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Introduzione

Le infezioni fungine rappresentano un problema crescente in tutto il mondo in quanto
contribuiscono sostanzialmente alla morbilita e alla mortalita umana (CDC, 2019).

Purtroppo I’impatto di queste malattie sulla salute umana ¢ ancora un argomento trascurato,
nonostante la richiesta di attenzione da parte dei ricercatori e delle autorita del campo della salute
pubblica.

I dati riguardanti la prevalenza e I’incidenza delle infezioni fungine sistemiche e mucosali
sono difficili da reperire per scarsa “performance” dei test diagnostici e per carenza di regolari
sistemi di sorveglianza nazionale, in quanto non sono malattie notificabili. Si hanno solo delle
indagini pubblicate su riviste internazionali dalle quali si pud evincere che le infezioni sistemiche
fungine, soprattutto quelle causate da Candida ¢ da Aspergillus spp., in minore entita da
Cryptococcus spp. € pochi altri funghi filamentosi costituiscono gravi infezioni nei soggetti
normali e soprattutto in quelli immunocompromessi.

Quindi, attualmente, la ricerca sulla fisiopatologia delle infezioni fungine umane ¢ molto in
ritardo rispetto a quella delle infezioni causate da altri agenti patogeni, nonostante ci sia urgente
necessita di test diagnostici efficienti, di nuovi farmaci e di vaccini sicuri ed efficaci (Brown,
2012).

Ci sono milioni di specie fungine in natura, ma solo poche centinaia di esse risultano patogene
per 'uomo (Horn, 2012; CDC, 2019).

In generale le infezioni fungine gravi si verificano come conseguenza di altri problemi di salute
tra cui asma, AIDS, cancro, trapianto di organi, terapie con corticosteroidi e attualmente anche
con la malattia da coronavirus SARS-CoV-2 (COVID-19) (CDC, 2021a; Lahmer, 2021).

Le infezioni fungine umane possono essere classificate in base al livello di penetrazione e
diffusione dell’agente infettante nei tessuti e alle caratteristiche specifiche del microrganismo in:
micosi superficiali, micosi cutanee, micosi sub-cutanee, micosi opportunistiche, micosi
sistemiche e/o profonde (Mondello, 2008).

Cenni di epidemiologia

Le infezioni fungine colpiscono oltre un miliardo di persone, con tassi di mortalita stimati in
1-2 milioni di persone all’anno (Brown, 2012). In particolare, in un articolo di Bongomin del
2017, si stima che quasi un miliardo di persone abbiano infezioni fungine della pelle, delle unghie

* in quiescenza dal 1° luglio 2020
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e dei capelli, molte decine di milioni presentino candidosi mucosali e piu di 150 milioni di persone
abbiano gravi malattie fungine con un impatto importante sulla loro vita o fatali. La gravita varia
da infezioni muco-cutanee e asintomatiche lievi a infezioni sistemiche potenzialmente letali.
Inoltre, la mortalita associata a malattie fungine risulta maggiore di 1,6 milioni di persone per
anno, paragonabile a quella della tubercolosi e 3 volte maggiore rispetto a quella della malaria.
Le caratteristiche socio-economiche, geo-ecologiche e il numero crescente di popolazioni a
rischio sono i principali determinanti delle variazioni sull’incidenza e sulla prevalenza delle
malattie fungine nel mondo (Bongomin, 2017).

Sebbene I’epidemiologia delle malattie fungine sia notevolmente cambiata negli ultimi
decenni, le specie di Aspergillus, Candida, Cryptococcus, Pneumocystis jirovecii, ¢ i funghi
dimorfici endemici come Histoplasma capsulatum ¢ Mucormycetes (CDC, 2021b) rimangono i
principali patogeni responsabili della maggior parte dei casi di malattie fungine gravi. Candida
albicans ¢ 1l principale agente responsabile delle infezioni mucosali, Aspergillus fumigatus per la
maggior parte delle infezioni fungine allergiche e Trichophyton spp., in particolare T. rubrum, per
le infezioni della pelle.

Tra le infezioni fungine invasive potenzialmente letali in tutto il mondo prevalgono (Brown,
2012):

- Criptococcosi (Cryptococcus neoformans) con piu di un 1.000.000 di casi/anno e tasso di

mortalita dal 20 al 70%;
- Candidosi (Candida albicans) con piu di 400.000 casi/anno e tasso di mortalita dal 46 al
75%;

- Pneumocistosi (Pneumocystis jirovecii) con piu di 400.000 casi/anno e tasso di mortalita

dal 20 all’80%;

- Aspergillosi (dspergillus fumigatus) con piu di 200.000 casi/anno e tasso di mortalita dal

30 al 95%.

Oltre 1’80% dei pazienti potrebbe essere salvato dalla morte se si avessero a disposizione
diagnosi fungine efficaci e agenti antimicotici potenti non tossici.

Purtroppo I’accertamento diagnostico tempestivo e la gestione di infezioni fungine gravi ¢
sempre una grossa sfida, soprattutto in contesti con risorse limitate, poiché molti test diagnostici
convenzionali sono lenti e il trattamento antifungino ¢ spesso costoso e /o tossico e non
ugualmente disponibile in tutti i Paesi. Altri fattori che influiscono sull’esito della malattia
includono la “compliance” del paziente al trattamento a lungo termine, le interazioni farmaco-
farmaco, I’esperienza clinica limitata e la comorbilita che riducono il potenziale di sopravvivenza
e cura (Bongomin, 2017).

Resistenza ai farmaci antifungini

11 successo clinico per le infezioni fungine invasive, associate ad alta mortalita, richiede quindi
una diagnosi precoce e un’efficace terapia antifungina. Attualmente, le opzioni antifungine per il
trattamento delle malattie fungine sono ancora limitate. Inoltre, sussiste il grave problema della
tossicita del farmaco a causa della comune struttura eucariotica delle cellule fungine e animali.
Nell’ultimo decennio, lo sviluppo di farmaci meno tossici ha portato a un maggiore uso di tali
rimedi in termini di profilassi, terapia ripetuta o a lungo termine, ma ovviamente ha portato anche
alla comparsa di resistenza alla terapia.

Allo stesso modo, 1’esposizione a fungicidi in agricoltura con identici bersagli molecolari a
quelli degli antifungini sistemici ha selezionato serbatoi ambientali di organismi resistenti nelle
specie di Aspergillus e questi ceppi resistenti si stanno diffondendo a livello globale.

Il grosso problema attuale ¢ quindi la crescente resistenza ai farmaci tra i funghi. Secondo
quanto riportato nell’articolo di Karpinsky del 2020, tra le specie Candida e Aspergillus ¢ stata
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osservata resistenza agli azoli, per esempio fluconazolo, voriconazolo e posaconazolo. Alcune
specie di Candida, in particolare C. glabrata ¢ C. parapsilosis, possono essere sia resistenti a
echinocandine, sia multiresistenti. E stata segnalata resistenza acquisita alle echinocandine anche
per i lieviti C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. kefyr, C. lusitaniae e C. dubliniensis. Piu del
3% degli isolati di Aspergillus fumigatus sono resistenti a uno o piu azoli. La resistenza ai polieni
riguarda principalmente I’amfotericina B.

La resistenza a questo farmaco ¢ stata osservata in Fusarium spp., Trichosporon spp.,
Aspergillus spp. e Sporothrix schenckii. E stata rilevata resistenza all’amfotericina B anche per
C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis. E da segnalare come nuovo problema epidemiologico la
multiresistenza di C. auris, un lievito descritto per la prima volta in Giappone nel 2009.
Recentemente, la presenza di C. auris ¢ stata segnalata da 36 Paesi di sei continenti. Circa il 30%
degli isolati mostra una ridotta suscettibilita all’amfotericina B e il 5% puo essere resistente alle
echinocandine. La mortalita stimata per fungemia da C. auris varia dal 28% al 60% (CDC, 2021c;
ECDC, 2018).

Per riassumere, per poter superare problematiche come: gli effetti tossici delle terapie
convenzionali antifungine; la scarsita di farmaci efficaci; 1’elevato costo dei farmaci e della
assistenza sanitaria; il crescente fenomeno della resistenza agli antifungini, in particolare nei
pazienti immunocompromessi c¢’¢ 1’assoluta urgente necessita di introdurre nuove strategie
terapeutiche integrative o di supporto alle terapie antifungine note, che impieghino molecole
sicure, efficaci ed economiche.

Oli Essenziali (OE)

Un notevole interesse si ¢ riscontrato nell’ultimo ventennio per 1’uso terapeutico di sostanze
naturali, soprattutto di origine vegetale, in diverse patologie infettive, incluse quelle fungine,
come potenziali candidati per la prevenzione e il trattamento di infezioni microbiche (Salam,
2018; Mondello, 2015).

Tra le varie sostanze naturali la letteratura scientifica ha da tempo evidenziato negli Oli
Essenziali (OE) peculiari caratteristiche in termini di biodegradabilita, di esigua tossicita e di
ampio spettro di attivita biologiche, tra cui una potente attivita antimicrobica. Gli OE sono
complesse misture di sostanze vegetali volatili estratte da piante aromatiche e come tali sono parti
integranti della fitoterapia, medicina complementare riconosciuta dalla World Health
Organization (WHO) e in Italia, secondo accordo del 13 febbraio 2013 tra Stato e Regioni.

La Farmacopea Europea (European Pharmacopoeia Commission, 10° edizione, 2021)
definisce gli OE come: “Prodotti odorosi, solitamente di composizione complessa, ottenuti da una
materia prima vegetale botanicamente definita, attraverso distillazione in corrente di vapore,
distillazione a secco o un appropriato processo meccanico senza riscaldamento”.

Gli OE sono di solito separati dalla fase acquosa attraverso un processo fisico che non
influenza significativamente la loro “composizione”.

Ai fini della qualita degli OE sono assolutamente necessari i seguenti requisiti: identita,
sicurezza, efficacia. L’identita di un OE richiede la conoscenza della specie botanica che ¢ stata
utilizzata per il suo ottenimento e la definizione dei composti che ne caratterizzano la
composizione chimica (marker, chemotipo).

L’aspetto della sicurezza d’impiego dipende sempre dalla composizione chimica e dall’attenta
individuazione della concentrazione dei vari componenti dell’OE tramite tecniche analitiche di
tipo cromatografico e spettroscopico. La dimostrazione dell’efficacia dipendera dai risultati di
studi rigorosi che dovranno definire, se possibile, gli eventuali componenti biologicamente attivi
(Bicchi, 2015).
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La conoscenza approfondita delle caratteristiche chimiche degli OE ¢ quindi necessaria per
effettuare uno studio rigoroso scientifico, se si vuole ottenere da essi il massimo rendimento
terapeutico ed evitare spiacevoli reazioni collaterali. La ditta produttrice deve sempre fornire le
caratteristiche chimiche di un OE tramite: scheda tecnica e certificato di analisi (numero di lotto).

Tali riferimenti fondamentali permetteranno di rapportarsi alle caratteristiche previste dalla
Farmacopea Europea, documento imprescindibile da un punto di vista legale, per consentire la
prescrizione medica, ’utilizzo clinico degli OE e la formulazione di presidi terapeutici per scopi
medici. Gli OE da usare a scopo terapeutico non potranno quindi che essere quelli contemplati
nella Farmacopea Europea (Camporese, 2013).

Gli attuali studi scientifici sugli OE nell’ambito delle infezioni microbiche riguardano
soprattutto 1’attivita antimicrobica in vitro, il meccanismo di azione, I’attivita antimicrobica in
vivo e in minor misura la sicurezza e la tossicologia (D’ Agostino, 2019; Lang, 2012).

Attivita antifungina degli OE in vitro

Un grande numero di OE e loro costituenti sono stati ben caratterizzati in vitro sia in forma
liquida che gassosa, per la loro attivita nei confronti di lieviti, dermatofiti e altri funghi
filamentosi.

In generale I’attivita antimicrobica in vitro varia da un microrganismo all’altro e da un OE
all’altro, ma ¢ sempre dose-dipendente e inoltre ¢ strettamente connessa alla composizione
chimica e alla concentrazione dei loro costituenti, che non dipendono solo dalla specie e
dall’organo produttore della pianta, ma anche da vari altri fattori quali: tempo balsamico, impiego
di fertilizzanti e/o erbicidi, tecnica estrattiva, eventuale rettificazione o deterpenazione, modalita
di conservazione, ecc.

Sono presenti in letteratura anche numerosi studi sull’uso degli OE e dei loro componenti, in
combinazione con farmaci convenzionali, che risultano promettenti per poter contrastare, con dosi
meno tossiche, la farmacoresistenza microbica (Ayaz, 2019).

Vi sono pero delle limitazioni nella valutazione in generale dell’attivita antimicrobica in vitro
in quanto la comparazione dei dati scientifici rimane spesso problematica a causa del vasto
numero di metodologie usate e I’assenza di una loro standardizzazione insieme ai valori soglia
(breakpoint) secondo le direttive internazionali — European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) e The Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI). Spesso
gli OE non rispondono ai requisiti di buona qualita, in quanto si tratta di misture poco definite di
vari composti.

Inoltre, gli OE presentano caratteristiche fisico-chimiche peculiari quali volatilita, bassa
solubilita in acqua, e bassa stabilita chimica, ma tali problematiche sembra si possano superare
con le nanotecnologie. Le nano-particelle funzionalizzate con OE hanno infatti un potenziale
antimicrobico significativo in vitro, sia a causa di un aumento della stabilita chimica e della
solubilita, ma anche a causa della diminuzione della rapida evaporazione ¢ della degradazione dei
componenti volatili attivi dell’OE. 11 loro rilascio controllato e prolungato inoltre ne
aumenterebbe la biodisponibilita e I’efficacia contro i microrganismi (Rai, 2017).

Molti autori (Lang, 2012; D’ Agostino, 2019; Karpinsky, 2020) mettono in evidenza I’attivita
antifungina in vitro di molti OE. Nel 2019 D’Agostino, in un suo articolo, ha selezionato in
letteratura alcuni OE e loro componenti per il loro comprovato effetto antifungino e per il loro
uso frequente (Tabella 1), mettendo a paragone le loro Minime Concentrazioni Inibenti (MIC)
con quelle di antimicotici convenzionali di riferimento, quando quest’ultime sono rilevate.

Inoltre, cosa degna di nota, lo stesso autore ha riportato i variegati valori di misura dell’attivita
antifungina degli OE riscontrati in letteratura a un’unica unita, consentendo quindi una maggiore
e rapida confrontabilita dei dati ottenuti.

7



Rapporti ISTISAN 22/2

Tabella 1. Esempi selezionati di oli essenziali ad attivita antifungina
(rielaborata e modificata da D’Agostino et al. 2019)

Alcune specie MIC con valori

Olio - S Parti della . i
. Famiglia Principali . . fungine convertiti a .
essenziale ’ . pianta da cui o . Rif.
botanica componenti . patogene un’unica unita
(OE) si trae OE R
testate di misura
. 3 Essid et al.
Cannella foglie Candida spp. 250-1000 pg/mL 2017
Cinnanomum  Lauraceae cinnamaldeide scorza G .y
verum semi Fusarium spp. 31,25-500 pg/mL 0281% al.
Chiodi di
garofano 1,8- cineolo, boccioli dei , ) Essid et al.
Syzygium Myrtaceae eugenolo  fiori essiccati Candida spp.  125-250 ug/mL 2017
aromaticum
cuminaldeide,
Cumino cimene, Minooeianh
Cuminum Apiaceae gamma- parte aerea C.albicans  3,90-11,71 uyg/mL aghighi et
cyminum terpinene, al. 2017
1,8- cineolo
Eucalipto _cimene P. funiculosum 0,15 mg/mL Elansary et
Eucaliptus Myrtaceae 1p8_ cineol’o foglie A. niger 0,47 mg/mL al 20 1y7
camaldulensis ’ A. flavus 0,43 mg/mL )
Eucalipto f
. citronellolo, . , Dutta et al.
Eyqaltptus Myrtaceae citronellale foglie C. albicans 318 pg/mL 2007
citriodora
ggI;arni)%ium Geraniaceae geraniolo, arte aerea Candida s 250-1000 pg/mL Essid et al.
g citronellolo P Pp- H9 2017
graveolens
Lavanda linalolo, linali D'Auria et
Lavandula Lamiaceae ’ parte aerea  C. albicans 445 pg /mL
o acetato al. 2005
angustifolia
Menta . linalolo, i C.albicans 800 pg/mL Stringaro et
... Lamiaceae mentolo, infiorescenze )
Mentha piperita L A. niger 222 pg/mL al. 2018
piperitone
00 . pulegone, . . C.albicans 1 mg/mL Mahboubi
Mentha Lamiaceae S = infiorescenze )
. piperitone A. niger 250 mg/mL et al. 2008
pulegium
Origano timolo,
Origanum Lamiaceae carvacrolo, foqlie C. albicans  1,48-1,75 mg/mL Santoyo et
g sabinene, 9 A.niger  2,75-2,85mg/mL  al. 2006
vulgare .
linalolo
. . Ksouri et al.
Rosmarino 1,8 cineolo, 24-31 mg/mL
. . parte aerea . 2017
Rosmarinus Lamiaceae canfora, foglie C. albicans Je Oliveira
officinalis alfa pinene 0,78 mg/mL of al. 20172
Tea Tree- Aspergillus
Melaleuca Myrtaceae terpinen-4-olo foglie spp. 1,60-200 g/l Carson et
. ! 3-800 ug/mL al. 2006
alternifolia Candida spp.
-'II-';"lmr?vus Lamiaceae timolo, foglie, parte ASpseprg{lluS 160-640 ua/mL Pinto et al.
ymus carvacrolo aerea Dermatofiti H9 2006
pulegioides .
Candida spp.
Timo timolo Ca’?""da
Thymus Lamiaceae carvacrdlo foglie, parte albicans 62 ug/mL Ahmad et
: ’ aerea Candida al. 2014
vulgaris p-cymene B
tropicalis
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Nel 2020 Karpinsky ha riportato che piu della meta degli OE delle piante (72) della famiglia
delle Lamiaceae ha una buona attivita antifungina (MIC <1000 ug/mL). La migliore attivita (MIC
<100 pg/mL) si ha in OE di alcune specie dei generi Clinopodium, Lavandula, Mentha, Thymbra
e Thymus. In alcuni casi sono state osservate discrepanze significative tra diversi studi. |
componenti chimici che si trovano piu comunemente includono p-cariofillene (41 piante), linalolo
(27), limonene (26), B-pinene (25), 1,8-cineolo (22), carvacrolo (21), a-pinene (21), p-cimene
(20), y-terpinene (20) e timolo (20).

Molta letteratura mostra che una vasta gamma di lieviti, dermatofiti e altri funghi filamentosi
sono sensibili soprattutto all’OE di Melaleuca alternifolia (Tea Tree Oil, TTO). In Tabella 2
vengono riportati intervalli dei valori dell’attivita del TTO nei confronti delle varie specie fungine
ottenuti tramite varie referenze reperibili nel lavoro di Carson CF et al. del 2006. Sebbene le
metodologie differiscano, le MIC generalmente sono tra 0,03 e 0,5% v/v e le Minime
Concentrazioni Fungicide (MFC) generalmente variano da 0,12 a 2% v/v. L’eccezione ¢ costituita
dalla muffa Aspergillus niger con MFC 8% v/v. Tuttavia, questi saggi sono stati effettuati con i
conidi fungini di cui € nota la relativa impervieta agli agenti chimici; i conidi germinati risultano
piu sensibili al TTO (Carson, 2006).

Tabella 2. Attivita in vitro dell’olio essenziale di Melaleuca alternifolia (TTO) nei confronti di varie
specie fungine. Rielaborata da Carson CF et al., 2006*

Specie fungina Minima Concentrazione Minima Concentrazione
Inibente MIC% (v/v) ** Fungicida MFC% (v/v) **
Alternaria spp. 0,016-0,12 0,06-2
Aspergillus flavus 0,31-0,7 2-4
A. fumigatus 0,06->2 1-2
A. niger 0,016-0,4 2-8
Blastoschizomyces capitatus 0,25
Candida albicans 0,06-8 0,12-1
C. glabrata 0,03-8 0,12-0,5
C. parapsilosis 0,03-0,5 0,12-0,5
C. tropicalis 0,12-2 0,25-0,5
Cladosporium spp. 0,008-0,12 0,12-4
Cryptococcus neoformans 0,015-0,06
Epidermophyton flocossum 0,008-0,7 0,12-0,25
Fusarium spp. 0,008-0,25 0,25-2
Malassezia furfur 0,03-0,12 0,5-1.0
M. sympodialis 0,016-0,12 0,06-0,12
Microsporum canis 0,03-0,5 0,25-0,5
M. gypseum 0,016-0,25 0,25-0,5
Penicillium spp. 0,03-0,06 0,5-2
Rhodotorula rubra 0,06 0,5
Saccharomyces cerevisiae 0,25 0,5
Trichophyton mentagrophytes 0,11-0,44 0,25-0,5
T. rubrum 0,03-0,6 0,25-1
T. tonsurans 0,004-0,016 0,12-0,5
Trichosporon spp. 0,12-0,22 0,12

* Gli intervalli dei valori dell’attivita antifungina in vitro sono tratti da varie referenze reperibili in Carson CF et al., 2006

Meccanismo d’azione antifungina degli OE

Il preciso meccanismo d’azione degli OE non ¢ stato ancora delucidato. In generale,
sembrerebbe che gli OE agiscano a piu livelli, a seconda della concentrazione dell’OE. Nella
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letteratura viene riscontrato che sembrano essere particolarmente colpite la membrana plasmatica e
la parete cellulare e infatti il primo effetto durante il contatto con un OE viene riscontrato sulla
morfologia dei funghi (de Oliveira et al., 2017b). Vari studi mostrano anche una perdita
dell’integrita della membrana e una diminuzione della quantitd di ergosterolo (componente
principale della membrana fungina), nonché un’inibizione nella formazione della parete. Gli OE
hanno anche un’azione inibente sulle ATPasi di membrana e sulle interazioni tra le varie citochine
(Shreaz et al., 2016a), i mitocondri e il reticolo endoplasmatico sembrano essere siti importanti nei
loro meccanismi di azione (Figura 1). Infine, sembra essere influenzata 1’espressione di un certo
numero di geni, in particolare, i geni coinvolti nell’adesione, nella crescita, nel dimorfismo, nella
sporulazione, ecc. Attualmente per spiegare 1 meccanismi d’azione si hanno solo dati preliminari.

DISTRUZIONE DELLA MEMBRANA

CELLULARE A livello di INIBIZIONE DELLA
L’ergosterolo svolge un ruolo essenziale | membrana cellulare / FORMAZIONE DELLA
nel preservare l'integrita e la funzione parete PARETE CELLULARE
della membrana cellulare fungina. Se M L'integrita della parete cellulare
tali steroli sono legati da farmaci puo essere interrotta
antifungini o la biosintesi & inibita da bloccando la formazione di
specifici inibitori, l'integrita della beta glucani.

membrana cellulare sara distrutta.

DISFUNZIONE DEI INIBIZIONE DELLE POMPE

MITOCONDRI FUNGINI All'interno della ] DI EjFF]!-ﬂUSSO ]
Gli agenti antifungini possono inibire le cellula eiﬁotrl?ti)sle' gellﬂfeSSi\F/)é?\fien :
pompe protoniche nella catena [

) T . rimuovono le tossine dalla
respiratoria mitocondriale, portando a cellula, quindi anche farmaci.

una riduzione della produzione di ATP e La loro inibizione puo ridurre la
alla conseguente morte cellulare. resistenza ai farmaci.

Figura 1. Meccanismo di azione antifungina degli oli essenziali
(rielaborata e tradotta da Nazzaro et al., 2017)

Effetti sinergici antifungini degli OE

La combinazione di molecole antifungine convenzionali con alcuni componenti dell’OE
potrebbe essere utile per realizzare un sinergismo, cioe avere un effetto comune superiore a quello
delle singole molecole. Inoltre, un effetto sinergico tra due composti potrebbe ridurre la dose da
utilizzare e quindi ridurre la tossicita per I'uomo e i potenziali effetti collaterali di entrambi i
composti, oltre a contrastare la farmaco-resistenza. I risultati variano in base al microrganismo,
al farmaco convenzionale e all’OE. L’indice di concentrazione inibitoria frazionaria (FICI) stima
I’interazione tra due o piu composti al fine di determinare il risultato combinato di diverse
molecole. Un valore inferiore a 0,5 denota sinergismo, un valore maggiore di 4 mostra
antagonismo e tra questi due valori (0,5-4) la combinazione ¢ considerata indifferente. Questo
valore FICI ¢ quindi variabile a seconda delle molecole testate, ma anche delle specie bersaglio.
Diversi meccanismi sembrano essere coinvolti nell’effetto sinergico degli antimicotici, tra i quali
I’inibizione simultanea di diversi bersagli cellulari (Johnson, 2004) e di diversi stadi nelle vie
intracellulari fungine che sono essenziali per la sopravvivenza cellulare. Sebbene gli studi si
concentrino spesso sui componenti principali degli OE, i componenti minoritari della miscelac
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svolgono comunque vari ruoli, in particolare determinano la natura lipofila o idrofila, e quindi la
capacita dell’OE di penetrazione cellulare o la sua distribuzione all’interno della cellula. Cio
implica che lo studio dell’intero OE sarebbe piu informativo sull’effetto antimicrobico rispetto
allo studio di un singolo componente (Bakkali, 2008). Diversi studi mostrano una maggiore
efficacia antimicrobica dell’intero OE rispetto al singolo componente principale. La
combinazione del composto principale e degli altri componenti rimanenti dell’OE potrebbe avere
un effetto sinergico o un’influenza potenziante. D’altra parte, alcuni composti minoritari possono
avere I’effetto di diminuire la capacita sinergica del composto principale, come fanno 1’alfa-
cimene e il delta-terpinene con il timolo (Khan, 2011).

Attivita antifungina in vivo degli OE: studi preclinici e clinici

Gli studi preclinici, effettuati sugli animali, costituiscono un valido supporto sperimentale per
studi di sicurezza d’uso e di efficacia degli OE nelle infezioni microbiche umane. La maggior parte
di queste indagini sono focalizzate sull’efficacia dell’olio essenziale di Melaleuca alternifolia
(TTO, International Standard) e pochi studi sono stati pubblicati per altri OE e componenti. Per
quanto riguarda le micosi, vengono prese in considerazione soprattutto infezioni mucosali o
sistemiche da Candida spp. (Manohar, 2001; Mondello, 2003; Mondello, 2006; Chami, 2004;
Chami, 2005; Pietrella, 2011; Wang, 2020) infezioni cutanee da dermatofiti (Tiwari, 2003; Sokovic,
2008; Pisseri, 2009; Nardoni ef al., 2017) e da Malassezia spp. (Nardoni, 2014; Nardoni, 2017).
Nella maggior parte degli studi, gli OE sono stati applicati localmente in soluzione o crema.
Tuttavia, in uno studio (aspergillosi nel topo) viene usata come via di somministrazione dell’OE
I’inalazione (Hood, 2010) e in un altro (tinea pedis nella cavia) il vapore (Inouye, 2001).

E da sottolineare che gli studi presi in considerazione dalla letteratura coprono una vasta
gamma di infezioni fungine che si verificano in una varieta di animali domestici e di laboratorio
e che, nonostante I’eterogeneita presente negli studi, la maggior parte ha mostrato un esito clinico
positivo. Questo indica che gli OE potrebbero essere degli agenti terapeutici potenziali negli
animali, con eventuale potenzialita di uso anche nell’uomo, ovviamente dopo conferme di
ulteriori studi di efficacia e sicurezza di uso.

Gli studi clinici riguardanti infezioni fungine nell’'uomo trattate con OE, riscontrati in
letteratura, sono riportati nelle Tabelle 3, 4 e 5 con relativa bibliografia. La maggior parte degli
studi clinici pregressi non sono stati condotti secondo gli standard oggi in uso (per progettazione
e per metodologia), di conseguenza non sono confrontabili con gli studi clinici sui trattamenti
convenzionali e non sono stati presi in considerazione.

Gli attuali studi clinici in ambito umano, con OE, sono promettenti, in quanto hanno mostrato
che questi prodotti di origine vegetale presentano: un’efficacia uguale o di poco inferiore al
trattamento convenzionale standard; una migliore efficacia rispetto al placebo e in generale un
miglioramento dei sintomi clinici, comportando anche guarigione micologica.

Rispetto ai trattamenti convenzionali antifungini gli OE presenterebbero il vantaggio di essere
meno costosi, in particolare se gli OE in formulazione vengono classificati come farmaci da
banco, e di avere bassi livelli di reazioni avverse (principalmente irritazione della pelle o dolore
lieve negli studi sull’uomo).

Inoltre, a causa della natura complessa ¢ della composizione dei costituenti bioattivi presenti
negli OE, le modalita di trattamento con OE possono poi comportare un rischio inferiore per lo
sviluppo di resistenza ai funghi. Sono comunque senz’altro necessari ulteriori studi randomizzati
e controllati ben progettati per determinare 1’efficacia e la sicurezza dei trattamenti con OE, in
particolare studi di conferma su una popolazione pit ampia in cui si valuti: la concentrazione
finale ottimale dell’OE, la formulazione del prodotto; la durata e la frequenza del trattamento;
eventuali effetti avversi; il costo-efficacia del potenziale trattamento terapeutico con gli OE.
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Tabella 3. Studi clinici con oli essenziali nei confronti di infezioni mucosali e cutanee
da Candida spp.

Popolazione
ivalutata /
reclutata

EGruppi di
trattamento
(n. pz valutati)

ETrattamento
ie durata

Risultati

Eventi
avversi |

RIf.

18/25 pz anziani Gruppo test .
Studio per valutarela  collutorio . . Gruppo con collutorio
clinico riduzione dei commerciale eletzgul S sl £l
singolo livelli di accumuloS€nza alcol a base 2 v/die gruppo controllo nel - Chalhoub
cieco diplaccaedi  di componentidi dopo i pasti prevenire a coumulo di., et al.
conolato micopatogen OF° (09 eon ont pecsesanie | oo
randomiz- _ (tra cui specie di Gryppo controllo per45gg  Non significativo (P>
zato Candida) a livello acqua di rubinetto 0,05)
orale (n.9)
2 cps/die
probiotici Dopo 1° trattamento
Gruppo per os 55,5% pz (5/9) &
trattamento 1 per 1599.  negativo per coltura
probiotici per os D 10 fungina.
L. acidophilus opo o
» trattamento iDopo 2° trattamento
9/13 pz con e S. boulardii se pz positivi aggiuntivo 50% pz
. candidosi rispettivamente a ida: (2/4) & negativo. Di Vito
Studio : 12,55 e 46 CFUjcps be' Candida: gativo.
oilota vaginale e posmvn(r’] 9) 2 cps/die % totale pz negativi  ino et al.
per la presenza : probiotici per {77,7% (7/9). 2016
di Candida Gruppo 0S + Tutti i pz al termine dei
trattamento 2 supposte trattamenti hanno
probiotici per os + vaginali TTO friportato la scomparsa
supposte vaginali a1 V/die prima {deéi sintomi e un
base di TTO (n.4) dicoricarsi generale
per altri 15 ag mlglloramento
per 3 mesi
Cura micologica e
clinica parziale o
18/40 pz con Pomata 1 v/die per 48icompleta a 48 sett. in
diagnosi clinica icommerciale a sett. 15/18 pz (83%). Derb
Studio di onicomicosi base di timolo, pz seguitia iSolo il 27,8% ¢ stato . ot a/y
pilota dell'alluce mentolo, canfora e iintervalli di 4, icurato. 2011’
(da dermatofiti, OE di eucalipto 8, 12, 24, 36 iTutti i partecipanti
muffe e lieviti)  {(n.18) e 48 sett. erano “soddisfatti”
(n.9) o “molto
soddisfatti” (n.9).
Gruppo trattamento
34% miglior. totale,
56% miglior. parziale,
Gruppo 10% nessun miglior.
Studio 80 pz con trattamento Gruppo di controllo
clinico diagnosi clinica €N OF 5 vidi 5% miglior. totale, Sab
doppio di candidosi orale Pe/argonium vidie 25% miglior. parziale, abz-
cieco (stomatite da ~ graveolensin gel (mattinae 240 hessun miglior. no gha/baee
controllato iprotesi) e positivi (n.40) sera1)4 Riduzione 26?1
randomiz- per la presenza Gruppo controllo per1499 statisticamente
zato di C. albicans con placebo con significativa di n. CFU
solo gel (n.40) e segni e sintomi della
candidosi orale in
relazione al placebo
(P<0,0001)
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Risultati

%reclutata

Gruppo 1

e durata

miscelati con CT sono
stati efficaci nel

Sia TTO che nistatina :

fluconazolo

risposta clinica)

Per 12 gg
27/118 pz con TTO< 20% i pz dormono E;omdi;;snuenglinica e
Studio diagnosi clinica +CT (n.9) con la protesi; . .
clinico di candidosi orale Gruppo 2 condizionata 2:';?\';%:3 eele Catalan
controllato {(stomatite da Nistatina e sciacquano (P< 0,001) no et al.
randomiz- protesi) e positivi i, T (n.9) la protesi soloI dati statistici 2008
zato per la presenza conacqua o ooncsons che
di C. albicans Gruppo Placebo frelc_jclja per . elgi]rgwi nazione di C.
CT puro (n.9) puliria. albicans & piu rapida
con M. alternifolia
rispetto alla nistatina
Il gel Z. multiflora ha
ridotto I'eritema
superficiale del palato
in modo piu efficiente
rispetto al gel di
miconazolo, ma non
24 b7 con Gruppo 1 ha ridotto il numero di
Studio diagnosi clinica diZataria multiflora il gel € stato icolonie sulla superficie
clinico . Boiss gel 0.1% applicato alla idella protesi con la
candidosi orale gely, o> "
controllato . (n.12) base della  istessa efficacia del Amanlou
(stomatite da ) ) s no
aperto protesi) e positivi i ) protesi miconazolo. Riduzione 2006
i ruppo i isti
trandomlzza oer la presenza Micc?n‘;zolo ol 29% 4 v/die s.tatlls.tlca_mente
(o} di C. albicans g oper 4 sett. significativa del
: (n.12) numero di CFU e dei
segni e sintomi della
candidosi orale nei
due gruppi.
Nessuna differenza
significativa tra | due
gruppi
Gruppo 1
15 mL soluz.
Studio 27 pz alcolica orale a . 66,7%
clinico sieropositivi base di TTO™ . Risposta I ol
n.13) 4 v/die micologica e clinica in: ialcolica) Vasquez
aperto AIDS con ( o . o
singolo candidosi orale 30-60s 58% (soluz. alcolica) i15,4% et al.
. . Gruppo 2 per 2-4 sett. 54% (soluz. non (soluz. 12002
randomiz- refrattaria al 5 mL soluz. non alcolica) -
zato fluconazolo Slcolica orale a alcolica)
base di TTO**
(n.14)
12/13 pz
; e . . Dopo quattro sett.:
Studio sieropositivi Gruppo 1 SC'.a cqui 4 67% risposta clinica Jandourek
- AIDS con 15 mL soluz. orale v/die o)
clinico . . . x ) 58% risposta globale no et al
Sperto candidosi orale ia base di TTO 30-60s (risposta micologica + 1998
P refrattaria al (n.12) per 2-4 sett. P 9

*

mentolo; timolo; eucaliptolo; metilsalicilato; fluoruro di sodio

**Preparazioni commerciali a base di TTO con concentrazione sconosciuta. Le formulazioni sembrano essere terapie
alternative efficaci in caso di candidosi resistente

CT: Condizionatori tissutali: materiali acrilici morbidi per impronte, usati anche per facilitare la guarigione di tessuti

molli edentuli danneggiati (stomatite da protesi); UFC Unita Formanti Colonia; pz: pazienti; v/die: volte al giorno
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Tabella 4. Studi clinici con oli essenziali nei confronti di infezioni da Malassezia spp.

| Popolazio- | Gruppi di

i ne valutata/ | trattamento B

| Risultati ; .
g .avversi

‘arruolata | (n. pz valutati) ;
Il trattamento con
TTO-veicolato in
TTO 1-veicolato IHA.M per curare 2
. esioni ipo-
in membrana : .
o pigmentate risulta
amniotica umana superiore in
(HAM)* (n.48 con P
e confronto al
120 pz lesioni ipo-
PR I . trattamento con
con Pitiriasi i pigmentate) TTO 1-veicolato .. ;
. . . tioconazolo, in
versicolor Tioconazole 2 in HAM .
con lesioni 1% in crema Una volta/sett GO TECHIENE Tal |
Studio ipo- & iper- | (n.48 con lesioni or 8 sett dati microbiologici, no Nashwa
clinico P P Lo b ) quindi altamente 2020
pigmentate |ipo-pigmentate) |Tioconazolo 2 sianificativo
da TTO 3 (HAM) 2 v/die 9
. Do (P<0,001).
Malassezia :(n.12 con lesioni :per 8 sett. A
\ . Per le lesioni iper-
spp. iper-pigmentate) . .
. pigmentate si ha
Tioconazolo 4 SO
o) efficacia per
1% in crema -
S entrambi i
(n.12 con lesioni tratt i
iper-pigmentate) rattamenti senza
differenza
significativa tra i
gruppi trattati
Entrambi i gruppi
hanno mostrato un
miglioramento
Soluzione 1 altamente In 8 pz
Studio con Myrtus significativo (11%),
clinico 74/90 pz communis L. al (P<0,001). ma
randomiz- | 2N forfora 2% (n.37)** 8 volte Non c’erano nessuna | Chaijan
Jato in da Placebo 2 in un mese differenze differenza | et al.
doppio Malassezia :Shampoo 3 al significative tra i significa- { 2018
opp spp. ketoconazolo 2% gruppi in termini di | tiva tra i
cieco LS : X
(n.37) efficacia, tasso di i gruppi
Placebo 4 soddisfazione ed (P> 0,05)
effetti collaterali.
(P> 0,05 per
ciascun risultato)
Formulazione 1
15% OE di
citronella 5 gocce di OE
Studio (Cymbopogon 2 v/die OE di citronella
- 30 pz flexuosus) in (mattina e sera) {al 10% ha ridotto .
clinico forf . i > . la forfora del 75% Chais-
o con forfora i tonico per capelli per 2 sett. in a forfora de o ripipat
; da (n.10) meta della testa { a 7 gg (P<0,005) no
zaloin  ypojassezia | Formulazione 2 | e placebo (solo | e dell81% a 14 et al.
doppio alassezia ormulazione e placebo (solo iede o a 14 gg 2015
) spp. 10% OE (n.10) tonico base) (P <0,005)
cieco - \ R L
Formulazione 3 |nellaltra meta | Significativo
5% OE (n.10) testa per 14 gg
Placebo 4
solo tonico base
Studio Gel 5% TTO 2 Miglioramento di
clinico 42/54 pz (n.21) eritema, .
. . . Beheshti
randomiz- icon Placebo 2 3 v/die desquamazione,
; . : : no etal.
zato in dermatite (veicolo per 4 sett. prurito, croste
; : L T 2014
doppio seborroica | hydroxypropyl Significativo
cieco cellulose) (n.21) (P <0,05)
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i arruolata

i (n. pz valutati)

Tasso di guarigione '
Cymbopogon micologica:
20 pz citratus 1 Gruppo 1 OE
(fasel) + OE 1,25 pl/mL C. citratus 60%
. 76 pz Shampoo e . (P <0,05)
St'ug’/o (fase ) crema (n.47) Crema 2 v/die Gruppo 2 Carmo
clinico pitiriasi | 2% Shampoo 3 ket | tal
randomiz- | €O Pitiriasi o volte a sett etoconazolo no etal.
zato versicolor Ketoconazolo 2 er 40 ' > 80% 2013
da Shampoo e P 99 (P<0,05)
Malassezia icrema (n.29) Entrambi i gruppi
spp. Nessun placebo hanno mostrato un
3 miglioramento
significativo
Studio 126 pz o Gruppo 1 TTO
clinico con forfora gé”aInTOOJ 41,2%, Satchell
randomiz- ida lieve a P 1 v/die Gruppo 2 Placebo aiche
(n.63) o no etal.
zato moderata da per 4 sett. 11,2%
N . Placebo 2 P 2002
in singolo i Malassezia Shampoo (n.63) Significativo
cieco furfur P ’ P<0,001

* HAM: Human Amniotic Membrane, tessuto placentare, con attivita antimicrobiche e antinfiammatorie, utile come
medicazione per la guarigione delle lesioni cutanee.

**Non € un vero e proprio OE, ma un herbal product preparato secondo la medicina tradizionale iraniana

Tossicita ed effetti collaterali degli OE

Sebbene gli OE presentino comprovate attivita biologiche, non sono pero privi di effetti
collaterali, anche se molti componenti di questi prodotti sono generalmente riconosciuti come
sicuri (Generally Recognized as Safe, GRAS) dalla Food and Drug Administration (FDA).

Infatti, 80 diversi OE possono essere responsabili di allergie o dermatiti (De Groot, 2016) e
causare anche stomatite o ototossicita. La somministrazione sistemica dell’OE puo causare neuro-
0 epato-tossicita, irritazione renale e alterazioni della mucosa intestinale. Alcuni di essi, come gli
OE di agrumi, possono anche essere fototossici. Questi effetti sono chiaramente correlati al
dosaggio, alla composizione dell’OE (variabile a seconda della stagione o della pianta utilizzata),
al modo di somministrazione, allo stato di salute della persona che lo utilizza o agli additivi
presenti negli oli. Anche I’ossidazione dovuta alla conservazione dell’OE puo svolgere un ruolo
nella tossicita. Ad esempio, I’OE di Melaleuca alternifolia, come ogni OE, puo causare irritazioni
e allergie, ma quest’ultime sembrano verificarsi soprattutto nel caso di un OE mal conservato o
vecchio (Carson, 2006). Un altro esempio ¢ I’OE di Cinnamomum zeylanicum (cannella), che puo
causare lieve dolore, prurito o sensazione di bruciore ¢ allergie da contatto (Shreaz et al., 2016b).
Diversi effetti collaterali sono gia stati evidenziati dopo I'uso dell’OE di Mentha piperita L. Ad
esempio, puo causare nausea e vampate oltre a reazioni allergiche gia attribuite ad altri OE. Questi
effetti potrebbero essere dovuti alle interazioni farmacologiche causate dall’OE. Infatti, ¢ noto
che I’OE di Mentha piperita L. interferisce con il citocromo P450, che svolge un ruolo importante
nel metabolismo dei farmaci (McKay, 2006). Uno studio in vitro sui fibroblasti ha permesso di
dimostrare un effetto tossico dell’OE di Syzygium aromaticum (chiodi di garofano) a una
concentrazione dello 0,03% (1,8 uM). Questa tossicita era principalmente dovuta all’eugenolo,
un importante componente dell’OE di chiodi di garofano, che portava a danni alla membrana
plasmatica o a un effetto apoptotico (Prashar, 2006). Altri danni sono stati rilevati quando gli OE
sono somministrati a un’elevata concentrazione in studi in vitro. Ad esempio, sono stati rilevati
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cambiamenti ultrastrutturali (segregazione nucleolare, degenerazione lipidica, mitocondri
danneggiati) (D’ Agostino, 2019).

Resistenza indotta dagli OE

Esistono pochi dati sulla resistenza indotta dagli OE, e in particolare sui funghi responsabili
delle infezioni. La maggior parte degli studi riguardano batteri patogeni. Alcuni batteri hanno
mostrato resistenza agli OE, ad esempio uno studio su Pseudomonas aeruginosa ha mostrato un
aumento della tolleranza contro i componenti del TTO durante il contatto con una concentrazione
sub-inibitoria (Papadopoulos, 2008). E stato anche dimostrato che la presenza di una
concentrazione sub-inibitoria di un OE puo influenzare la sensibilita dei batteri agli antibiotici
(Langeveld, 2014). Ad esempio, la coltivazione di Proteus mirabilis nell’OE di Origanum
vulgare ha aumentato la sensibilita all’ampicillina di 8 volte. Questo fenomeno dipende dalla
specie e dall’olio studiati. Infatti, I’esposizione di P. aeruginosa all’OE di Origanum vulgare o
all’OE di Cinnamomum zeylanicum non modifica la MIC per tutti gli antibiotici testati (Becerril,
2012). La resistenza indotta dagli OE ¢ ancora poco conosciuta e richiede ulteriori studi.
Attualmente ¢ considerata generalmente debole, reversibile e dipendente dalle specie studiate e
dall’olio studiato. Va inoltre presa in considerazione la possibilita di una resistenza innata di
alcune specie (Piatkowska, 2016).

Conclusioni

Gli OE sono gia ampiamente utilizzati in vari campi come la cosmetologia o I’industria
alimentare e numerosi sono gli studi scientifici che ne hanno evidenziato e confermato anche i
loro molteplici effetti biologici, soprattutto antimicrobici.

Per quanto riguarda le infezioni fungine, in letteratura gli studi preclinici dimostrano 1’elevata
attivita antifungina degli OE verso C. albicans in modelli di infezione mucosale nella ratta, anche
con 1’uso di ceppi fungini resistenti ai comuni antimicotici, ma anche verso infezioni da funghi
dermatofiti e da Malassezia spp. Gli studi clinici, con trattamenti antifungini a base di OE
sull’uomo, sono promettenti, ma ancora non esaustivi. Infatti, sono necessarie ulteriori conferme,
attraverso le quali si conosceranno meglio gli eventuali effetti collaterali di questi prodotti naturali
o dei suoi singoli componenti, in particolare contro una data specie patogena.

Gli effetti antifungini di questi OE, da soli o in combinazione con antimicotici convenzionali,
rappresenterebbero una soluzione molto interessante per superare i fallimenti terapeutici legati
alla comparsa di ceppi fungini resistenti e all’aumento dei trattamenti immunosoppressivi in
medicina. C’¢ ancora molto lavoro da fare prima di poter effettivamente includere gli OE negli
attuali trattamenti medici, ma questi prodotti naturali rimangono buoni candidati per una possibile
integrazione e/o un’alternativa, in alcuni casi estremi di farmaco-resistenza, alla terapia
antifungina, soprattutto nel campo delle infezioni fungine cutanee e mucosali.
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