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ABSTRACT

Despite the remarkable advancements in medical research during last

century, infectious diseases still remain one of the leading causes of death

worldwide, and the emergence of multidrug resistance has made formerly

easy-treatable infections severe life threats. This situation urges the discov-

ery of new antimicrobial drugs or resistance-modifying agents as efflux

pump inhibitors to control such infections. 

Plants have long been traditionally used to prevent or cure infectious

conditions all over the world, and also in Sardinia region (Italy).

For this reason the potential antimicrobial properties of plant extracts

of Camellia sinensis and Myrtus communis and natural products from

Diplodia cupressi have been explored on a collection of different

pathogens including typhoidal Salmonella, E.coli, Streptococcus agalactiae

and viridans, Enterococcus faecalis and Candida spp, and influenza virus .

Further we tested these extracts in MDR Salmonella Typhi strains to

explore the potential inhibitory activity of the efflux pumps whose overex-

pression rendered antibiotics therapeutically ineffective in MDR strains.

The results obtained showed that the extracts of C. sinensis and D.

cupressi exhibited bactericidal activity against MDR Salmonella Typhi and

a wide range of pathogens Interestingly in MDR S. Typhi the extracts of D.

cupressi and C. sinensis exerted a inhibitory effux pumps effect inducing a

reversal of tetracycline resistance. 
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Furthermore M. communis extract showed high anti-viral activity

against influenza virus (H3N2). This finding could be useful in realizing

promising antimicrobials for the treatment of typhoid fever caused by

S.Typhi and influenza virus.  
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INTRODUZIONE

«Fai del tuo alimento la tua medicina e della tua medicina il tuo alimen-

to». Le parole di Ippocrate (V secolo A.C.) stanno assumendo oggi un

significato più profondo grazie al rinnovato interesse nei confronti dei pro-

dotti di origine naturali, in particolare a quelli di origine vegetale. Le tra-

dizioni popolari sono ricche di notizie concernenti gli effetti curativi di

alcune piante e/o frazioni di queste tanto che lo stesso Ippocrate citava il

rimedio come terzo strumento del medico accanto al tocco e alla parola. Le

piante, infatti, rappresentano una fonte rinnovabile ed inesauribile di mole-

cole bioattive, tra cui si riscontrano composti antimicrobici spesso dotati

di diversi meccanismi d’azione ed effetti additivi o sinergici. Tali proprietà

possono essere dovute agli innumerevoli metaboliti secondari che svolgo-

no per la pianta varie funzioni ecologiche (repellenza, difesa dagli erbivo-

ri, lotta contro altre specie vegetali per il controllo delle risorse, difesa dai

parassiti, attrazione degli impollinatori, ecc.) e che hanno mostrato impor-

tanti attività farmacologiche. Possiamo, senz’altro, considerare le piante

come le principali fornitrici di sostanze medicamentose e considerarle quali

contenitori dinamici di sostanze chimiche attive (Firenzuoli, 2008).

Nonostante la scoperta di sostanze con attività antimicrobica (batteri, virus

e funghi) abbia rivoluzionato il trattamento delle malattie infettive, negli

anni si sono sviluppati e diffusi microrganismi farmaco resistenti.

La resistenza agli antibiotici, pur non coinvolgendo in egual misura
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tutte le specie batteriche e le classi di agenti antimicrobici, costituisce un

problema sanitario che ha assunto ormai rilevanza mondiale e condiziona

l’efficacia del trattamento farmacologico.

Sulla base di queste considerazioni questa tesi si è orientata principal-

mente allo studio delle possibili attività antimcrobiche di due specie vege-

tali: il Te verde (Camellia sinensis) ed il Mirto (Myrtus communis).

La pianta del Te verde (C. sinensis) appartiene alla famiglia delle

Theaceae ed è estesamente coltivata nelle regioni tropicali e subtropicali

del mondo. La C. sinensis è un arbusto eretto, dalle foglie ovato-acumina-

te, con il margine dentato, di colore verde-chiaro lucente; i fiori semplici di

piccole dimensioni, di colore bianco, portano numerosi stami color giallo-

oro; è originaria della parte continentale del Sud e Sudest Asiatico, ma ad

oggi è coltivata in tutto il mondo, soprattutto in regioni a clima tropicale e

subtropicale. Allo stato naturale può crescere ben oltre i due metri ma, per

facilitarne la coltivazione, generalmente si mantiene a dimensioni di cespu-

glio sempreverde o di piccolo albero. Le radici sono forti e i fiori possono

bianchi o gialli. Le foglie sono lunghe dai 4 ai 15 cm, e larghe dai 2 ai 5

cm. Una foglia fresca contiene circa il 4% di caffeina. La bevanda era

conosciuta già dal 2752 A.C. quando l’imperatore della Cina Shen-Nung

introdusse il suo utilizzo bollendo alcune foglie della pianta del Te nella sua

coppa regale. Oggi il Te verde è considerata una bevanda di uso quotidia-

no in tutto il mondo e particolarmente in Asia. Le proprietà benefiche che

si attribuiscono a questa bevanda sono dovute in massima parte alla pre-
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senza di polifenoli; essi costituiscono circa il 30% del peso secco della

foglia ma questa percentuale può variare a seconda dell’età, della porzione

di pianta o dal metodo di estrazione utilizzato. La massima concentrazio-

ne si ottiene eseguendo l’estrazione ad una temperatura di 95 oC per 10

minuti, mentre la loro degradazione avviene a temperature più elevate e in

tempi prolungati. Tra i polifenoli contenuti nel Te verde, le catechine sono

le più rappresentate e sono suddivise in differenti classi: epigallocatechino-

gallati (EGCG), epigallocatechine (EGC), epicatechinogallati (ECG) e le

epicaechine (EC); le EGCG sono le più rappresentate (Perva, 2006). 

Il Mirto (M. communis) appartiene alla famiglia delle Myrtacee ed è un

arbusto che raggiunge 1-3 metri di altezza, tipico della macchia mediterra-

nea, molto comune in Sardegna. Le foglie sono coriacee, opposte, glabre

con numerose ghiandole aromatiche. I fiori sono bianchi, singoli e molto

appariscenti. Il tempo di fioritura va da Maggio a Giugno. Le bacche sono

blu-nere quando mature o più raramente bianche e molto aromatiche; i

semi sono bianchi, allungati e coperti da uno spesso rivestimento. La frut-

tificazione va da ottobre a novembre (Camarda e Valsecchi, 1983). Il Mirto

è ampiamente diffuso nell’area del Mediterraneo ed in Sardegna vegeta in

associazione con altre specie tipiche della macchia mediterranea ed è dif-

fuso soprattutto nelle coste poiché è una specie termofila (Camarda,

1983). Si può trovare anche nelle zone pianeggianti dell’interno dell’isola

e in collina fino a 800 m. Questa pianta trova utilizzazioni in medicina e

alimentazione dai tempi più antichi. Infatti gli oli essenziali presenti nelle
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foglie e nelle bacche hanno una notevole importanza quali antiossidanti

(Hayder et al., 2004; Yadegarinia et al., 2006; Sacchetti et al., 2007;

Gardeli et al., 2008; Amensour et al., 2009, Wanness et al., 2010), e in

alcuni casi quali antibatterici (Nadir and Salih, 1985; Bonjar et al., 2004;

Deriu et al., 2007, Akin et al., 2009, Zanetti et al., 2010) e antivirali

(Zolfaghari et al., 1997). Inoltre hanno proprietà anti-iperglicemiche

(Elfellah et al., 1984; Onal et al., 2005).

Le popolazioni naturali sono la principale risorsa per l’approvvigiona-

mento delle foglie e delle bacche che trovano un largo impiego nella cuci-

na tradizionale sarda; il Mirto, infatti, si usa per insaporire piatti di carne

e di pesce. In Sardegna il Mirto è usato per anche la produzione del pregia-

to liquore al Mirto, dalle proprietà stomatitiche e digestive e, la produzio-

ne di questo liquore tradizionale raggiunge anche 3 milioni di bottiglie

all’anno. Anche il Mirto come il Te verde contiene polifenoli, flavonoidi,

flavanoli e antociani in quantità di 423,3 mg totali nel Mirto rosso. Le

foglie di Mirto contengono piccole quantità di acidi fenolici (caffeico, ela-

gico, gallico) e derivati della quercetina (quercetina 3-0-galattoside e quer-

cetina 3-O-ramamnoside) mentre sono presenti in maggiore quantità i deri-

vati delle catechine (epigallocatechine, epigallocatechine gallate) e deriva-

ti della miricetina.

La tesi ha previsto in parallelo inoltre lo studio di estratti di funghi in

particolare del genere Cupressus. La scelta è ricaduta su Diplodia cupres-

si, un agente patogeno del cipresso comune (Cupressus sempervirens L.)
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responsabile di attività fitotossica, in quanto in letteratura è stato riporta-

to che alcuni metaboliti secondari prodotti da questo fungo svolgono un’at-

tività antimicrobica nei confronti di Pseudomonas spp, Candida spp,

Cryptococcus spp (Roland et al, 2007), particolarmente grazie ai suoi

metaboliti Sphaeropsidina A, e Sphaeropsidone (Evidente et al, 1997).

Le piante sono state saggiate principalmente nei confronti di Salmonella

MDR ed in particolare contro i principali agenti della febbre enterica (S.

Typhi e Paratyphi A).

La febbre enterica è una sindrome sistemica caratterizzata da febbre,

prostrazione e setticemia, causata da Salmonella enterica sottospecie Typhi

e in forma spesso meno grave, è causata da S. Paratyphi A.

La febbre tifoide e paratifoide sono annoverate tra le malattie infettive

con elevata morbosità e letalità nei Paesi tropicali. Nel 2000 sono stati sti-

mati in tutto il mondo circa 21.7 milioni di casi di febbre tifoide respons-

abili della morte di circa 217000 persone (Crump, 2010), e oltre 5 milioni

di casi di febbre paratifoidea. (Crump, 2010).

Ceppi di S. Typhi resistenti ai farmaci considerati di prima scelta nel

trattamento terapeutico di questa infezione (cloramfenicolo, ampicillina e

cotrimoxazolo) sono stati isolati in diverse parti delle Americhe, Africa,

Medio-Oriente e soprattutto nel subcontinente Indiano, in Cina e nel Sud-

Est asiatico (Thong, Kariuki). Successivamente, in seguito all’introduzione

dei fluoroquinoloni sono seguiti numerosi reports di fallimenti terapeutici
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dovuta all’emergenza e alla diffusione di ceppi resistenti.

Le infezioni dovute a ceppi multi-resistenti pongono chiaramente più

problemi nella scelta di antibiotici efficaci senza tralasciare gli inconve-

nienti legati ad un decorso più prolungato, con più frequente comparsa di

complicanze, qualora il trattamento non sia stato scelto in base ai risultati

delle prove di sensibilità in vitro.

Negli anni ’80 fu scoperto che le pompe di efflusso sono capaci di estru-

dere diversi composti inclusi gli antibiotici utilizzati nella clinica rendendo

la terapia non efficace. La resistenza agli antibiotici può svilupparsi rapida-

mente attraverso il cambiamento nell’espressione delle pompe di efflusso,

tale fenomeno è stato rilevato anche per gli antibiotici di ultima generazio-

ne. Il fenomeno della multiresistenza microbica attraverso le pompe di

efflusso è stato riportato per la prima volta da Ball et al. e McMurry et al.

per l’efflusso di tetraciclina in Escherichia coli. Questa resistenza è trasfe-

ribile tra ceppi ed è codificata dai geni tet (tetracycline) presenti su plasmi-

di o trasposoni. Si possono dividere i trasportatori di efflusso in 5 famiglie

in base alla omologia di sequenza amminoacidica: major facilitor MF; resi-

stance-nodulation-division (RND), small MDR (SMR), ATP binding cas-

sette (ABC) and multiple antibiotic and toxin extrusion (MATE).

Le prime tre classi di meccanismi necessitano di energia, tale energia

viene utilizzata per una forza motrice protonica di un sistema di proton

drug antiport che permette di estrudere gli antibiotici, mentre la MATE

Tesi di Ilaria Borghetto
Studio dell’attività antimicrobica di estratti da piante e altri prodotti naturali

Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche, Università degli Studi di Sassari

– 12 –



family si serve di un meccanismo guidato dallo scambio di protoni o di ioni

sodio. Al contrario la ABC family accoppia, con un meccanismo attivo, l’e-

strusione di drug con l’idrolisi dell’ATP.

Non è raro che un organismo codifichi per più di una pompa di efflus-

so, che può essere espressa costitutivamente o indotta in risposta diretta

alla presenza di un substrato. Nei batteri Gram-negativi i meccanismi delle

pompe di efflusso sono più complessi per la presenza di una membrana

esterna.

Per quanto esposto è importante che vengano formulati nuovi antibio-

tici, e agenti che possano modificare i meccanismi che portano all’insor-

genza della resistenza ai farmaci, in particolare potrebbe essere interessan-

te trovare sostanze in grado di interferire con le pompe di efflusso ricercan-

do inibitori delle pompe di efflusso (EPIs-Efflux pump inhibitors).

L’utilizzo di modificatori della resistenza batterica quali EPI potrebbe faci-

litare la reintroduzione di antibiotici terapeuticamente inefficaci quali

ciprofloxacina e addirittura sopprimere l’emergenza di ceppi MDR. 

Per quanto concerne lo studio sulle piante ad attività antivirale la scel-

ta è ricaduta sui virus influenzali stagionali. Attualmente l’influenza costi-

tuisce un serio problema epidemiologico per ubiquità, contagiosità, varia-

bilità antigenica, esistenza di serbatoi animali (Taubenberger), 2008.

A seconda del gruppo dei pazienti contagiati, l’infezione può determi-

nare gravi complicanze. Sebbene la vaccinazione antinfluenzale annuale

rappresenti la migliore strategia per la prevenzione delle complicanze delle
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infezioni da virus influenzali, i farmaci antivirali possono essere considera-

ti come ulteriore presidio per il trattamento e la chemioprofilassi dell’in-

fluenza. 

Da tempo sono state condotti studi scientifici volti a ricercare possibili

attività antivirali in composti derivati dalle piante, questi studi hanno

messo in evidenza che alcune sostanze naturali presenti nelle piante pos-

seggono la capacità di contrastare la replicazione batterica sia in vitro (May

and Willuhn, 1978; Mothana et al., 2006) (che in vivo Prahoveanu et al.,

1986). 

Dal 2007 il laboratorio di Virologia dell’Università di Sassari fa parte

della rete di sorveglianza virologica dell’influenza attivato dal Ministero della

Salute pertanto l’unità di ricerca ha a disposizione i ceppi virali del virus

H3N2 in circolazione nella regione Sardegna; è parso, quindi interessante

valutare l’attività antivirale degli estratti del Mirto e del Te verde nei confron-

ti del virus influenzale.
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SCOPO DELLA TESI

Lo scopo di questa ricerca è quello di trovare alternative all’uso tradi-

zionale dei farmaci per il controllo delle infezioni. Il motivo di tale scelta è

stato determinato dal crescente numero di ceppi batterici e virali che non

rispondono alle terapie con antibatteriche o antivirali poiche hanno svilup-

pato resistenza ad uno o più farmaci. 

Per valutare le possibili alternartive ai farmaci sono stati intrapresi espe-

rimenti volti ad indagare gli effetti antimicrobici di estratti derivati dal Te

verde, dal Mirto e dalle colture fungine di D. cupressi. La ricerca si è con-

centrata principalmente su queste due specie vegetali in quanto il loro con-

sumo è aumentato nella popolazione ormai sempre più sensibile comune

nella tradizione salutistica che ormai restata volta ad indagare se le sostan-

ze estratte dal Te verde, Mirto e D. cupressi manifestassero un’attività anti-

microbica anche nei confronti di batteri resistenti ad antibiotici comune-

mente utilizzati nella pratica clinica. Maggiore attenzione è stata dedicata

a sperimentazioni atte ad evidenziare attività antibatterica nei confronti di

ceppi di Salmonella Typhi MDR ed individuarne eventuali meccanismi d’a-

zione. Inoltre le piante sono state saggiate anche per valutarne una possi-

bile attività antivirale soprattutto nei confronti del virus influenzale H3N2.
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MATERIALI E METODI

Le piante, i funghi e le sostanze purificate utilizzate in questa ricerca

sono riportate di seguito: 

– Camellia sinensis. Te verde, Pakistan, Tapal - Gulbahar

– Myrtus communis, Sardegna - Castelsardo 

– Rhodomyrtus tomentosa - Vietnam

– Ruta graveolens, Sardegna - Castelsardo 

– Helichrysum italicum, Sardegna - Castelsardo 

– Inula viscosa, Sardegna - Castelsardo

– Pisu balla tonara - Murra tonara - Asolu Pattada - Fasolu Belvì - Asolu

nieddu Pattada - Pisu iscanesu Cuglieri (fagioli provenienti da diversi

paesi della Sardegna) Dipartimento di Scienze Agronomiche e genetica

Vegetale - Facoltà di Agraria - Sassari

– Diplodia cupressi, Dipartimento di Protezione delle Piante, Sez. di

Patologia Vegetale - Facoltà di Agraria - Sassari 

– Sphaeropsidina A - Sphaeropsidone - Dipartimento di Protezione delle

Piante, Sez. di Patologia Vegetale - Facoltà di Agraria -  Sassari 

– Trichoderma citrinoviridae - Diplodia africana - Dictiochaeta parva,

Dipartimento di Protezione delle Piante, Sez. di Patologia Vegetale -

Facoltà di Agraria - Sassari
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VALUTAZIONE DELL’ATTIVITÀ ANTIBATTERICA 
E ANTIMICOTICA

Per quanto concerne i batteri utilizzati in questa ricerca, i ceppi appar-

tengono alla collezione del Dipartimento di Scienze Biomediche, Sezione

di Microbiologia Sperimentale. I ceppi sono stati isolati in diversi Paesi,

quali Pakistan India, Giordania. Per quanto concerne i ceppi clinici questi

provengono dal Laboratorio di Diagnostica del Dipartimento di scienze

biomediche. Il ceppo virale utilizzato ci è stato fornito dal laboratorio di

Virologia del Dipartimento di Scienze Biomediche, Sezione di

Microbiologia Sperimentale. Nella tab. 1 è riportato l’elenco dei microrga-

nismi utilizzati:
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Microrganismi utilizzati Numero microrganismi utilizzati

——————————————————————————

Salmonella Typhi 28

MDR S. Typhi 44

S. Paratyphi A 37

S. Enteritidis 28

Escheria coli 28

——————————————————————————

S.agalactiae 6

S.viridans 6

E. faecalis 6

Lactobacillus spp 12

Klebsiella spp 6 6

——————————————————————————

C .Krusei 6

C. albicans 6

C. parapsilopsis 6

——————————————————————————

Virus influenzale H3N2 1

——————————————————————————

Tab. 1 - Descrizione e numero dei microrganismi utilizzati in questo studio.
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Raccolta e preparazione preliminare delle piante

Le piante utilizzate sono state raccolte sempre nello stesso areale e nella

stessa stagione.

Sono state essicate ponendole al buio in un ambiente arieggiato onde

prevenire la formazione di muffe. Ad avvenuto essiccamento sono state

prelevate le foglie che, dopo sminuzzamento, sono state riposte in conteni-

tori sterili, chiusi e conservati al buio.

Preparazione dell’estratto acquoso

Dalle foglie essiccate e sminuzzate è stata preparata una soluzione al

5% (peso/volume) utilizzando acqua distillata; l’estrazione è avvenuta le

seguenti modalità:

Riscaldamento per 3 minuti a 95°C a “bagno maria” e successivo raf-

freddamento per 2 minuti. Questa procedura è stata ripetuta 3 volte.

L’estratto finale è stato fatto raffreddare a temperatura ambiente e poi

filtrato attraverso una membrana da 0,2μm. 

Gli estratti sono stati conservati a 4°C per non più di una settimana.
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Preparazione degli estratti organici

Dallo stesso materiale di partenza utilizzato per la preparazione dello

estratto acquoso è stata preparata una soluzione metanolica (metanolo al

95%) contenenente il 30% di materiale essicato. La preparazione è stata

posta in contenitori sterili di vetro scuro in un agitatore orbitale per 72 ore,

a temperatura ambiente.

Dopo tale periodo di tempo si è proceduto a filtrare il composto. Dopo

la filtrazione è seguita una fase di evaporazione eseguita in speed vacuum

a 40 °C. Gli estratti organici grezzi così ottenuti sono stati pesati e conser-

vati temperatura ambiente fino al loro utilizzo. 

Per effettuare le differenti analisi, le soluzioni stock sono state prepara-

te dissolvendole in dimetilsolfossido (DMSO, Merck). 

Le successive diluizioni da utilizzare per gli esperimenti in colture cel-

lulari sono state opportunamente preparate in terreno di coltura tissutale.

Preparazione degli estratti di origine fungina

L’isolato di D. cupressi è stato allevato in condizioni statiche su un

substrato nutritivo liquido semisintetico costituito da terreno Czapek addi-

zionato di farina di mais (2%). 

In sintesi 400 ml di substrato nutritivo sono stati versati in beute (2 L)
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ed inoculati con 3 mL di una sospensione miceliare del fungo. Le beute

sono state mantenute per 28 giorni in una camera climatica a 25 °C al buio.

Terminato il periodo d’incubazione, le colture sono state filtrate su carta

Whatman n°1 e il filtrato colturale ottenuto è stato conservato in congela-

tore a - 20 °C fino al momento della successiva estrazione.

Il filtrato colturale è stato sottoposto, dopo correzione del pH iniziale

con HCl 2N, ad estrazione liquido-liquido con acetato di etile in un imbu-

to separatore. Le fasi organiche combinate sono state anidrificate con sol-

fato di sodio anidro, concentrate a pressione ridotta in rotavapor a 40 °C,

evaporate a secchezza e successivamente pesate.

Trichoderma citrinoviride; è stato allevato su tre tipi di substrato solido:

– favino-piselli-orzo-grano (1:1:1:1, w/w/w/w).

– orzo-farro (1:1, w/w).

– Czapek addizionato di estratto di lievito.

Diplodia africana è stato allevato su tre tipi di substrato:

– Czapek addizionato di polenta in condizioni statiche utilizzando botti-

glie di Roux

– liquido semisintetico (Czapek addizionato di polenta) in condizioni sta-

tiche utilizzando beute.

– liquido semisintetico Czapek addizionato di polenta in condizioni statiche

utilizzando beute, i tempi di fermentazione sono stati portati a 10 giorni

– semisintetico (M 1D) in condizioni statiche in bottiglie di Roux.
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Preparazione dei purificati derivati da estratti fungini

Le purificazioni cromatografiche sono state condotte su colonne impac-

cate con gel di silice (Kiesegel 60; 0,063-0.200) della Merck (Germany).

Le cromatografie analitiche, preparative su strato sottile (TLC, Thin Layer

Cromatography) sono state effettuate su lastre di gel di silice (Kiesegel 60

F254) della Merck, aventi uno spessore rispettivamente di 0,25-0,50 mm.

Le TLC su fase inversa sono state effettuate su lastre a fase inversa K-

C18F254 della Whatman (Maidstone, U.k) aventi 0,20 mm di spessore. I

cromatogrammi su strato sottile sono stati evidenziati attraverso esposizio-

ne a radiazione UV (253nm), o spruzzando la TLC con H2SO4 al 10% in

MeOH e successivamente con acido fosfomolibdico al 5 % in EtOH, il

tutto seguito da riscaldamento in stufa a 110 °C per 10 minuti.

L’estratto organico è stato analizzato mediante TLC su lastre di gel di

silice con i sistemi eluenti CHCl3: isoProH (95:5, v/v) e CHCl3: isoProH

(9:1, v/v)

L’estratto organico della coltura di D. cupressi (9.8 g) è stato fraziona-

to utilizzando una colonna cromatografica di gel di silice usando il sistema

eluente CHCl3: isoProH (95:5, v/v), seguito da eluizione finale con meta-

nolo . Le frazioni raccolte sono state analizzate mediante TLC su lastre di

gel di silice utilizzando lo stesso sistema eluente e raggruppate in 9 gruppi

di frazioni omogenee. 

Il residuo della frazione 3 è stato purificato su TLC preparativa utiliz-
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zando il sistema eluente B, dando 4 gruppi di frazioni omogenee. Il residuo

della terza frazione della TLC ottenuto come un solido bianco omogeneo è

stato identificato come sferopsidina A (Rf 0.65, eluente CHCl3: isoProH

(95:5, v/v). 

Il residuo della frazione 5 è stato purificato su TLC preparativa utiliz-

zando il sistema eluente CHCl3: isoProH (95:5, v/v). dando 4 gruppi di fra-

zioni omogenee. Il residuo della seconda frazione della TLC ottenuto come

un solido bianco omogeneo è stato identificato come sferopsidone (Rf

0.47, eluente CHCl3: isoProH (9:1, v/v) su colonna cromatografica.

Metodo della diffusione in Agar

Gli estratti sono stati saggiati per l’attività antibatterica e antimocotica.

Tutti gli estratti metanolici sono stati prima fatti evaporare in speed

vacuum e poi risospesi in Dimetilsolfossido (DMSO) per ottenerere la

soluzione stock. 

Le colture batteriche sono state preparate 24 h prima inoculando i

microrganismi in adatto terreno di coltura (Luria Broth A; MHA; Agar san-

gue). Le colture pure sono state poi rilanciate in Terreno liquido LB per 3 h

a 37° C in aerobiosi, in agitazione fino ad ottenere la coltura batterica in fase

logaritmica di crescita. 

L’indice di crescita è stato valutato in termini di torbidità allo scopo di
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ottenere un indice di 0,5 “Mc Farland” nell’apposito buffer salino valore

che corrisponde a 5x105 CFU/ml di coltura batterica.

Con l’ausilio di un tampone sterile la sospensione batterica è stata pia-

strata con la tecnica dello “spread plate” in terreno solido. Sono stati crea-

ti dei pozzetti all’interno dell’agar tramite un’ansa con diametro di circa 6

mm. All’interno di questi pozzetti è stato deposto l’estratto in quantità di

10 microlitri per ciascuna diluizione. In alternativa sono stati utilizzati dei

dischetti di carta bibula imbibiti di estratto posizionati sulla piastra Petri

(Disc diffusion method). 

Le piastre così preparate sono state incubate per 18-24 h a 37° C aero-

bicamente. 

La dimensione degli aloni d’inibizione (non crescita del batterio) è stata

misurata in millimetri e sono stati considerati sensibili all’azione dell’e-

stratto diametri di inibizione con valori maggiori uguali a 15 millimetri.

In parallelo per ogni esperimento è stata allestita una piastra di control-

lo a cui non è stata aggiunto l’estratto. 

Le concentrazioni di estratto testato sono comprese tra 5 e 0,312

mg/ml.
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Determinazione della MIC (Minimun inhibitory concentration) tramite

metodo della diluzione in terreno liquido

Per ogni estratto e/o purificato sono state preparate delle diluizioni

seriali (1:2) in terreno Muller-Hinton (MH) Broth. 

Le concentrazioni degli estratti acquosi erano comprese in un range di

5000 μg/ml fino a 50 μg/ml.

Le concentrazioni degli estratti organici sono state testate con un range

compreso tra 2500 e 25 microgrammi/ml. 

Determinazione della MIC degli estratti delle piante tramite metodo della

diluzione in Agar

In questi esperimenti è stato utilizzato il terreno di coltura MHA a cui

sono stati aggiunti gli estratti con un rapporto sostanza terreno tale da non

superare il valore 1:20. Sono stati testati 20 ceppi per piastra.

Tutta la sperimentazione è stata effettuata in cappa a flusso laminare.

Sono stati inoculati 10 μl di ciascuna coltura batterica sia nelle piastre

con terreno addizionato dell’estratto che senza, quest’ultima modalità è

stata considerata il controllo dell’esperimento.

Le piastre sono state lasciate ad asciugare sotto cappa per almeno 30
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minuti al fine di favorire l’adsobimento della coltura batterica nel terreno,

e poi incubate a 37° C per 18-24 ore.

La più bassa concentrazione di estratto o frazione di esso che inibisce la

crescita batterica è stata considerata la MIC dell’estratto saggiato per quel

determinato ceppo.
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VALUTAZIONE ATTIVITÀ DELL’EFFLUSSO DI POMPA 
(EFFUX PUMP ACTIVITY EPA) 
IN BATTERI GRAM NEGATIVI MDR.

Metodo di Cartwheel

Allo scopo di valutare l’attività dell’efflusso di pompa è stato utilizzato

il metodo EB-Agar descritto da Cartwheel; tale metodica identifica una

presunta over-espressione del sistema di efflusso responsabile del fenotipo

MDR nei batteri. Il metodo utilizza bromuro d’etidio a differenti concen-

trazioni, aggiunto al terreno di coltura agarizzato quale substrato, permet-

tendo così l’identificazione di una eventuale over-espressione del sistema di

efflusso. 

La valutazione sperimentale stima l’intensità della fluorescenza prodotta

dall’isolato batterico e confronta tale intensità con quella prodotta da un

ceppo di riferimento sensibile alle sostanze (normalmente farmaci) utilizzate.

Il ceppo batterico di riferimento emette fluorescenza in presenza della

più bassa concentrazione di bromuro d’etidio utilizzata nell’esperimento,

mentre i batteri con over espressione dell’efflusso di pompa fluorescono a

concentrazioni di bromuro d’etidio maggiori.

Per la prima parte della sperimentazione sono stati selezionati ceppi

sensibili e MDR di S. Typhi (Tab. 2) e il corrispondente controllo positivo

E. coli ATCC25922 sensibile a tutti gli antibiotici.
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————————————————————————————————

1 S. Typhi SSM 2279 sensibile

2 S. Typhi SSM 2284 MDR ACCoST

3 S. Typhi SSM 2287 sensibile

4 S. Typhi SSM 2864 MDR ACCoST

5 S. Typhi SSM 2873 MDR NA,ACCoST

6 S. Typhi SSM 2877 MDR NA,ACCoST

7 S. Typhi SSM 3703 MDR NA,ACCoST

8 S. Typhi SSM 3699 sensibile

9 E. coli ATCC25922 Ceppo di riferimento

————————————————————————————————

Tab 2. - Elenco degli isolati batterici testati per la determinazione dell’efflusso di pompa

secondo il metodo di Carthwell. Per ogni ceppo è riportato il pattern di resistenza; A:ampicil-

llina C:Cloramfenicolo; NA:Acido nalidixico, T:Tetraciclina, S:Streptomicina,

ST:Trimethropim+sulfamethoxazolo

La sperimentazione è stata condotta previa preparazione dell’inoculo

dei ceppi batterici in terreno LB posto in agitatore orbitale a 37°C per 16-

24 ore allo scopo di ottenere una crescita batterica pari a 5x105CFU/ml

corrispondente ad una densità ottica di 0.6 OD misurata ad una lunghez-

za d’onda di 600nm. Successivamente i ceppi batterici sono stati piastrati

su piastre Petri con LBA addizionato con concentrazioni di bromuro d’eti-

dio comprese tra 0 e 2,5 mg/ml. 
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Una volta che l’inoculo si è completamente adsorbito le piastre sono

state riposte in incubatore a 37°C per 16-18 h. 

La valutazione dell’esperimento è stata effettuata successivamente all’e-

sposizione di ciascuna piastra alla radiazione UV ed acquisendo l’immagi-

ne con un idoneo apparecchio fotografico. È stata, quindi, calcolata la

capacità di efflusso di pompa di ciascun ceppo MDR adottando la seguen-

te formula:

MC EB(MDR) –MC EB(ref)

Index=   ————————————————-

MC EB(ref)

MC EB = la minima concentrazione di bromuro d’etidio (EB) alla quale

si osserva fluorescenza.

La metodica descritta permette di valutare una over espressione del

sistema delle pompe di efflusso ma non permette di distinguere se tale over

espressione sia dovuta ad una intrinseca downreguation delle porine spes-

so presente nei batteri Gram negativi MDR. 

Allo scopo di appurare se vi sia un’effettivo aumento dell’EPA dovuta

alla azione dell’estratto utilizzato è stato allestito un test di conferma.

Questo metodo evidenzia se un inibitore dell’efflusso di pompa riduce

o rende reversibile la resistenza di un ceppo MDR ai singoli antibiotici ai

quali erano inizialmente resistenti.

Tesi di Ilaria Borghetto
Studio dell’attività antimicrobica di estratti da piante e altri prodotti naturali

Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche, Università degli Studi di Sassari

– 30 –



Conferma dell’attività dell’efflusso di pompa

Tutti gli isolati batterici MDR di S. Typhi che hanno mostrato over

espressione di EPA sono stati posti in coltura fino ad ottenere una coltura

batterica in fase logaritmica. Nel frattempo sono state allestite piastre da

24 pozzetti contenenti 1 ml di terreno LB all’interno dei quali era stato

introdotto un dischetto di ciascun antibiotico (Cloranfenicolo, Acido nali-

dixico, Tetraciclina, Ampicillina, Streptomicina, Trimethropim+sulfa-

methoxazolo). Dopo un ora di incubazione a 37°C si è proceduto a dispen-

sare gli inibitori della EPA: phenyllalanyl arginyl-beta-naphthylamide

(PABN) che è attivo contro diversi efflussi di pompa della famiglia delle

RND (Resistance Nodulation Cell Division), il Carbonyl cyanide-m-chlo-

rophenylhydrazone (CCCP) che dissipa la forza motrice protonica iniben-

do così l’efflusso. Si è deciso quindi di valutare alcuni estratti delle piante

e di funghi per valutare la loro efficacia come inibitori di tale meccanismo

di resistenza. Sono stati scelti l’estratto acquoso e metanolico di Te verde

e l’estratto grezzo della D. cupressi. Tutti gli inibitori testati sono stati

dispensati a metà della loro MIC. 

Sono state poi inoculate le sospensioni batteriche.

Le piastre sono state poste in incubatore per16-18 h a 37° C.

La valutazione dell’esperimento è stata effettuata attraverso osservazio-

ne delle piastre e il risultato è stato registrato come: inversione (corrispon-

dente a non crescita, che implica che quel batterio diventa completamente
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sensibile all’antibiotico), riduzione (poca crescita comparata al controllo,

indicando che l’efflusso contribuisce parzialmente alla resistenza) e non

effetto dell’inibitore rispetto a ciascun antibiotico testato (nessuna diffe-

renza di crescita in presenza e in assenza dell’inibitore).
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VALUTAZIONE DELL’ATTIVITÀ ANTIVIRALE

Studi di tossicità degli estratti delle piante iin vitro

Ipotizzando un possibile effetto antivirale nei confronti dei virus

influenzali, esercitato dagli estratti di C. sinesis e di M. communis, sono

stati impostati esperimenti idonei a comprovare tale ipotesi. 

Gli estratti alcolici e acquosi di Te verde e Mirto sono stati saggiati uti-

lizzando un modello in vitro.

In breve, cellule (Madin-Darby Canine Kideny) MDCK SIAT-1 permis-

sive al virus influenzale sono state infettate con il virus H3N2 e successiva-

mente trattate con gli estratti. La valutazione dell’effetto antivirale è stata

portata avanti eseguendo una RT- Real Time PCR qualitativa che ha forni-

to i valori di decremento della carica virale in tempi differenti. Nelle speri-

mentazioni di nuovi farmaci che siano di derivazione naturale o di sintesi

va sempre valutata la possibile tossicità del composto testato nel sistema

cellulare prescelto. L’obiettivo finale è quello di stabilire una relazione

dose-reazione che non comporti un danno per l’assuntore di tali prodotti.

Di conseguenza, è importante conoscere la quantità di farmaco efficace per

l’organismo bersaglio affinché il farmaco possa realmente risultare benefi-

co e non tossico. Sebbene le piante utilizzate nei nostri studi siano ampia-

mente consumate in Sardegna e non siano mai stati segnalati casi di tossi-

cità dovuti al loro consumo, ne sono stati valutati gli eventuali effetti tos-
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sici valutando la vitalità cellulare quando a queste vengono aggiunte le

sostanze esaminate. 

Per quanto esposto sopra, prima di valutare gli effetti antivirali sono

stati valutati gli eventuali effetti tossici degli estratti del the verde e del

Mirto sulle cellule prescelte allestendo un saggio di citotossicità.

Citotossicità degli estratti delle piante nei confronti di cellule Madin

Darby Canine Kidney (MDCK)

Principio del metodo

Il saggio di citotossicità è stato eseguito in colture in vitro delle linee cel-

lulari utilizzate negli esperimenti successivi. Il test in vitro condotto su cel-

lule MDCK SIAT1 risulta essere un metodo sperimentale in grado di dare

molte informazioni sulle reazioni che possono verificarsi in vivo. Il saggio

MTT è semplice, accurato e da risultati riproducibili. Questo metodo è

stato sviluppato in origine da Mossman nel 1993. Il componente più

importante è il 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bro-

muro o MTT. Questo prodotto ha un colore giallognolo in soluzione. La

deidrogenasi mitocondriale di cellule vitali rompe l’anello tetrazolico, por-

tando alla formazione di cristalli color porpora insolubili in soluzioni

acquose. I cristalli sono ridisciolti in isopropanolo acidificato e la soluzio-

ne purpurea risultante è misurata spettrofotometricamente. Un aumento o

Tesi di Ilaria Borghetto
Studio dell’attività antimicrobica di estratti da piante e altri prodotti naturali

Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche, Università degli Studi di Sassari

– 34 –



una diminuzione nel numero delle cellule, in concomitanza con la variazio-

ne nella quantità di formazano formato, indica il grado di citotossicità cau-

sato dal prodotto utilizzato. 

In sintesi la sperimentazione ha previsto le seguenti fasi:

Le cellule delle linee MDCK SIAT1 sono state seminate in piastre da 96

pozzetti a fondo piatto, alle concentrazioni di 20x103 cellule per ml di ter-

reno (DMEM addizionato di siero fetale di bovino (FBS) al 10% e antibio-

tici), ad un volume di 100μl per pozzetto. Le piastre sono state poste in un

incubatore a 37 °C in ambiente umidificato con il 95% di O2 e il 5% CO2. 

La somministrazione degli estratti è avvenuta il giorno successivo alla

messa in coltura. I farmaci sono stati somministrati nell’intervallo di con-

centrazioni che va da 2.5 mg/ml a 0,0468 mg/ml eseguendo diluizioni 1:2.

Le piastre sono state poi incubate per tempi differenti, 24h, 48h e 72h

nelle stesse condizioni atmosferiche e di temperatura menzionate prece-

dentemente.

Per la rilevazione della vitalità cellulare, una soluzione di MTT (Sigma-

Aldrich, Steinheim, Germania) 5mg/ml in tampone DPBS è stata dispen-

sata (20micro litri) per pozzetto e lasciata incubare 4 ore a 37 °C al buio

in incubatore. In seguito il sovranatante delle piastre è stato completamen-

te aspirato. 

Il formazano è stato solubilizzato grazie alla somministrazione di 100

microlitri di una soluzione di Isopropanolo e acido cloridico. 

La vitalità cellulare è stata determinata mediante misurazione della den-
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sità ottica (O.D.) a 550 nm e a 670nm utilizzando il lettore ELISA

Versamax Microplate Reader. I dati sono stati ottenuti con il programma

SoftMax-Pro e analizzati mediante il programma Excel. Per ogni condizio-

ne di ogni esperimento è stata effetuata una semina in quadruplicato, quin-

di dai valori di O.D. ottenuti è stato ricavato un valore medio che è stato

normalizzato sul non trattato. 

Titolazione virale tramite saggio di emagglutinazione

Il saggio fornisce una misura della concentrazione (titolo) del virus

influenzale in un dato campione. Il titolo emoagglutinante è definito come

il reciproco della più alta diluizione virale capace di agglutinare un uguale

volume di emazie umane di gruppo 0 o di cavia, ed è espresso in unità

emoagglutinanti (HAU).

I virus influenzali sono stati forniti dalla Professoressa Caterina Serra

del Laboratorio di Virologia del Dipartimento di Scienze Biomediche sono

stati ottenuti in seguito a propagazione sulla nuova linea cellulare di

MDCK-SIAT1, permissiva al virus e che permette di avere una resa virale

migliore che in altre linee cellulari. 

In una piastra da 96 pozzetti con il fondo a U sono state preparate una

serie di diluizioni al raddoppio dei sovranatanti delle colture cellulari infet-
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tate, usando come diluente tampone fosfato (PBS) addizionato dell’1% di

siero bovino fetale.

In ogni pozzetto di una fila orizzontale, tranne nella prima, sono stati

messi 50 microlitri di PBS, quindi sono stati messi 100 microlitri del sopra-

natante nei pozzetti della prima fila. Con una pipetta multicanale sono

state fatte delle diluizioni scalari 1:2 trasferendo 50 microlitri del campio-

ne da un pozzetto al successivo. In una fila di pozzetti sono stati messi sola-

mente 50 microlitri di diluente e questa è stata utilizzata come controllo

negativo, mentre in un’altra fila sono stati messi 50 microlitri delle dilui-

zioni scalari di un campione sicuramente positivo, ed essa è stata utilizza-

ta come controllo positivo.

In tutti i pozzetti, compresi i controlli negativi e positivi, sono stati

aggiunti 50 microlitri di emazie umane di gruppo 0 all’1% v/v.

Dopo 30-45 minuti a temperatura ambiente si è osservata la piastra e si

è proceduto alla sua lettura. Il campione è stato considerato positivo se pre-

sentava almeno un titolo emagglutinante maggiore di quattro.

La fluorescenza specifica , di un colore verde intenso, dovrebbe essere

localizzata a livello intracellulare (nucleare/citoplasmatico). Un campione

positivo può essere identificato anche dalla presenza di una o poche cellule

intatte che presentino fluorescenza intracellulare specifica. Sono stati rac-

colti campioni clinici prima possibile dopo l’insorgenza dei sintomi, poiché

il numero delle cellule infette tende a diminuire nel corso dell’infezione.
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Studio sull’attività antivirale del Mirto e del Te Verde in cellule MDCK

infettate con virus influenzale H3 N2 isolato in Sardegna.

La replicazione virale è stata verificata mediante l’identificazione del

RNA virale della proteina di superficie HA dal sovranatante e dalle cellule

infette. 

Infezione delle colture cellulari.

L’isolamento virale è stato effettuato utilizzando cellule renali di cane

(MDCK SIAT-1), permissive all’infezione. Le cellule sono state mantenute

in coltura in terreno DMEM addizionato del 10% FCS e antibiotici (peni-

cillina 100 U/ml; streptomicina 100U/ml) e selezionate con G418  

(1 mg/ml). Per la replicazione del ceppo H3N2 è stato utilizzato un mono-

strato di cellule MDCK SIAT-1 confluenti all’80% circa, mantenuto a 37°

e al 5% di C02.

Il giorno precedente l’infezione le cellule MDCK SIAT-1 sono state

seminate in piastre da 48 pozzetti ad una concentrazione di 50 x 103 cel-

lule/pozzetto utilizzando terreno DMEM addizionato del 10% FCS e anti-

biotici ma privo di G418.

Dopo 24 ore di incubazione a 37°C e al 5% di CO2 il monostrato di cel-

lule MDCK SIAT-1, confluenti all’80% circa, è stato lavato 2-3 volte con

MEM senza siero (contenente il 3% di bicarbonato di sodio, pH 7.4) e

infettato con 50 μl del sovranatante virale H3N2 e tripsina TPCK 

(0,5 mg/ml).
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Dopo un’ora di adsorbimento (50 microlitri di sovranatante virale

H3N2 nuova variante A/Brisbane/10/);) in termostato a 35°C al 5% di

CO2 agitando la piastra ogni 15 minuti, è stato aggiunto 0,5 ml/pozzetto

di DMEM addizionato con diverse concentrazioni di Mirto e Tea Verde e

le colture sono state incubate a 35°C al 5% di CO2.

Sono state preparate piastre da stoppare dopo 6 , 24, 48 e 72 ore. Tutti

i giorni, sono state osservate le cellule al microscopio ottico per controlla-

re la comparsa di un eventuale effetto citopatico.

Allo scadere dei tempi programmati il sovranatante è stato centrifugato

per 5 minuti a 1200 rpm per rimuovere il sedimento cellulare e conserva-

to a -80°C per l’analisi della RT-Real Time

Estrazione dell’RNA totale da colture cellulari

L’RNA virale è stato estratto dal campione clinico con il metodo del 

TRIZOL.

Ad un’aliquota di 500 μl di campione sono stati aggiunti 700 μl di TRI-

ZOL e 200 μl di cloroformio.

Dopo incubazione a temperatura ambiente per 5 minuti e centrifugazio-

ne a 12000 rpm a 4° C per 15 minuti, la fase acquosa, contenente l’RNA,

è stata trasferita in un nuovo eppendorf con 500 μl di isopropanolo e 1 μl

di glicogeno, messa a precipitare a –80° C per 15 min;

Dopo una centrifugazione a 12000 rpm sono stati eseguiti 2 lavaggi con

etanolo al 75% e l’RNA è stato risospeso in 30 μl di H2O contenente D-

Etil-Piro-Carbonato (DEPC).

Tesi di Ilaria Borghetto
Studio dell’attività antimicrobica di estratti da piante e altri prodotti naturali

Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche, Università degli Studi di Sassari

– 39 –



Amplificazione degli RNA mediante retrotrascrizione seguita da reazio-

ne di polimerizzazione a catena (RT-Real Time PCR)

La presenza dell’RNA virale è stata evidenziata mediante RT-PCR qua-

litativa.

A partire da 10 μl di RNA di ciascuna condizione sperimentale, è stato

preparato un DNA complementare (cDNA) in un volume finale di 50 μl,

utilizzando l’Uni12 (5’-AGCAAAAGCAGG-3’) come “primer” non-senso

per la retrotrascrizione dell’RNA virale, utilizzando MRV-RT.

I cDNA così ottenuti sono stati sottoposti a Real time PCR per la quan-

tificazione relativa del virus influenzali H3N2 con l’utilizzo di primers che

amplificano una porzione del gene A/H3 con metodica di Real time PCR

semiquantitativa.

Per evidenziare la corretta amplificazione e retrotrasrizione, un campio-

ne positivo è stato esposto all’estrazione dell’RNA e successiva amplifica-

zione. Per ogni campione, il valore del ciclo soglia (Ct) del gene di interes-

se, ottenuto dalla Real time RT-PCR, è stato normalizzato dalla compara-

zione con il Ct del gene costitutivo GAPDH.

L’aumento o diminuzione dell’RNA virale è stata calcolato con il meto-

do 2 -       Ct. La quantificazione relativa dei livelli di base dei trascritti di

interesse (H3) è stata normalizzata con il gene invariante GAPDH, assu-

mendo che sia uguale ad 1) una differenza di 1 tra Ct dei campioni signifi-
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ca che il campione con il valore di Ct più basso ha una quantità doppia

della sequenza bersaglio rispetto agli altri campioni; 2) l’efficienza di

amplificazione è paragonabile per il RNA di interesse (controllo virus)

/RNA virale dei pozzetti trattati col Mirto e col Te verde) e per il gene inva-

riante (Valasek et al.,2005; Livak et al., 2001). 

Ct = [Ct GIcampione trattato - Ct  GAPDHcampione trattato] – 

[Ct GIcampione non trattato-Ct GAPDHcampione non trattato]

A/H3 : 5’ AGC AAA GCT TTC AGC AAC TG 3’        591 bp

A/H3 : 3’ GCT TCC ATT TGG AGT GAT GC 5’

Il protocollo per l’amplificazione del virus influenzale H3N2 comprende

40 cicli di PCR: denaturazione termica dell’acido nucleico a 94°C per 5

minuti; appaiamento dei “primers” a 48 °C per 30 secondi; reazione di

polimerizzazione a 72°C per 30 secondi. Per evidenziare la corretta ampli-

ficazione e retrotrascrizione, è stato processato analogamente anche un

campione positivo. Per ogni campione, il valore del ciclo soglia (Ct) del

gene di interesse, ottenuto dalla Real time RT-PCR, è stato normalizzato

dalla comparazione con il Ct del gene costitutivo GAPDH. L’aumento o la

diminuzione dell’RNA virale è stata calcolata con il metodo 2 -       Ct. La

quantificazione relativa dei livelli di base dei trascritti di interesse (H3) è

stata normalizzata con il gene invariante GAPDH, assumendo che: 

Una differenza di 1 tra Ct dei campioni significa che il campione con il

valore di Ct più basso ha una quantità doppia della sequenza bersaglio

rispetto agli altri campioni
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L’efficienza di amplificazione è paragonabile per l’RNA di interesse

(controllo virus)/RNA virale dei pozzetti trattati con gli estratti di Mirto e

di Te verde, e per il gene invariante. 

Microscopia elettronica

Allo scopo di mettere in evidenza gli effetti protettivi di estratti di M.

communis e C. sinensis in cellule MDCK infettate con i virus influenzali e,

trattate con estratti delle piante su menzionate, sono stati preparati vetrini

multi camera con cellule in condizioni sperimentali simili a quelle adottate

per la rilevazione della replicazione virale e la determinazione della vitalità

cellulare.

Tali vetrini sono stati processati per renderli idonei all’osservazione con

Microscopia Elettronica a Scansione (SEM).

Le cellule MDCK SIAT1 sono state seminate in vetrini multi camera da

8 pozzetti alle concentrazioni di 50 x103 cellule per ml di terreno.

Le cellule sono state risospese in terreno DMEM addizionato di siero

fetale bovino (FBS) al 10% e antibiotici e, seminate in un volume di 500μl

per pozzetto. Le piastre sono state poste in un incubatore a 37 °C in

ambiente umidificato con il 95% di O2 e il  5% CO2. 

Il giorno precedente l’infezione le cellule MDCK SIAT-1 sono state

seminate in piastre da 48 pozzetti ad una concentrazione di 50 x 103 cel-
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lule/pozzetto utilizzando terreno DMEM addizionato del 10 % FCS e anti-

biotici ma privo di G418.

Dopo 24 ore di incubazione a 37°C e al 5% di CO2 il monostrato di cel-

lule MDCK SIAT-1, confluenti all’80% circa, è stato lavato 2-3 volte con

MEM senza siero (contenente il 3% di bicarbonato di sodio, pH 7.4) e

infettato con 50 μl del sovranatante virale H3N2 e tripsina TPCK (0,5

mg/ml).

Dopo un’ora di adsorbimento (50 microlitri di sovranatante virale

H3N2 nuova variante A/Brisbane/10/);) in termostato a 35°C al 5% di

CO2 agitando la piastra ogni 15 minuti, è stato aggiunto 0,5 ml/pozzetto

di DMEM addizionato con diverse concentrazioni di Mirto e Tea Verde e

le colture sono state incubate a 35°C al 5% di CO2.

Le piastre sono state poi incubate per tempi differenti, 24h, 48h nelle

stesse condizioni atmosferiche e di temperatura.

Allo scadere dei tempi previsti dalla sperimentazione le cellule sono

state lavate con tampone fosfato (DPBS) e fissate con gluteraldeide all’1%

per un’ora;

Lavaggio con DPBS e trattamento del campione con tetrossido di

Osmio all’1% per un’ora;

Lavaggio con DPBS e trattamento del campione con Alcool a differenti

concentrazioni (25-50-75-100 %) per 15 minuti ognuna.

Successivamente il campione fissato e disidratato è stato consegnato al

Centro di Microscopia Elettronica.
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RISULTATI

Risultati dell’attività antibatterica e antimicotica

Camellia sinensis

Gli estratti acquosi e metanolici della C. sinensis hanno mostrato attività

antibatterica nei confronti di batteri enteropatogeni quali S. Typhi, S.

Paratyphi A. Inoltre tale attività antibatterica è stata riscontrata anche nei

confronti di ceppi MDR di S. Typhi e S. paratyphi A di diversa provenienza

geografica asiatica. Non si è riscontrata nessuna azione antibatterica degli

estratti acquosi e metanolici del Te verde quando sono stati cimentati con gli

isolati di S. Enteritidis ed E. coli.

La Tabella 3 riporta nel dettaglio i risultati dell’attività dell’estratto

acquoso di C. sinensis, nei confronti di 28 ceppi sensibili agli antibiotici di

S. Typhi. Si può notare che l’attività antibatterica corrisponde ad una MIC

pari a 2,5 mg/ml, mentre l’estratto metanolico mostra una MIC verso gli

stessi ceppi sensibili con un valore più basso che è pari a 1,25 mg/ml. 

Nei confronti dei 44 ceppi MDR testati, l’estratto acquoso mostra una

MIC pari a 2,5 mg/ml mentre l’estratto metanolico ha una MIC molto infe-

riore pari a 0,625 mg/ml, a prescindere dalla distribuzione geografica (Tab.

4) degli isolati e dal pattern di resistenza multipla ai diversi antibiotici. 
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Tab. 3 - Riassunto dell’attività antibatterica degli estratti acquoso emetanolico di Camellia
sinensis nei confronti dei ceppi di Salmonella e le rispettive MIC

Tab. 4 - Distribuzione geografica di alcuni isolati con rispettivi pattern di resistenza e MIC.
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Per quanto riguarda invece l’attività antibatterica esplicata da questi

estratti nei confronti dei 37 ceppi di S. Paratyphi A (sia sensibili che resi-

stenti agli antibiotici), i due estratti mostrano una MIC esattamente identi-

ca e pari a 5 mg/ml.

Diplodia cupressi

L’estratto grezzo ottenuto da D. cupressi ha mostrato una spiccata atti-

vità antibatterica ed anche un potere antimicotico. 

La sua attività antibatterica è stata ritrovata sia nei confronti di batteri Gram

negativi che di batteri Gram positivi. Infatti dalla sperimentazione condotta è

risultato che i valori delle MIC riscontrate sia nei confronti di S. Typhi che S.

Paratyphi A sono pari a 1 mg/ml, sia negli isolati clinici sensibili agli antibiotici

che in quelli MDR. 

L’estratto fungino ha inoltre un attività antibatterica contro i batteri

Gram positivi S. agalactiae, S. viridans ed E. faecalis con un valore della

MIC pari a 1 mg/ml. L’attività antimicotica è stata rilevata solo nei con-

fronti di C. krusei con un valore di MIC di 1 mg/ml. 

Valutazione dell’attività antibatterica e antimicotica dei purificati deri-

vati da estratti fungini

Le indagini sperimentali effettuate per valutare se l’attività riscontrata

nell’estratto grezzo fosse di tipo sinergico o dovuta ad una singola sostan-

za presente nel composto hanno previsto l’utilizzo di due purificati quali la
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Sphaeropsidina A e lo Sphaeropsidone, di cui è nota l’attività antifungina

(Evidente,1996).

I risultati ottenuti indicano che entrambe le sostanze purificate esplica-

no attività antibatterica anche verso batteri Gram positivi e Gram negativi

inseriti nel piano sperimentale.

Nel dettaglio la Sphaeropsidina A e lo Sphaeropsidone mostrano una

notevole attività antibatterica ad una MIC di 0,25 mg/ml nei confronti di

S. Typhi sensibili agli antibiotici, S. Typhi MDR, S. Paratyphi A sia sensi-

bili che MDR. Tale attività è stata riscontrata anche nei confronti dei bat-

teri Gram positivi S. agalactiae, S. viridans ed E. faecalis con valori di MIC

pari a 0,25 mg/ml. 

I risultati raggiunti indicano anche che la Sphaeropsidina A e lo

Sphaeropsidone sono in grado di esercitare attività anticandida nei con-

fronti di C. krusei con una MIC di 0,25 mg/ml.
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Valutazione dell’ attività dell’efflusso di pompa (Effux pump activity

EPA) in S. Typhi MDR

Gli esperimenti condotti per valutare se fosse presente una over espres-

sione del sistema di efflusso di pompa (EPA) in batteri MDR in isolati di

S. Typhi, sono stati valutati in base all’intensità della fluorescenza prodot-

ta dall’isolato batterico posta a confronto con quella prodotta da un ceppo

di riferimento sensibile ai farmaci utilizzati. 

I dati sperimentali ottenuti hanno confermato l’ipotesi iniziale, ovvero

nei ceppi MDR di S. Typhi vi è una over espressione del sistema di efflus-

so capace di estrudere gli antibiotici.

Questo risultato è stato osservato direttamente esponendo le piastre a

radiazione UV e confermato in base all’applicazione della formula matema-

tica di Carthwell sotto riportata.

MC EB(MDR) –MC EB(ref)

Index=   ————————————————-

MC EB(ref)

MC EB = la minima concentrazione di bromuro d’etidio (EB) alla quale si osserva fluore- 

scenza
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Nella figura 1 si può notare che in tutte le piastre contenenti diverse

concentrazioni di bromuro di etidio il ceppo batterico di riferimento (E.

coli ATCC25922) ha emesso fluorescenza in presenza della più bassa con-

centrazione di bromuro d’etidio utilizzata nell’esperimento, 0,05 mg/l.

Solo tre ceppi di S. Typhi SSM 2873, SSM 2874, SSM 3703 hanno emes-

so fluorescenza a concentrazioni di bromuro pari a 1,5 mg/l. Questi ceppi

hanno quindi un valore di over espressione elevato (index 2) . I risultati

ottenuti indicano che gli isolati batterici di S. Typhi MDR presentano il

meccanismo d’azione capace di estrudere gli antibiotici tramite il meccani-

smo di efflusso di pompa rendendoli resistenti agli antibiotici. 

Fig. 1 - Acquisizione fotogtafica delle piastre, alla radiazione UV, ottenute con l’esperimento
secondo il metodo di Carthwell.

I tre ceppi che hanno mostrato una attività maggiore sono stati selezio-

nati per gli studi successivi per valutare se le pompe di efflusso fossero
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coinvolte in questi ceppi MDR nella suscettibilità all’azione antimicrobica

degli estratti di C. sinensis e D. cupressi.

Per valutare se tale attività fosse dovuta ad un loro ruolo quali inibitori

del sistema EPA si è proceduto ad una sperimentazione dove gli estratti di

C. sinensis e D. cupressi sono stati confrontati con degli inibitori noti per

le attività di efflusso di pompa PABN e CCCP. 

Questo esperimento si basa sul seguente assunto, se un inibitore dell’ef-

flusso di pompa riduce significativamente la resistenza dell’isolato MDR ad

un antibiotico o lo rende sensibile allora è altamente probabile che il feno-

tipo MDR dell’isolato sia dovuto proprio ad una over espressione del siste-

ma di efflusso. 

In tutte le sperimentazioni condotte i tre ceppi di S.Typhi MDR selezio-

nati hanno mostrato una reversione della resistenza alla tetraciclina quan-

do posti a contatto con gli estratti di C. sinensis (metanolico) e di D.

cupressi. 

Per gli altri antibiotici testati, il meccanismo di resistenza sembra non

sia dovuto all’estrusione degli antibiotici dal sistema di efflusso di pompa.
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RISULTATI ATTIVITÀ ANTIVIRALE

Esperimento di Cinetica sugli estratti di Mirto acquoso e metanolico.

I risultati sono espressi come dose-dipendenza dell’azione degli estratti

di Mirto metanolico e acquoso sul rilascio virale del virus influenzale

H3N2.

Nelle figure 2-7 sono riportati i risultati ottenuti in Real Time PCR che

mostrano il rilascio di virus da parte di cellule MDCK SIAT-1 esposte a

tempi diversi e a varie concentrazioni (0,375/0,198/0,037 mg/ml) di Mirto

acquoso e metanolico.

Le cellule MDCK sono state raccolte ad intervalli di 6, 24 e 48 ore, e

trattate per l’estrazione degli RNA virali, seguita da retrotrascrizione e

amplificazione, mediante Real Time PCR utilizzando primers e sonde spe-

cifiche, come descritto in materiali e metodi. I valori sono riportati come

incremento relativo, delle condizioni con estratto di Mirto e Te verde

rispetto ai controlli non trattati e normalizzati rispetto ai livelli di espres-

sione del gene costitutivo GAPDH.
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Effetto protettivo del Mirto acquoso

I dati, riportati nella Figura 2, sono riferiti alle 6 ore postinfezione e

mostrano un abbattimento totale della carica virale alla concentrazione di

0.375 mg/ml dose massima utilizzata nell’esperimento; una minima ripre-

sa del rilascio di particelle virali si evidenzia al decrescere delle concentra-

zioni di estratto acquoso aggiunto alla coltura cellulare. 

Figura 2 - Replicazione virale in cellule MDCK-SIAT1 infettate con il virus
influenzale H3N2 e trattate con estratti acquosi di Mirto. Dopo 6 h dall’in-
fezione si può notare una marcata riduzione della carica virale dovuta all’ef-
fetto antivirale esercitato dall’estratto di Mirto.
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Alle 24 ore (vedi fig 3) l’estratto acquoso possiede ancora un spiccata

attività antivirale alla sua massima concentrazione, infatti il controllo del

virus ha una carica virale maggiore di circa il 90% rispetto alle cellule

infette trattate.

Figura 3 - Replicazione virale in cellule MDCK-SIAT1 infettate con il virus
influenzale H3N2 e trattate con estratti acquosi di Mirto. Dopo 24 h dall’in-
fezione si può notare una marcata riduzione della carica virale dovuta all’ef-
fetto antivirale esercitato dall’estratto di Mirto.
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Anche alle 48 ore post infezione (fig. 4) l’estratto di Mirto acquoso, ad

una concentrazione 0,375 mg/ml, ha un’ottima capacità di contrasto alla

replicazione virale che si manifesta con un’abbattimento di circa l’80 %

delle particelle virali rilasciate nel terreno dalle cellule infette e trattate.

Fig. 4 - Valori della carica virale ottenuti tramite RT-PCR da cellule MDCK
SIAT-1 infettate con il virus influenzale H3N2 e trattate con estratti acquo-
si di Mirto, dopo 48 ore dalla infezione.
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Attività protettiva del Mirto metanolico nei confronti del virus influenzale 

Nella fig. 5 sono riportati i risultati ottenuti con l’estratto metanolico

del Mirto alle 6 ore di nfezione; si evidenzia una sorprendente attività anti-

virale a tutte le concentrazioni testate. L’estratto di Mirto preparato in

soluzione alcolica blocca completamente la replicazione del virus influen-

zale. 

Fig. 5 - Valori della carica virale ottenuti tramite RT-PCR da cellule MDCK
SIAT-1 infettate con il virus influenzale H3N2 e trattate con estratti alcolici
di Mirto, dopo 6 ore dalla infezione si può notare una marcata riduzione
della carica virale dovuta all’effetto antivirale esercitato dall’estratto di
Mirto.
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L’estratto metanolico del Mirto sembra mantenere l’efficacia antivirale

anche alle 24h (Fig. 6). La percentuale di abbattimento dell’infezione è

pari al 100% alla massima concentrazione somministrata e permane tota-

le anche alla concentrazione minima pari a 0,036 mg/ml. Si evidenzia un

minimo effetto paradosso alla concentrazione di 0,198 mg/ml.

Fig. 6 - Replicazione virale in cellule MDCK-SIAT1 infettate con il virus
influenzale H3N2 e trattate con estratti metanolici di Mirto. Dopo 24 h dal-
l’infezione si può notare una marcata riduzione della carica virale dovuta
all’effetto antivirale esercitato dall’estratto di Mirto.
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La fig. 7 mostra l’effetto protettivo esercitato dall’estratto alcolico di

Mirto dopo 48 ore dall’infezione. I dati mostrati nel grafico evidenziano la

spiccata attività antivirale esplicata dal preparato. La concentrazione di

0,375 mg/ml è infatti in grado di inibire completamente l’infezione virale

e anche le concentrazione più basse sono in grado di controllare l’infezio-

ne mantenendo una percentuale di infezione minima pari a circa il 12% e

il 18% di particelle rilasciate.

Fig 7 - Valori della carica virale ottenuti tramite RT-PCR da cellule MDCK
SIAT-1 infettate con il virus influenzale H3N2 e trattate con estratti meta-
nolici di Mirto, dopo 48 ore dalla infezione. Si osserva una marcata riduzio-
ne della carica virale dovuta all’effetto antivirale esercitato dall’estratto a
concentrazione di 0,375 mg/ml di Mirto, tale riduzione non viene rilevata
allea concentrazione inferiore. 

Tesi di Ilaria Borghetto
Studio dell’attività antimicrobica di estratti da piante e altri prodotti naturali

Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche, Università degli Studi di Sassari

– 57 –



Esperimento di Cinetica sugli estratti di Te verde acquoso e metanolico.

Nella figura 8 vengono riportati i risultati ottenuti somministrando gli

estratti aquosi di Te verde 6 ore dopo l’infezione. Come si può osservare i

composti presenti nella miscela acquosa hanno un forte potere antivirale

che si esplica alla concentrazione di 1,25mg/ml, tale attività non è presen-

te alle concentrazioni inferiori.

Fig. 8 - Valori della carica virale ottenuti tramite RT-PCR da cellule MDCK
SIAT-1 infettate con il virus influenzale H3N2 e trattate con estratti acquo-
si di Te verde, dopo 6 ore dall’infezione.
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I dati ottenuti dalla sperimentazione con il Te verde in soluzione alcoli-

ca a 6 ore dall’infezione (Fig. 9) mostrano avere effetti antivirali notevoli,

infatti alla concentrazione di 1,25 mg/ml. Il Te verde metanolico è in grado

di abbattere totalmente la carica virale e tale effetto appare solo leggermen-

te diminuito alla concentrazione di 0,635 mg/ml. 

Gli estratti di Te verde non esplicano l’attività ricercata alle 24 ore e alle

48 ore.

Fig. 9 - Valori della carica virale ottenuti tramite RT-PCR da cellule MDCK
SIAT-1 infettate con il virus influenzale H3N2 e trattate con estratti estratti
metanolici di Te verde, dopo 6 ore dall’infezione.
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Microscopia elettronica

Le sperimentazioni condotte per valutare la tossicità degli estratti

acquosi e metanolici di Te verde e Mirto indicano che le sostanze utilizza-

te non hanno effetti citotossici. Ciò risulta evidente dai campioni osservati

al Microscopio Elettronico a scansione

In particolare si evidenzia che le strutture cellulari del controllo, cellu-

le non infettate, hanno una morfologia totalmente paragonabile a quelle

delle cellule infettate con il virus H3N2 e trattate con l’estratto di Mirto sia

acquoso che metanolico. Altresì le cellule infettate con il virus influenzale

e prive di trattamento con gli estratti di Mirto appaiono aver perso la loro

forma originale ed il tappetto cellulare è completamente distrutto (Fig. 10-

11-12).
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Fig. 10 - Immagine al SEM di cellule MDCK SIAT1 infettate con il virus H3N2 e trattate con
Myrtus communis alla concentrazione di 0,375 microgrammi /ml 48 ore dopo l’infezione.
Come si può vedere il tappeto cellulare è omogeneo e non si evidenziano effetti citopatici
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Fig. 11 - Particolare di cellula MDCK SIAT1 di controllo 48 h dopo la semina.
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Fig. 12 - La fotografia mostra cellule MDCK SIAT1 infettate con il virus H3N2 e 48 ore dopo
l’infezione. Come si può vedere il tappeto cellulare è completamente disgregato e si eviden-
ziano gli effetti citopatici dovuti all’infezione virale.
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Sebbene nel passato la medicina tradizionale con l’uso di infusi vegeta-

li fosse molto diffusa, in epoca moderna è stata abbastanza trascurata in

quanto la ricerca scientifica si è rivolta quasi esclusivamente alla scoperta

di nuovi medicinali di sintesi. 

Con l’insorgere sempre più di fenomeni di resistenza ai farmaci, spesso

anche multipli, da parte dei microrganismi patogeni ai chemioterapici uti-

lizzati nella pratica medica comune, l’attenzione è stata riportata alla ricer-

ca di metodi alternativi basati sull’utilizzo di rimedi naturali. La fitotera-

pia, ha così assunto un nuovo valore e la sua riscoperta non rappresenta un

passo indietro, piuttosto un ritorno alla natura fondato su solide basi scien-

tifiche, come si evince dalle numerose pubblicazioni esistenti sull’argomen-

to (Bone, 2004).

Inoltre anche l’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) ha racco-

mandato agli stati membri di mettere a punto delle strategie per preserva-

re l’uso della medicina tradizionale. 

La tesi oltre che valutare l’effetto protettivo nei confronti di microrga-

nismi patogeni di due piante Te verde e Mirto (C. sinensis e M. communis)

comunemente utilizzate non solo nella tradizione medica popolare, ma

come bevande balsamiche di uso quotidiano, ha esteso lo studio su un

fungo D. cupressi nei confronti di un vasto range di patogeni, che includo-

no batteri Gram positivi, Gram negativi e miceti.
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Lo studio del potenziale effetto antimicrobico di C. sinesis finora è stato

limitato in quanto è stato studiato principalmente solo su microrganismi

Gram positivi ed in maniera superficiale e frammentaria con risultati con-

trastanti (Mbata et al., 2006, Hamilton-Miller, 1995). In questo studio l’in-

dagane sull’attività del Te verde è stata estesa nei confronti dei batteri

Gram negativi, soprattutto enteropatogeni e multiresistenti ai farmaci anti-

batterici. Infatti S. Typhi, agente eziologico della febbre tifoidea che anco-

ra oggi nel mondo causa la morte di circa 217000 persone (Crump, 2010),

soprattutto bambini, è diventata resistente ai comuni farmaci utilizzati in

terapia ed è emersa recentemente in India per la prima volta la presenza di

ceppi resistenti alla ciprofloxacina che negli ultimi anni veniva è utilizzata

in sostituzione dell’Acido Nalidixico. (Gaind, et al., 2006). Interessante

quindi la dimostrazione per la prima volta, che il Te verde non solo agisce

sui ceppi sensibili agli antibiotici ma ha una forte azione antibatterica

soprattutto nei confronti di ceppi MDR di S. Typhi, con una MIC quattro

volte inferiore a quella rilevate nei ceppi sensibili agli antibiotici, facendo

quindi ipotizzare una sua possibile utilizzazione medica quale adiuvante

nella terapia della febbre tifoidea, in quanto attivo anche nei confronti dei

ceppi di S. Paratyphi A, anche essi responsabile di questa patologia. Un

empirico uso del Te verde nella profilassi contro il tifo era stato suggerito

da un medico militare ai soldati di stanza nel continente indiano già nel

1923 (Anonymous, 1923). Inoltre la sicurezza del suo utilizzo è dimostra-

ta dal quotidiano uso come bevanda e dal fatto che è appunto la bibita più
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utilizzata nel mondo, soprattutto in Asia (Stagg GV, 1980) e come dimo-

strato sperimentalmente nei test di citotossicità nei confronti in vitro di cel-

lule eucariotiche.

La maggiore efficacia del Te verde si ha quando l’estratto è di origine

alcolica dovuta all’efficienza come solvente del metanolo, che probabil-

mente permette di estrarre composti con una maggiore attività antimicro-

bica come è stato dimostrato in altre piante medicamentose indiane

(Ahmad et al 1998). Sono quindi necessari ulteriori studi per identificare

quali sono i possibili composti attivi. 

Gli esperimenti effettuati utilizzando il metodo descritto da Cartwhell

hanno permesso di evidenziare uno dei meccanismi che determina la sen-

sibilità dei ceppi di S. Typhi MDR all’azione dell’estratto di Te verde in pre-

parazione alcolica. Tale estratto ha una indiscussa attività di inibizione del

sistema che presiede all’estrusione degli antibiotici. Infatti le sperimenta-

zioni condotte mostrano che il Te verde metanolico ha una attività sovrap-

ponibile a quella di inibitori utilizzati per bloccare il sistema EPA ovvero è

in grado di invertire la resistenza alla tetraciclina in ceppi di S. Typhi MDR.

Questo meccanismo è stato descritto per la Berberine, una pianta usata dai

nativi americani e nella medicina tradizionale cinese come potente anti-bat-

terico e anti fungino (Amin et al., 1969; Nelson ML, 2002) che ha dimo-

strato tale meccanismo in S. aureus resistente alla norfloxacina. 

Il lavoro svolto ha evidenziato le spiccate proprietà antibatteriche dell’e-

stratto miceliale del fungo D. cupressi, di cui si conosceva l’effetto di due
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suoi metaboliti la Sphaeropsidina A e lo Sphaeropsidone nei confronti di

miceti di interesse agronomico (Evidente et al.,1996) per la prima volta  nei

confronti di patogeni per l’uomo ed in particolare  di ceppi di S. Typhi e

S.Paratyphi A sensibili e MDR, mentre non ha avuto effetto nei confronti dei

gram positivi saggiati. Tale effetto è esplicato anche dai purificati ottenuti da

D. cupressi, ovvero la Sphaeropsidina A e lo Sphaeropsidone. È stato dimo-

strato nella tesi che questi metaboliti ottenuti da D. cupressi hanno un azio-

ne antibatterica nei confronti non solo della Salmonella, di cui si è dimostra-

to un effetto in ceppi multiresistenti, ma anche nei confronti di gram positi-

vi non inibiti dall’estratto grezzo ed anche nei confronti della sola C. krusei. 

La MIC alla quale l’estratto grezzo risulta essere attivo è 4 volte mag-

giore della MIC misurata per i singoli purificati. Questo dato è estrema-

mente importante poiché per la prima volta si è dimostrata l’efficacia di

questi due metaboliti, nei confronti di patogeni per l’uomo. Per poter dare

un indicazione dell’uso di questi metaboliti nella terapia umana saranno

necessari ulteriori studi di citotossicità e di valutazione della loro innocuità

nell’uomo.

La ricerca si è rivolta inoltre a verificare se il Te verde ed il Mirto aves-

sero un effetto antivirale in particolare nei confronti del virus influenzale

H3N2 visto che la ricerca in questo settore utilizzando piante medicinali è

diffusa in tutto il mondo (Martin, 2003).

Interessanti sono i risultati ottenuti in quanto è stato dimostrato che

soprattutto il Mirto possiede una capacità di inibire la replicazione del
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virus H3N2abbattendo la carica virale quando cellule MDCK infettate con

il virus H3N2 vengono trattate con estratti metanolici e acquosi a basse

concentrazioni. Il fenomeno registrato è molto probabilmente dovuto alla

presenza di polifenoli, flavonoidi come del resto già riportato in letteratu-

ra per altri estratti con analoghe proprietà (Perva, et al., 2006). 

I risultati parzialmente negativi ottenuti con il Te verde sono probabil-

mente dovuti alle modalità dell’infezione in quanto è stato visto che il Te

verde inibisce la replicazione del Rotavirus ed enterovirus quando il virus

viene incubato contemporaneamente agli estratti delle piante e non sommi-

strato una volta che è avvenuto l’assorbimento virale come nel nostro caso

con il virus influenzale (Mukoyama, 1991). Non possiamo escludere che

l’efficacia minore sia dovuta alla una non completa inibizione della matu-

razione delle particelle virali del virus influenzale. 

In conclusione la tesi ha dimostrato il potenziale uso di piante quali Te

verde e Mirto come potenziali agenti alternativi all’uso degli antibiotici tra-

dizionali per combattere le infezioni batteriche soprattutto per i ceppi di S.

Typhi multi resistenti agli antibiotici. Questo effetto è stato dimostrato

anche utilizando il fungo D. cupressi, agente patogeno del cipresso comu-

ne e i suoi estratti Sphaeropsidina e Sphaeropsidone anche nei confronti di

batteri Gram positivi e negativi e di alcuni miceti patogeni per l’uomo.

Infine è stato dimostrato che il Mirto ha un potente effetto di inibizio-

ne della crescita del virus influenzale H3N2.
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