /
Metanolica 39 /
Buplerum fruticosum  Esanica 19.5 /
Etilacetica 312 /
Metanolica 625 /
Glechoma sardoa Esanica / 2.4
Etilacetica / 312
Metanolica / 1250

Tabella 3. MIC nei confronti di S. agalactiae (mg/mi).

: SPECIE FRAZIONE ANNO DI
mostrato MIC > 10 mg/ml (la piu alta concentra-  yEGETALE RACCOLTA
zione saggiata) per tutte le altre frazioni. 2010 2011
C. albicans ¢ risultata resistente a quasi tutte le . .

.. g . . . tachys glutinosa Esanica 25 25
frazioni saggiate. Solo la frazione esanica di G —

s . . Etilacetica 5 1.25
sardoa presentava una blanda attivita antifungina, -
con una MIC pari a 5 mg/ml. Metanolica 125  /
Tabella 1. Terreni e condizioni di crescita utilizzati per la valutazione delle MIC.

Microrganismo Terreno A Condizioni di incubazione Terreno B
(microdiluizione) (conferma attivita microbicida)

S. agalactiae BHI broth 24 ha37°C BHI agar

G. vaginalis Brucella broth 2 48 h a 37°C in 6%CO: Columbia agar sangue

C. albicans RPMI broth 24 ha30°C Sabouraud agar

2 :alcuni estratti presentano attivita emolitica: questo rende inutilizzabili i terreni addizionati con sangue.
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