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Resumo

Introdugdo: O alho (Allium sativum) é pertencente & familia Liliaceae, seu conhecimento popular se dar
principalmente pela sua utilizagdo na culinaria, porém existem diversas alternativas de utilizacdo medicinal, sendo
desta forma pesquisado como alternativa natural e eficaz contra diversos microrganismos patogénicos. Sua eficiéncia
foi evidenciada como antifungica, antibacteriana, antiviral e antiparasitaria. Objetivo: avaliar a atividade
antimicrobiana do alho (Allium sativum), in natura e do extrato aquoso, frente ao fungo Candida albicans, e as
bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Streptococcus pyogene 1033B. Método: Trata-se de uma pesquisa
experimental com abordagem quantitativa sobre a avaliagcdo da atividade antimicrobiana do extrato de alho (Allium
sativum, Liliaceae), in natura, e extrato aquoso de alho. Foi utilizado o método Difusdo em Agar- técnica do Disco e
do Poco em meio Agar Mueller Hinton contendo os microrganismos testados, 0os pogos e os discos de papeis filtro
contendo os extratos. A obtencdo do extrato in natura foi através da maceracgdo e o extrato aquoso foi obtido através
da imersdo do alho em Cloreto de Sédio a 0,9% durante 24 horas por sete dias. Resultados: Os resultados numéricos
obtidos através da medicdo dos halos apds o Teste de Disco e do Pogo mostraram que o0 extrato aquoso ndo inibiu o
crescimento dos microrganismos, enquanto o extrato in natura através do teste de disco, obteve resultado significativo
frente S. aureus, S. pyogenes e C. albicans, possuindo halo de inibi¢do de 23,3 + 0,6, 20 + 2 e 18 + 0 respectivamente.
Na técnica do pogo os halos para S. aureus, S. pyogenes e Candida albicans, foram de 41,3 +0,6,32 +2 e 24 + 0,6
respectivamente. Conclusdo: Conclui-se que o estudo Corrobora na comprovacdo da acdo antimicrobiana do alho e
mostra que o halo de inibi¢do do extrato in natura tanto em S. aureus como em S. pyogenes foi superior ao halo dos
antibidticos testados, o halo apresentado em Candida albicans também foi consideravel e maior que o apresentado
pelo antifingico, mostrando desta forma como 0s microrganismos estdo sensiveis ao extrato in natura do alho em
comparacao a os antibiéticos comumente utilizados.

Palavras-chave: Antimicrobiano; Alicina; Resisténcia bacteriana.

Abstract

Introduction: Garlic (Allium sativum) belongs to the Liliaceae family, its popular knowledge is mainly due to its use
in cooking, but there are several alternatives for medicinal use, being researched as a natural and effective alternative
against various pathogenic microorganisms. Its efficiency has been evidenced as antifungal, antibacterial, antiviral
and antiparasitic. Objective: To evaluate the antimicrobial activity of garlic (Allium sativum), in natura and the
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aqueous extract, against the fungus Candida albicans, and the bacteria Staphylococcus aureus ATCC 25923 and
Streptococcus pyogene 1033B. Method: This is an experimental research with quantitative approach on the evaluation
of the antimicrobial activity of garlic extract (Allium sativum, Liliaceae), in natura, and aqueous garlic extract. The
agar diffusion method was used - Disc and Well technique in Mueller Hinton Agar medium containing the tested
microorganisms, the wells and the filter paper discs containing the extracts. The raw extract was obtained by
maceration and the aqueous extract was obtained by soaking the garlic in 0.9% Sodium Chloride for 24 hours for
seven days. Results: The numerical results obtained by measuring the halos after the Disc and Well Test showed that
the aqueous extract did not inhibit the growth of microorganisms, while the in natura extract through the disc test,
obtained significant result against S. aureus, S. pyogenes and C. albicans, possessing halo of inhibition of 23.3 + 0.6,
20 + 2 and 18 * 0 respectively. In the well technique, the halos for S. aureus, S. pyogenes and Candida albicans, were
41.3 £0.6, 32 £ 2 and 24 £ 0.6 respectively. Conclusion: It is concluded that the study corroborates in the proof of the
antimicrobial action of garlic and shows that the halo of inhibition of the extract in natura both in S. aureus as in S.
pyogenes was superior to the halo of the antibiotics tested, the halo presented in Candida albicans was also
considerable and bigger than the one presented by the antifungal, showing this way how the microorganisms are
sensitive to the extract in natura of garlic in comparison to the antibiotics commonly used.

Keywords: Antimicrobial; Allicin; Bacterial resistance.

Resumen

Introduccidn: El ajo (Allium sativum) pertenece a la familia de las Liliaceas, su conocimiento popular estd dado
principalmente por su uso en la cocina, pero existen varias alternativas de uso medicinal, siendo investigado como una
alternativa natural y efectiva contra diversos microorganismos patdgenos. Se evidencio su eficacia como antiflngico,
antibacteriano, antiviral y antiparasitario. Objetivo: Evaluar la actividad antimicrobiana del ajo (Allium sativum), in
natura y del extracto acuoso, contra el hongo Candida albicans, y las bacterias Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Streptococcus pyogene 1033B. Método: Se trata de una investigacion experimental con enfoque cuantitativo sobre la
evaluacién de la actividad antimicrobiana del extracto de ajo (Allium sativum, Liliaceae), in natura, y del extracto
acuoso de ajo. Se utiliz6 el método de difusién en agar - técnica de discos y pozos en el medio de Agar Mueller
Hinton que contenia los microorganismos analizados, los pozos y los discos de papel de filtro que contenian los
extractos. El extracto in natura se obtuvo por maceracion y el extracto acuoso se obtuvo sumergiendo el ajo en cloruro
de sodio al 0,9% durante 24 horas durante siete dias. Resultados: Los resultados numéricos obtenidos mediante la
medicién de los halos tras el Test del Disco y del Pozo mostraron que el extracto acuoso no inhibié el crecimiento de
los microorganismos, mientras que el extracto in natura mediante el test del disco, obtuvo un resultado significativo
contra S. aureus, S. pyogenes y C. albicans, poseyendo halos de inhibicion de 23,3 + 0,6, 20 + 2y 18 £ 0
respectivamente. En la técnica de pozos los halos para S. aureus, S. pyogenes y Candida albicans, fueron de 41,3 +
0,6, 32 £ 2 y 24 + 0,6 respectivamente. Conclusion: Se concluye que el estudio corrobora la prueba de la accion
antimicrobiana del ajo y muestra que el halo de inhibicién del extracto in natura tanto en S. aureus como en S.
pyogenes fue mayor que el halo de los antibiéticos ensayados, el halo presentado en Candida albicans también fue
considerable y mayor que el presentado por los antifngicos, mostrando asi lo sensibles que son los microorganismos
al extracto in natura de ajo en comparacion con los antibi6ticos de uso comuin.

Palabras clave: Antimicrobiano; Alicina; Resistencia bacteriana.

1. Introducéo

O alho (Allium sativum) é pertencente & familia Liliaceae, seu conhecimento popular se dar principalmente pela sua
utilizacdo na culinéria, porém existem diversas alternativas de utilizacdo medicinal, sendo desta forma pesquisado como
alternativa natural e eficaz contra diversos microrganismos patogénicos (Ferreira et al., 2016). Sua eficiéncia foi evidenciada
como antifiingica, antibacteriana, antiviral e antiparasitario (Johnson, Olaleye & Kolawole, 2016).

O principio ativo responsavel por esses beneficios é a Alicina que possui grande atividade contra os microrganismos
(Ferreira et al.,2016). Em 1944 Cavallito e Bailey realizaram estudos relacionados a acéo da alicina no retardo do crescimento
bacteriano, porém as culturas antigas ja acreditavam que o alho era benéfico a salde (Gongalves et al., 2015). Pois a utilizacao
das plantas para tratamento, cura e prevencao de doencas € realizado desde a antiguidade (Moreno, 2019).

O Brasil, que é um pais rico em cobertura vegetal e também em virtude da sua diversidade cultural tem como pratica
comum o uso de fitoterdpicos e plantas medicinais em diversos tratamentos (Lima-Saraiva et al., 2015). Diante disso, varias
alternativas a base de plantas e extratos vegetais tém sido testados na intencdo de substituirem os antibi6ticos sintéticos que séo

grandes contribuintes da resisténcia bacteriana (Caldas et al., 2019).


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i7.16206

Research, Society and Development, v. 10, n. 7, €10610716206, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i7.16206

Em funcdo dessa resisténcia dos microrganismos aos antibidticos circulantes no mercado, tem-se elevado cada vez
mais a busca necessaria por alternativas eficazes no tratamento desses patogenos (Felix, Medeiros & Medeiros, 2018). Diante
dessa problematica, a busca se direciona para alternativas que contribuam no desenvolvimento da satide, sendo eficaz, menos
toxicas e principalmente a base de fontes naturais (Silva et al., 2019).

Para a realizacdo de estudos cientificos sdo utilizadas preferencialmente bactérias patogénicas e de importancia
médica, tais como Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes (Dutra et al., 2016).0 S. aureus foi uma das primeiras
bactérias a ser tratada com o advento da descoberta dos antibiéticos e também é componente da microbiota humana, podendo
causar de infeccOes simples a graves, por possui uma capacidade adaptativa consideravel e resisténcia a maioria os antibiéticos
e por ser a mais virulenta do seu género deve receber atengdo médica e cientifica cabivel (Lima et al., 2015; Santos et al.,
2007). Dentre as infecgdes mais graves causadas pelo S. aureus pode-se citar: infec¢fes cutaneas, no trato urinario, no pulmao
e que podem chegar a sepse (Salem et al., 2016). A sepse bacteriana é uma problemaética preocupante na salde, pois € uma das
maiores causas de morte em pacientes hospitalizados (Qin et al.,2017).

O S. pyogenes possui um potencial virulento alto, atinge os humanos e causa infeccOes leves ou infecgdes graves,
também pode ser transmitida por pessoas assintomaticas. Para pacientes com predisposi¢do muitas vezes o patogeno é fatal, o
gue acarreta num namero consideravel de vitimas, conferindo-lhe uma relevancia significativa (Fiedler et al., 2015). Como
suas infeccBes graves, pode-se exemplificar: fasceite necrosante e sindrome do choque toxico estreptococico que sdo fatais
(Brouwer et al., 2016).

Outro patégeno de importancia médica é a Candida ssp. que é responsével por cerca de 80% das infeccbes fungicas
no &mbito hospitalar, além de ser causa relevante nas infec¢des da corrente sanguinea. Dentro dessas infeccBes, ao menos 50%
sdo causadas pelas espécies ndo-albicans. A infeccdo por esse fungo € um desafio clinico em diversos paises, haja vista a taxa
de mortalidade geral de fungemias por Candida spp. que esta entre 40 e 60% (Colombo & Guimardes, 2003)

Estudos foram realizados para se testar o potencial de inibicdo do alho sobre alguns microrganismos. Como resultado
observou-se que o extrato fresco do alho in natura apresenta uma consideravel atividade antimicrobiana frente os organismos
Candida albicans, S. aureus, e E. coli (Milani et al., 2016; Fonseca et al., 2014). Observou-se também que o extrato aquoso do
alho associado a antibi6ticos tem um fator de inibigdo consideravel frente cepas de S. aureus (Machado et al., 2019). Levando
em consideracdo esses resultados positivos de inibicdo o alho é uma étima alternativa para um antimicrobiano, podendo
substituir o uso de antibidticos que por sua vez, também trazem efeitos colaterais. Sabendo a importancia baseada no uso da
acdo antimicrobiana do alho, foi objetivado avaliar a agdo do alho in natura e do extrato aquoso em comparagdo ao antibidtico

e antiflngico em cepas do fungo Candida albicans, e das bactérias S. pyogenes e S. aureus.

2. Metodologia

A pesquisa foi um estudo experimental com uma abordagem quantitativa (Fonseca et al., 2014) da atividade
antimicrobiana do alho (Allium sativum) in natura e do seu extrato aquoso frente ao fungo Candida albicans, e as bactérias
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e S. pyogene 1033B. O estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia do Centro
Universitario S&o Miguel (UNISAOMIGUEL), Recife-PE.

Para a utilizagdo do alho in natura e do extrato aquoso foram adquiridos em supermercado cerca de 15 bulbos de
Allium sativum, os quais na medida em que eram utilizados foram descascados e imersos por 10 minutos em solucdo de
hipoclorito de sodio (NaClO) a 2,5% para esterilizagdo. Para os testes in natura, 35g do bulbilho do alho foi macerado no
almofariz de porcelana com a ajuda de um pistilo e a sua massa espremida com o auxilio de gaze estéril e um espremedor em
um almofariz de porcelana menor para assim se obter o estrato bruto in natura, sendo todos os materiais utilizados para

extracdo autoclavados por 1 hora (Milani et al., 2016). O extrato aquoso a 170% foi obtido a partir da imers&o do bulbilho em
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10 mL de solucéo fisioldgica (Cloreto de Sddio a 0,9%) durante 24 horas, diariamente sendo retirado o bulbilho antigo e
inserido um novo bulbilho na mesma solugéo, por sete dias, o peso total de alho utilizado para o extrato aquoso foi de 17 g
(Fonseca et al., 2014).

Foram preparados 600 mL de meio de cultura Agar Mueller Hinton, distribuidos em 20 placas de Petri descartaveis
medindo 90 x 15 mm onde foram inoculados 20l de cada microrganismo diluido em solucéo salina a 0,9% e com turvacao de
0.5 na escala McFarland, os inéculos foram distribuidos em toda superficie da placa utilizando swab estéril.

A Técnica de Disco-difusdo foi realizada utilizando discos de papel filtro autoclavados medindo 6 mm de didametro
que foram postos com auxilio de uma pinca estéril em uma placa de Petri e inoculados os extratos, 06 discos embebidos com
20 pL do extrato bruto do alho in natura, e outros 06 discos receberam 20 uL do extrato aquoso. A técnica do Poco- difusdo foi
realizada com a perfuracdo de 09 pocos medindo 6 mm e depositados 50 pl de extrato bruto do alho in natura, e 09 po¢os com
50 pl do extrato aquoso, sendo feitos 2 pocos por placa. Foram utilizados também discos de antimicrobiano como referéncia
para a andlise dos dados, sendo Novobiocina para S. aureus, Bacitracina para S. pyogenes e Clorexidina para Candida
albicans.

Em cada placa inseriu-se um disco contendo extrato aquoso, um disco contendo extrato in natura e um disco do
respectivo antibiotico. Para a técnica do pocgo, foram feitos dois pocos um contendo extrato in natura e outro contendo extrato
aquoso. As placas foram incubadas em estufa a 37°C durante 24 horas. Ao final do processo foram observados os halos de
inibicdo de crescimento bacteriano e os mesmos medidos utilizando régua milimetrada.

O experimento foi realizado em triplicata e o resultado expresso em milimetro através da média do didmetro dos halos
de cada repeticdo. Os dados foram analisados a partir da leitura das placas e interpretacdo dos resultados em sensivel,
intermediario ou resistente e, por fim, os resultados numéricos foram expressos em uma tabela contendo a média + erro padrao

da média e a significancia avaliada pela analise de variancia ANOVA sendo p< 0,05 considerado como diferencia significativa.

3. Resultados e Discussao

Os resultados da acdo inibitdria dos extratos de alho foram obtidos através da interpretacdo do Teste de Sensibilidade
a Antimicrobianos, sendo que o extrato aquoso nao apresentou nenhum tipo de atividade frente os microrganismos testados. O
extrato in natura obteve resultado significativo sobre as cepas, sedo S. aureus sensivel, S.pyogenes sensivel e Candida
albicans sensivel (Quadro 1). Essa interpretacdo foi feita com base nos estudos de Ostrosky et al. (2008) onde os halos de
inibicdo devem ser maior ou ndo ultrapassar de 3 mm menor que o controle positivo para ser considerado sensivel, halo
ultrapassando 2 mm, porém mais de 3 mm maior que o controle positivo para ser moderadamente sensivel e didmetro menor

ou igual a 2 mm para ser resistente.

Quadrol — Relacdo dos microrganismos testados quanto a sua sensibilidade aos extratos comparando ao controle.

Bactérias testadas Extrato do alho in natura Extrato aquoso
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Sensivel Sem atividade
Streptococcus pyogenes 1033B Sensivel Sem atividade
Candida albicans Sensivel Sem atividade

Fonte: Autores.

Os resultados numéricos obtidos através da medicdo dos halos apds o Teste de Disco e do Po¢o mostraram que 0

extrato aquoso ndo inibiu o crescimento dos microrganismos, enquanto o extrato in natura através do teste de disco, obteve
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resultado significativo frente S. aureus, S. pyogenes e C. albicans, possuindo halo de inibi¢do de 23,3 +£0,6,20+2e 18 +0
respectivamente. Na técnica do pogo os halos para S. aureus, S. pyogenes e Candida albicans, foram de 41,3+ 0,6,32 +2 ¢

24 * 0,6 respectivamente, como é expresso na Tabela 2 e nas Figuras 1 e 2.

Tabela 1 - Didmetro dos halos de inibi¢do de crescimento de Candida albicans, S. aureus e S. pyogenes frente aos Extratos

aquoso e in natura do alho e dos antibi6ticos de controle, pelo método de Disco e do pogo.

Média + SEM do halo de inibi¢do (mm)

) Extrato
. . Extrato do alho in  Extrato do alho
Microrganismos testados Controle ) ) aquoso do
natura (Disco) in natura (Pogo)
alho

Staphylococcus aureus ATCC 25923 12,6 £ 6,5' 23,3+£0,6 41,3+0,6 0

Streptococcus pyogenes 1033B 16 £ 2" 202 32+2 0

Candida albicans 18 £ QM 18+0 24 +0,6 0

Controle: 1 = Novobiocina, Il = Bacitracina e 11l = Clorexidina. ANOVA estatisticamente significativo frente ao do controle positivo

p < 0,003.
Fonte: Autores.

Figura 1 — Teste em S. aureus - Disco Figura 2 — Teste em S. aureus — Poco.

Fonte: Autores.

Para Felix, Medeiros e Medeiros (2018) os diferentes tipos de extratos, concentracBes e microrganismos testados
influenciam de forma significativa nos resultados, motivo pelo qual alguns ndo séo satisfatérios. O estudo de Grosso et al.
(2013) concluem que o extrato bruto de alho independente da concentracdo possui atividade inibitéria contra S. aureus, o que é
também evidenciado nesse trabalho. Ainda em estudos mais recentes como o de Caldas et al. (2019) o extrato de alho inibiu o
crescimento da bactéria testada em todas as concentragdes utilizadas pelo autor, em quanto o 6leo essencial de alho ndo foi
eficaz na inibicdo bacteriana em nenhuma concentracdo. Desta forma a atividade positiva do extrato in natura contra a
inatividade do extrato aquoso comprovada nesse estudo corrobora com as informacfes ja publicadas sobre a variedade nos

resultados relativos ao tipo de extrato utilizado.
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No estudo realizado por Milani et al. (2016), os resultados da metodologia em poco foram superiores aos resultados
da metodologia em disco, sendo o halo de inibigdo para S. aureus através do pogo maior que o dobro do halo apresentado pela
metodologia de disco. No teste feito em Candida albicans o halo também foi maior na metodologia de pogo, sendo 10 mm a
mais que o halo do antifingico e do disco.

Neste estudo, a diferenca nos resultados em relacdo a metodologia também € evidenciada, visto que o a metodologia
de poco apresenta halos bem mais proeminentes que na metodologia de disco, ja em relacdo aos controles, as zonas de inibicdo
apresentadas pelo poco sdo maiores em até 50% que os apresentados pelos antibi6ticos de controle em S. aureus e S. pyogenes.

No estudo de Julinhaque, Soares e Campognoli (2019) o antifingico Clorexidina apresentou zona de inibicédo de 12,6
mm em Candida spp. Nesse estudo o halo de inibi¢do foi de 18 mm para clorexidina e o extrato in natura obteve halo de 24
mm na metodologia de poco, apesar do antibidtico apresentar halo maior que o da literatura apresentada, o extrato de alho
ainda se sobressai sobre o controle, possuindo uma maior zona de inibigdo, desta forma € possivel obervar a sensibilidade da
Candida albicans ao extrato testado.

Muitos microrganismos sdo utilizados em pesquisas relacionadas, e os mais utilizados sdo Candida sp., S. aureus, e E.
coli. (Milani et al., 2016; Caldas et al., 2019; Grosso et al.,2013; Fonseca et al., 2014). Porém estudos com S. pyogenes sdo
escassos, sendo, portanto, os resultados desse trabalho sobre agdo inibitoria do alho em S. pyogenes um colaborativo aos

possiveis tratamentos contra essa bactéria.

4. Concluséao

De acordo com resultados obtidos, o extrato aquoso do alho ndo obteve a¢do contra 0s microrganismos testados,
entretanto o extrato in natura do alho (Allium sativum) conseguiu inibir significativamente o crescimento bacteriano e flngico,
em todos os microrganismos testados, corroborando desta forma para 0s estudos que também comprovam a acdo
antimicrobiana do alho (Allium sativum). O halo de inibi¢do do extrato in natura tanto na metodologia de pogo como de disco
em S. aureus e em S. pyogenes foi superior ao halo dos antibiéticos testados, mostrando desta forma como os microrganismos
estdo sensiveis ao extrato in natura do alho em comparagéo a os antibiéticos comumente utilizados. O fato do extrato in natura
possuir atividade contra S. pyogenes € interessante, pois esta ndo possui testes e pesquisas realizadas frequentemente como os
demais microrganismos, o que contribui no incentivo de pesquisas mais aprofundadas para possiveis formas de se combater
essa bactérias. Os resultados incentivam pesquisas futuras em outros microrganismos de importancia médica devido a sua

incidéncia e infeccbes que podem causar.
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