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Avaliagao da atividade antimicrobiana do alho (Allium sativum Liliaceae) e de seu
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RESUMO: Objetivou-se avaliar a atividade antimicrobiana do alho (Allium sativum Liliaceae),
in natura, e do extrato aquoso, frente a Candida albicans (Ca) e a Estreptococos do grupo B
(EGB). O alho in natura e os extratos aquosos 30% e 170%, foram submetidos a avaliagéo da
atividade antimicrobiana usando os métodos de Difusdo em Agar pela técnica do disco e do
poco. Os resultados mostraram que o alho, in natura, apresentou halo de inibicdo de 55,3 + 2,6
milimetros (mm) frente a Ca e de 27,1 + 2,6 mm frente & EGB, enquanto o halo de inibi¢do do
miconazol foi de 24 £ 0,5 mm e o da Penicilina G de 29,8 £ 0,3 mm. O extrato aquoso de alho
a 30% néo apresentou atividade antimicrobiana frente & Ca e a EGB. Ja o extrato aquoso de
alho a 170% apresentou halo de inibicédo frente a Ca, de 11,3 £ 0,7 mm na técnica do disco e
de 14,5 £ 0,9 mm na técnica do pogo, porém néo inibiu o crescimento da EGB. Conclui-se que
o alho in natura apresentou melhor efeito inibitério frente as cepas de Ca e de EGB.

Palavras-chave: Allium sativum, atividade antimicrobiana, extrato aquoso.

ABSTRACT: Evaluation of the antimicrobial activity of garlic (Liliaceae Allium sativum)
and its aqueous extract. This study aimed to evaluate the antimicrobial activity of fresh garlic
(Liliaceae Allium sativum) and its aqueous extracts against Candida albicans (Ca) and group B
Streptococcus (GBS). Fresh garlic and its aqueous extract in concentrations of 30% and 170%
were evaluated for their antimicrobial activity using the agar diffusion technique. The results
showed that fresh garlic showed a halo of inhibition of 55.3 + 2.6 millimeters (mm) towards
Ca and 27.1 £ 2.6 mm towards GBS while the inhibition halo of miconazole was 24 £ 0.5 mm
and the inhibition halo of Penicillin G was 29.8 + 0.3 mm. The aqueous extract of garlic in the
concentration of 30% showed no antimicrobial activity towards Ca and GBS. The aqueous
extract of garlic at 170%, showed a halo of inhibition towards Ca, of 11.3 £ 0.7 mm in the disk
technique and 14.5 £ 0.9 mm in the well technique, but did not inhibit the growth of GBS. We
conclude that the fresh garlic showed a better inhibitory effect against the strains of Ca and GBS.

Key words: Allium sativum L., antimicrobial activity, aqueous extract.

INTRODUGAO

Devido ao aumento da resisténcia aos
antimicrobianos em uso, as plantas medicinais
tém sido intensamente estudadas como agentes
alternativos para a prevengado de doengas e
tratamento de infeccdes em seres humanos e,
com o passar dos anos, inimeras pesquisas foram
realizadas mostrando a eficiéncia e confiabilidade
das plantas (Badke et al., 2011; Feitosa et al., 2011).

Existe um numero muito grande de espécies
vegetais que séo consideradas medicinais (Lima et
al., 2006), mas muitas ainda n&o tiveram qualquer
avaliagdo cientifica do seu uso medicinal, o que
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€ essencial para que possam continuar sendo
utilizadas com seguranga pela populagao (Stefanello
et al., 2006).

Dentre tantas espécies vegetais, o alho
(Allium sativum) é considerado uma especiaria
que pertence a familia Liliaceae, que contem mais
de 700 espécies, incluindo a cebola, o alho-pord,
e a cebolinha (Brasil, 2005). O seu cultivo teve
origem na Asia Central e desde a antiguidade era
utilizado como alimento ou remédio. No século XXI,
o alho continua sendo muito pesquisado devido as
qualidadés nutricionais e terapéuticas (Mota et al.,
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2005).

Allium sativum é uma planta herbacea,
caracterizada por um bulbo (cabega) dividido em
dentes (bulbilhos). E um alimento funcional rico
em alicina que possui acao antiviral, antifungica
e antibidtica, tem também, consideravel teor
de selénio agindo como antioxidante. Alguns
compostos sulfurados presentes no alho
possuem atividade hipotensora, hipoglicemiante,
hipocolesterolémica e antiagregante plaquetaria,
reduzindo o risco de doencgas cardiovasculares. As
demais substancias encontradas no alho possuem
atividade imunoestimulatéria e antineoplasica
(Corzo-Martinez et al., 2007).

Ha milhares de anos o Allium sativum e
seus extratos tém sido usados para tratar infecgdes.
A maior concentragao de fitoquimicos terapéuticos
encontra-se nos bulbilhos. Centenas de fitoquimicos
bioativos foram identificados sendo os de maior
destaque os compostos sulfurados, presentes em
quantidades trés vezes maiores do que em outros
vegetais como a cebola e o brécolis (Cutler & Wilson,
2004).

Aleucorréria vaginal ou corrimento vaginal é
uma das afecgdes mais comuns na mulher durante a
idade fértil e um dos principais motivos de consulta
médica em atencgdo primaria em saude. Acomete
cerca de um tergo de todas as mulheres e um indice
bem elevado nas gestantes (Duncan et al., 2004).

As afeccgbes vaginais mais comuns séo
Candida albicans (Ca), Vaginose bacteriana,
Trichomonas vaginalis, Clamydya trachomati e
Estreptococos do grupo B (EGB) (Berek, 2008).

A Candida albicans ou moniliase € uma
infeccdo ocasionada pelo crescimento anormal
de fungos do tipo levedura na mucosa do trato
genital feminino e € também um relevante problema
na saude da mulher (Carreiro et al., 2009). A
transmisséo pode ser por contato sexual, ndo sendo
este o mais comum. O tratamento medicamentoso
mais comum é com Miconazol (Cellini et al., 1996;
Freitas et al., 2003).

EGB é encontrado na mulher como saprofita
vaginal, € incomum em criangas, mas pode ser
encontrada na fase da adolescéncia. A colonizagéo
pela bactéria EGB pode ser transitéria, crénica, ou
intermitente, e tem sido isolado em culturas do trato
genital e/ou gastrointestinal baixo em 10-40% das
mulheres gravidas (Gibbs et al., 2004).

Os estudos sobre a prevaléncia da
colonizagao pela EGB refletem a preocupagéo de
muitos grupos de pesquisa ao redor do mundo,
principalmente os que evidenciam as complicacdes
associadas a este agente e as intervencoes eficazes
para o seu controle (Pogere et al., 2005).

EGB é um habitante normal do trato
gastrintestinal, podendo colonizar a vagina de

maneira crénica ou intermitente, em cerca de um tergo
das mulheres (McCORD et al., 2001). Os antibiéticos
habitualmente utilizados na quimioprofilaxia sédo
penicilina ou ampicilina e, nos casos de alergia,
eritromicina ou clindamicina (Quiroga et al., 2008).

Cercade 10 a 30% das gravidas tem o trato
vaginal e o reto, colonizadas por EGB (Rezende
& Montenegro, 2008). O local predominante da
colonizagéo é o reto, do qual as bactérias sdo
transferidas para a vagina.

Devem-se ter cuidados com o uso abusivo
de antibidticos, pois existe a possibilidade de
aumentar, quantitativamente, as bactérias, causar
infeccdo neonatal resistente a Penicilina G e
aumento da resisténcia diante dos antibiéticos
(Peixoto et al., 2004).

Apesar dos antibioticos sintetizados serem
fundamentais para o tratamento da maioria das
afecgdes, ndo é verdade que sejam o remédio
para todos os males, nem a solugdo para todas
as afecgbes. Além disso, alguns antibidticos tém
reagbes adversas e com o tempo o usuario pode
apresentar resisténcia bacteriana (Freitas et al.,
2003).

Considerando os fatores citados,
anteriormente, este trabalho teve como objetivo
avaliar a atividade antimicrobiana do alho, in natura,
e do extrato aquoso de alho frente a Ca e ao EGB.

MATERIAL E METODO

Trata-se de uma pesquisa experimental
com abordagem quantitativa sobre a avaliagao da
atividade antimicrobiana do alho (Allium sativum,
Liliaceae), in natura, e extratos aquosos de alho,
frente a levedura Ca (ATCC #1023) e a bactéria
EGB. O experimento foi conduzido no Laboratério de
Microbiologia do Centro Universitario Adventista de
Sao Paulo (UNASP-SP) entre os meses de setembro
a novembro de 2011.

Material Vegetal

Foram preparadas trés amostras de extrato
aquoso de Allium sativum a 30% (A8, A12, A24) onde
o bulbilho de alho foi imerso em 10 ml de solugéo
fisiologica (Cloreto de Sodio 0,9%) a temperatura
de 37 graus Celsius (°C) por oito horas (A8), doze
horas (A12), e vinte e quatro horas (A24). Foi
preparada também uma amostra a 170% (A170),
onde o bulbilho de alho ficou imerso em 10 mL de
solugéao fisiolégica durante vinte e quatro horas.
Diariamente era retirado e colocado outro na mesma
solucdo. Este procedimento foi repetido por sete
dias, sendo que o peso final dos bulbilhos usados foi
de 17 gramas (g). Tal processo foi idealizado pelos
préprios autores. O alho, in natura, foi descascado
e com auxilio de um tubo de vidro, foi cortado em
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discos com aproximadamente 2,0 mm de espessura
e 8,0 mm de didmetro. O peso médio de cada disco
foi de 0,18 £ 0,01 g.

Preparacéo das Suspensoes Microbianas
Para a avaliagido da atividade antimicrobiana
de Allium sativum foram usadas cepas da levedura
Candida albicans (ATCC #1023) e da bactéria EGB,
isolada de cultura de secrecao vaginal humana. Os
micro-organismos foram diluidos em meio Caldo
Nutriente (Himedia®) até a turvagéo 0,5 da escala
de McFarland (1,5 x 108 Unidades formadores
de col6nia (UFC)/mL) para as bactérias e 1,0 da
escala de McFarland (3,0 x 10¢ UFC/mL) para os
fungos. Para este procedimento, utilizaram-se os
micro-organismos extraidos das culturas inoculadas,
aproximadamente, 24 horas antes.

Preparacédo dos Meios de Cultura

As placas de Petri foram vedadas com
papel kraft pardo e fita crepe (Cremere) indicadora
de esterilizagédo, e em seguida foram autoclavadas
(Phoenix Luferco®) com pressao maxima de trabalho
de 1,5 Kgf/cm2, correspondente a 127°C, durante
30 minutos. Apds este processo, 0os meios de
cultura, Agar sangue Mueller-Hinton (Himedia®)
e Agar Sabouraud Dextrosado (Mercke), foram
distribuidos nas placas de Petri e deixados em estufa
bacteriolégica (FANEM LTDA, modelo 002 CB«®), por
24h a 37°C, servindo como controle de esterilidade.
Apos este periodo ficaram estocadas em geladeira
(15° C) até o momento de uso, ndo ultrapassando
o periodo de duas semanas.

Método Experimental

Antes da semeadura, as placas foram
deixadas em repouso até atingirem a temperatura
ambiente. As suspensdes microbianas foram
inoculadas uniformemente na superficie do meio
de cultura com auxilio de um swab esterelizado
(Absorve®), sendo o Agar Sabouraud Dextrosado
(Himedia®) para Candida albicans e Agar Sangue
de Carneiro Base (Himedia®) para EGB. As placas
permaneceram em repouso por trés minutos, em
temperatura ambiente, para que as substancias
fossem absorvidas pelos meios de cultura.

Apos esta etapa, os discos de Allium
sativum, in natura, foram colocados diretamente nas
placas com o auxilio de uma pinga estéril. Para os
extratos aquosos de Allium sativum nas diferentes
concentragdes, foram utilizados os métodos
descritos por Rios et al., (1988), sendo: Difusdo em
Agar, Técnica do Disco e Técnica do Pogo.

Os discos de papel secos, esterilizados
por radiacdo gama, sem impregnagao, medindo
6 mm de didametro foram colocados nas placas e
pressionados suavemente para o contato total com
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a superficie do Agar. Sob cada disco colocou-se
20 microlitros (uL) do extrato de Allium sativum
das diferentes amostras. Com o auxilio de um tubo
de vidro preparou-se os pogos medindo 10 mm de
didmetro no centro de cada placa. Em cada poco foi
colocado 100 pL do extrato aquoso das diferentes
amostras.

Como controle negativo foram utilizados
discos sem impregnagéo (branco) e o controle
positivo, disco contendo antimicrobianos, sendo:
antifingico Miconazol 50 ug para a Candida albicans
e Penicilina G (10 Ul) para EGB. Todas as placas
foram incubadas em estufa de cultura (FANEM
LTDA®, modelo 002 CB) a 37°C, durante 48 horas.

No final deste periodo observou-se a
formacéo dos halos de inibicdo do crescimento
e esses halos foram medidos em milimetros,
utilizando-se régua milimetrada (Waleue).

Andlises Estatisticas
Foi utilizado o software GraphPad® Prism
(La Jolla, EUA), versao 5.2, para as analises
estatisticas, avaliando as amostras pelo teste
Anova, com significancia de 5% (p<0,05). Todos os
resultados foram expressos como média + desvio
padrao (d.p.) da média.

RESULTADOS

Avaliacdo de Allium sativum, in natura, pelo
Método de Difusdo em Agar
O disco de alho, in natura (0,18 £ 0,01 g),
frente a levedura Ca apresentou um halo de inibi¢gao
de 55,3 £ 2,6 mm (n=12), enquanto o halo de inibigdo
do controle positivo Miconazol (50 ug) foide 24 + 0,5
mm (n=3). Quanto a bactéria EGB o halo de inibi¢cao
foi de 27,1 + 2,6 mm (n=18), enquanto o controle
positivo Penicilina G (10 Ul) apresentou o halo de
inibicao de 29,8 + 0,3 mm (n=3) (Tabela 1).

Avaliacdo dos extratos aquosos de Allium
sativum, pelo Método de Difusdo em Agar -
Técnica do Disco

O extrato aquoso de Allium sativum a 30%
(amostras A8, A12 e A24) nao apresentou atividade
antimicrobiana frente a Ca e ao EGB. Ja o extrato
aquoso de Allium sativum a 170% (A170) inibiu o
crescimento de Ca apresentando o halo de inibigdo
de 11,3 = 0,7 mm (n=3), porém nao apresentou
atividade antibacteriana (p>0,05) frente ao EGB
(Tabela 2).

Avaliacdo dos extratos aquosos de Allium
sativum, pelo Método de Difusdo em Agar -
Técnica do Poco

Na Técnica do Pogo nenhuma das amostras
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TABELA 1. Diametros dos halos de inibicdo de Allium sativum, in natura, pelo método de difusdo em Agar.

Sao Paulo, 2011.

Micro-organismos testados

Allium sativum (in natura)

Controle positivo

Candida albicans"

Estreptococos do grupo B?

55,3+ 2,6 mm (n=12)

27,1+ 2,6 mm (n=18)

Miconazol (50 ug)
24 £+ 0,5 mm (n=3)

Penicilina G (10Ul)
29,8 £ 0,3 mm (n=3)

'ATCC #1023; 2Micro-organismos de cultura humana.

TABELA 2. Diametros dos halos de ini,bigéo do extrato aquoso de Allium sativum a 30% (A8, A12,A24) e 170%
(A170), pelo método de Difusdo em Agar — Técnica do Disco. Sao Paulo, 2011.

Micro-organismos testados A8 A12 A24 A170 Controle positivo
. . Miconazol (50 ug)
Céndida albicans’ R R 11,3 £ 0,7 mm
24 £ 0,5 mm
Penicilina G (10Ul)
Estreptococos do grupo B? R R R

29,8 £ 0,3 mm

'ATCC #1023; 2Micro-organismos de cultura humana; R = resistente. n=3 para todas as amostras.

do extrato aquoso de Allium sativum a 30% (A8, A12
e A24) apresentou a atividade antimicrobiana frente
a Cae ao EGB. Ja o extrato de alho a 170% (A170)
apresentou inibicdo do crescimento de Ca com o
halo de 14,5+ 0,9 mm (n=10), porém n&o apresentou
a atividade antibacteriana frente ao EGB (Tabela 3).

DISCUSSAO

A droga mais indicada e utilizada para
o tratamento de Ca é o Miconazol e para o EGB
€ a Penicilina G, contudo os micro-organismos
causadores dessas afecgdes podem se tornar
tolerantes ou resistentes a estas drogas ou mesmo,
apresentar reagdes adversas (Neme, 2006; Freitas
et al., 2003), por isso se faz necessario investigar
as novas drogas ou as alternativas diferentes de
tratamento para diversas doencgas.

O alho (Allium sativum) tem sido utilizado

como tratamento de diversas doengas desde a
antiguidade (Mota et al., 2005) e alguns estudos
mais atuais tém encontrado resultados positivos
da sua agéo antibacteriana, antifingica, antiviral,
antiprotozoario e anti-helmintico (Venturoso et al.,
2011; Lima et al., 2011; Mantawy et al., 2011).

Os resultados apresentados no presente
estudo trouxeram evidéncias de que o alho
apresenta efeito inibitério sob o desenvolvimento
microbiano, fato também comprovado por outros
estudos (Venturoso et al., 2011; Silva et al., 2012 ;
Cohain, 2010; Casella et al., 2012). Estas evidéncias
nos indicam que o alho pode ser considerado uma
alternativa para o tratamento de infec¢des causadas
por fungos ou bactérias.

Estudos de Rodrigues et al., (2009) in
vitro, também evidenciaram a atividade antifungica
de Allium sativum frente as cepas de Ca isoladas
da cavidade bucal de pacientes submetidos a

TABELA 3. Diametros dos halos de inibicdo do extrato aquoso de Allium sativum a 30% (A8,A12,A24) e 170%
(A170), pelo método de Difusdo em Agar — Técnica do Pogo. Sdo Paulo, 2011.

Micro-organismos testados A8 A12 A170 Controle positivo
N . R _ _ 14,5 £ 0,9 mm Miconazol (50 pg)
1 = =
Céndida albicans (n=3) R (n=3) R (n=3) (n=10) 24405 (n=3)
R R Penicilina G(10Ul)
2 = =
Estreptococos do grupo B (n=3) R (n=3) R (n=3) (n=8) 29.8+0.3 (n=3)

TATCC #1023; 2Micro-organismos de cultura humana; R = resistente.
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radioterapia e de pacientes com doencga periodontal.
Foi avaliada a atividade antifungica pela técnica da
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) do extrato
aquoso e do extrato alcodlico de bulbilhos de
alho integro e de alho macerado, sendo que os
extratos aquosos e alcodlicos de bulbilhos de alho
macerado apresentaram maior atividade antifungica
(Rodrigues et al., 2009).

Estudo de Cohain (2010), in vivo, em
mulheres que apresentavam sintomas vaginais
cronicos juntamente com a antibioticoterapia, a
aplicacéo do alho intra vaginal eliminou todos os
sintomas causados pela bactéria EGB. Das nove
mulheres, apenas uma nao continuou o tratamento,
pois referiu irritabilidade. Concluiu-se que o alho
pode ser usado para o tratamento de sintomas
vaginais causados pela bactéria EGB. No entanto,
mais estudos devem ser feitos para verificar se o
uso do alho durante a gestagao pode prevenir o
trabalho de parto prematuro, amniotites e doencgas
do recém-nascido causados pela bactéria EGB.

Existem também outros estudos que
verificaram que o emprego de extratos aquosos,
hidroalcodlicos e etandlicos e 6leos essenciais de
Allium sativum possuiam efeitos inibitorios sobre o
crescimento de bactérias e de fungos (Venturoso et
al., 2011; Silva, 2012; Venturoso et al., 2010; Casella
etal., 2012).

No presente estudo, foi verificado que a
solugcdo aquosa de alho integro a 30% n&o inibiu
a atividade antimicrobiana frente 8 Ca e a EGB,
provavelmente pela baixa concentragao de principio
ativo de Allium sativum, pois quando foi aumentada
a concentracdo do extrato aquoso de Allium
sativum integro a 170% foi observado atividade
antimicrobiana frente a Ca. Ja o alho, in natura,
aplicado diretamente sobre as placas semeadas
com a Ca apresentou maior halo de inibicdo do
que com o antibiético testado. Estudo anterior
observou que extrato aquoso de alho macerado na
concentracao de 10% inibiu o crescimento do fungo
Aspergillus niger (Santos et al., 2010).

Apartir desses resultados pode-se pressupor
que o alho (Allium sativum) possui substancias com
uma ampla gama de agdes, incluindo a antibacteriana
e a antifungica, corroborando os resultados de
outros estudos que também referem que o alho
(Allium sativum) possui atividade antimicrobiana,
antiviral, antiprotozoario, antihelmintico e atribui isso
ao efeito da alicina, que é o principal constituinte
de Allium sativum (Lima et al., 2011; Cohain, 2010;
Rodrigues et al., 2009; Casella et al., 2012).

Os resultados do presente estudo
demostram que o alho (Allium sativum), in natura,
inibiu o crescimento microbiano, portanto pode ser
sugerido para o tratamento de afecgbes vaginais.

Sabe-se que existem profissionais indicam
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para mulheres com cultura positiva para Ca e EGB,
a introducao intravaginal de um bulbilho de alho
por cinco noites ao deitar e a cultura destes micro-
organismos tém sido negativada. As usuarias néo
referem ardéncia ou qualquer outra reagéo adversa.

Sugere-se a realizacado de novos estudos
com diferentes concentragdes, formulagbes menos
irritantes e a aplicagéo topica do alho (Allium
sativum) na vagina da mulher para avaliar a sua
acgao terapéutica.

CONCLUSAO

O Allium sativum, in natura, inibiu o
crescimento de Ca e de EGB, demonstrando melhor
desempenho do que o extrato aquoso a 30 e a 170%.
A atividade antimicrobiana de Allium sativum, in
natura, frente a Ca, foi maior do que com o uso do
Miconazol (50u). A Penicilina G (10U) apresentou
um halo de inibi¢cao, discretamente, maior do que o
alho, in natura, frente a EGB.

Mais estudos sdo necessarios para
confirmar a atividade antimicrobiana do extrato
aquoso de Allium sativum e in natura e in vivo, a
fim de verificar melhor os seus efeitos. Conclui-se
que o alho, in natura e in vitro, possui atividade
antimicrobiana.
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