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Resumo

Objetivo: Avaliar a susceptibilidade in vitro de cepas de
Escherichia coli ao extrato bruto de Allium sativum e sua
associagdo com antibiéticos carbapenémicos (Meropenem e
Imipenem), constatando os impactos dessa associagdo medi-
camentosa na inibigio do crescimento de cepas de Escherichia
coli. Método: Cepas de E. coli obtidas de amostras prove-
nientes do laboratdrio central do Hospital da Irmandade da
Santa Casa de Misericérdia de Sdo Paulo foram semeadas em
placas de dgar Miieller-Hinton pelo método de Kirby-Bauer
e incubadas por 48 horas. Avaliou-se a suscetibilidade aos
antimicrobianos (Meropenem, Imipenem) e ao extrato bruto
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de A. sativum (EB), liquido obtido por compressio meci-
nica dos bulbos de alho; e a combinagdo destes antibiéticos
associados ao EB nas cepas de E. coli. Aferiram-se os halos
de inibigdo formados sequndo os critérios do CLSI vigentes
e comparadas as atividades em relagio a associagdo com o
EB. Comparou-se o desempenho dos antibidticos isolados,
do EB isolado e das associacdes dos antibiéticos com o EB
empregando-se o teste estatistico de Wilcoxon. Resultado:
Constatou-se desempenho superior das combinagoes do EB
com os discos dos antibiéticos (Imipenem e Meromepenemn)
comparado aos dos discos dos antibiéticos isolados e do EB
isolado (p<0,05). Conclusdo: Concluimos que, in vitro, o
Imipenem e 0 Meropenem apresentaram sinergismo quando
associado ao EB de A. sativum frente as cepas testadas.

Descritores: Alho, Allium, Escherichia coli, Beta-lactamas,
Imipenem, Meropenem

Abstract

Objective: In vitro evaluation of the susceptibility of E.
coli strains to the Allium sativum crude extract, and the
impacts of the association between the crude extract of
Allium sativum L (garlic) and antibiotics (Meropenem
and Imipenem) in the growth inhibition of E. coli strains.
Method: E. coli strains were obtained from samples of
the laboratory of the Hospital Irmandade da Santa Casa
de Misericérdia de Sido Paulo. The strains were grown on
Miieller-Hinton agar disks following the Kirby-Bauer me-
thod for 48 hours. The susceptibilities of the strains to the
antibiotics (Meropenem and Imipenem); to the A. sativum
crude extract (CEA); and to the association of each antibiotic
and the CEA were evaluated. The zone diameter of each of
these substances was measured following the CLSI criteria.
The performance of the isolated antibiotics and of the asso-
ciations between CEA and the antibiotics were compared
by the Wilcoxon test. Results: Against the E. coli strains,
the combination of CEA with the antibiotic disk displayed
superior performance when compared to the isolated disks
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of the antibiotics (Imipenem and the Meropenem) and the
isolated disk of CEA (p<0,05). Conclusion: Against the
tested strains of E. coli, both Meropenem and Imipenem
displayed synergism with the CEA.
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Introducao

O tratamento de infec¢des bacterianas torna-
-se cada vez mais complexo a medida que surgem
cepas bacterianas resistentes aos antibiéticos que se
proliferam tanto em ambientes hospitalares quanto
na comunidade®™®. Nesse contexto, a utilizacdo de
conhecimentos e tradi¢des sobre a cura de doengas
com métodos alternativos pode tornar-se uma forte
aliada para o encontro de novas opg¢des terapéuticas™*®.

O Allium sativum (alho), da ordem Liliaceae, é uma
planta originada na Asia Central, que possui uma
variedade de substancias quimicas responsaveis por
efeitos medicinais. Existem registros com mais de
cinco mil anos realizados por populagdes de hindus,
egipcias e gregas que atestam o uso dessa planta para
a promogao da satide®. Dentre os beneficios trazidos
pelo alho descritos por trabalhos cientificos, temos: tra-
tamento de hipercolesterolemia, do diabetes, da artrite
reumatoide, da gripe, da prevencao de aterosclerose e
do desenvolvimento de tumores, com destaque para
os de figado, além de possuir efeito antibacteriano®®.

O efeito antimicrobiano é uma de suas proprie-
dades mais interessantes e estudada cientificamente,
havendo publicagdes demonstrando sua eficacia
contra certas bactérias patogénicas, como a Escherichia
coli”), Staphylococcus aureus?, Pseudomonas aeruginosa®
e Shigella spp™.

A Escherichia coli é uma bactéria Gram negativa,
com morfologia de bacilo e anaerdbia facultativa.
Pode estar presente na microbiota normal do trato
gastrointestinal de individuos sem causar efeitos
nocivos, contudo, também existem cepas com meca-
nismos de viruléncia que atribuem a essas bactérias
patogenicidade™.

As cepas de Escherichia coli sdo as principais cau-
sadoras de infec¢bes de trato urinario (ITU)" Y, sendo
que as ITU apresentam morbidade significativa e alto
custo médico™. Além disso, podem causar infecc¢oes
de sitio cirtrgico, diarreia, infec¢des abdominais e
pancreaticas?.

O Imipenem e o Meropenem sao antibiéticos
betalactamicos pertencentes a classe dos carbapené-
micos™, sdo utilizados no tratamento de infec¢des por
cepas multirresistentes de Escherichia coli, sua admi-
nistragao é realizada por via parenteral e tipicamente
ocorre concomitantemente com a administracdao de

outros antibidticos. O uso desses farmacos é restrito,
objetivando evitar o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana.

O que nos motivou para a realiza¢ao deste estudo
foi a expectativa de que o efeito in vitro da associagdo
do Allium sativum com os antibidticos Imipenem ou
Meropenem potencialize a acdo dos antibiéticos,
demonstrando sinergismo entre os mesmos. Caso o
mesmo sinergismo fosse constatado em estudos sub-
sequentes in vivo, haveria possibilidade de avangos no
tratamento de infec¢Oes por cepas multirresistentes de
Escherichia coli, traduzindo-se em beneficios clinicos e
terapéuticos como a redugao do tempo de tratamento
das infec¢des, da dose de antibiético necessaria para
terapia, a dos efeitos adversos causados pelos antibi-
6ticos e do custo de tratamento.

Objetivo

Avaliar a susceptibilidade in vitro entre o extrato
bruto de Allium sativum L. (alho) e antibidticos carba-
penémicos (Imipenem e Meropenem) frente as cepas
de Escherichia coli sensiveis aos antibiéticos testados
e os impactos da associacdo medicamentosa entre os
antibiéticos e o extrato bruto de Allium sativum.

Materiais e Métodos
Material Botanico

Os bulbos de alho foram adquiridos de fonte
comercial e mantidos sob refrigeracdao (-20°C) no
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo até
sua utilizagdo. O material vegetal foi identificado e
registrado no herbario sob o nimero (SP 502077) por
Domingo Savio Rodrigues, doutor em Agronomia,
pesquisador do Instituto Botanico de Sao Paulo.

Os bulbos do Allium sativum (100g) foram mace-
rados e filtrados, coletando-se a fase liquida, a qual
foi denominada de extrato bruto (EB) utilizado nos
testes biolégicos.

Material Biolégico

Utilizaram-se cepas de Escherichia coli armazena-
das na bacterioteca do laboratério da Disciplina de
Microbiologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Santa Casa de Sao Paulo, originarias do Laboratério
Central do Hospital da Irmandade da Santa Casa de
Sao Paulo.

Para procedimentos microbiolégicos de cultura,
utilizamos placas de agar Mueller-Hinton de 150mm;
discos blank (disco de papel simples), p6 para caldo
Trypticase Soy Broth, swabs, micropipeta de 1 pL a
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10puL, discos com os antibiéticos Imipenem (10mcg)
e Meropenem (10mcg), adquiridos do laboratério
DME - Diagnésticos Microbiolégicos Especializados.

Os antimicrobianos escolhidos foram os carbape-
némicos (Imipenem e Meropenem), utilizados para o
tratamento das infec¢des causadas por cepas de E. coli
multirresistentes.

Para realizacdo dos testes microbiolégicos,
adotaram-se as normas e condutas estabelecidas pelo
Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI) e pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
para Segurancga e Controle de Qualidade no Labora-
torio de Microbiologia Clinica®1). Para avaliagdo dos
testes microbiolégicos, empregaram-se as normas de
desempenho estabelecidas pelo CLSI®, avaliando-
-se a presenga ou auséncia da resisténcia bacteriana
ao antibidtico, através da mensuragdo dos halos de
inibigdo ap6s a semeadura das cepas nas placas com
leitura do halo em mm apds 48 horas de incubacdo
em estufa a 37+2°C.

Os testes foram feitos em duplicata para garantir
e confirmar os resultados.

Analise estatistica

Para determinarmos o nimero de cepas de Es-
cherichia coli necessarias para que se obtivesse nivel
de significancia de 5% e um poder de teste de 80%,
realizou-se uma simula¢do no programa PRIMER 3,01
com um estudo piloto utilizando 20 cepas. Os dados
foram submetidos a testes t-pareados para determinar
0s nimeros minimos de cepa para cada antibibtico.
Foi determinado entao que utilizariamos 97 cepas,
garantindo realizar um ntimero de culturas que supe-
rasse 0 nimero minimo para os testes com Imipenem
e Meropenem.

Empregaram-se como critérios de inclusao os
intervalos de halo de inibi¢do descritos pelo CLSI®®),
considerando-se como sensiveis as bactérias que
apresentaram halos de inibi¢do maiores ou iguais a 23

milimetros, frente ao Meropenem ou ao Imipenem; e
como resistentes as que apresentaram halos de inibi¢ao
menores ou iguais a 19 milimetros. Exclui-se qualquer
cepa de Eschirichia coli com halo de inibicdo menor
do que o valor referido como sensivel para a anélise.
Contemplou-se como espago amostral para o Imipe-
nem o total de 94 cepas e para o Meropenem 95 cepas.

Devido a distribui¢ao da variavel halo de inibigao,
optou-se por fazer a analise com testes nao paramétri-
cos (Friedman e Wilcoxon). Buscou-se inicialmente com
o teste de Friedman avaliar a presenca de diferenca
estatisticamente significante entre os halos de inibi¢ao
formados pela acdo do extrato bruto do alho isolado
(10pL de extrato bruto no disco blank), pela agdo do
disco de antibiético isolado e pela agdo da combinagao
do disco de antibiético com o extrato bruto do alho
(10pL de extrato bruto no disco antibiético).

Em caso de diferenca estatisticamente significante
pelo teste de Friedman, realizou-se o teste de Wilco-
xon, comparando os desempenhos das substancias
antimicrobianas aos pares (por exemplo: Imipenem
vs Imipenem + Extrato Bruto de Alho) e determinar
qual Grupo teve o melhor resultado, constatando-se
assim se houve diferenca estatisticamente significante
entre os Grupos comparados.

Em todos os testes, foi adotado nivel de signifi-
cancia de 5%.

Resultados

Com relagdo ao desempenho das substancias testa-
das observou-se que a associagao dos antibiéticos com
o EBA foi mais eficiente na inibi¢do do crescimento das
cepas de E. coli, dado que os intervalos de confianga
95% estao dentro de faixas acima das apresentadas
pelas outras substancias (Tabela 1).

Ademais, nas comparagdes par a par dos de-
sempenhos das substdncias pelo teste de Wilcoxon
constatou-se que as associagdes dos antibidticos ao
EBA de fato apresentaram desempenho superior com

Tabela 1

Halo de inibi¢do (mm) — discos de Meropenem e Imipenem isolados, das combinagdes dos antibiéticos com 10 uL de
extrato bruto de Allium sativum (EB), de 10 pL de extrato bruto de Allium sativum (EB) frente as cepas de Escherichia coli

Limites do Intervalo de Confianga 95%

Mediana
Meropenem (n=95) 30
Meropenem com EB (n=95) 32
EB (n=95) 20
Imipenem (n=94) 28
Imipenem com EB (n=94) 30
EB (n=94) 20

Inferior Superior
28,63 30,18
30,79 31,73
19,33 20,62
27,78 28,66
29,12 29,96
29,12 29,96
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Tabela 2

Comparacao par a par da eficiéncia (halo de inibi¢do) das substancias - 10 pL de Extrato Bruto de Allium sativum isolado
(EB), Disco de Antibidtico isolado e combinagao do Disco de Antibiético com 10 pL Extrato Bruto de Allium sativum
(Antibidtico + EB) - frente aos Grupos de cepas de Escherichia coli Sensiveis aos antibiéticos testados.

Comparagoes de Desempenho (halo) [4 Melhor Desempenho
Meropenem + EB vs Meropenem (n=95) p< 0,05 Meropenem + EB
EB vs Meropenem + EB (n=95) p< 0,05 Meropenem + EB
EB vs Meropenem (n=95) p<0,05 EB
Imipenem + EB vs Imipenem (n=94) p< 0,05 Imipenem + EB
EB vs Imipenem +EB (n=94) p< 0,05 Imipenem + EB
EB vs Imipenem (n=94) p< 0,05 Imipenem

* Teste de Wilcoxon

diferenca estatisticamente significante com relagao aos
desempenhos do antibiético isoladamente e ao do EB
isoladamente, tanto com relagdo ao imipenem, quanto
ao meropenem (Tabela 2).

Discussao

Estimulados pelas informagdes da medicina
tradicional e da literatura cientifica sobre o efeito
antimicrobiano do Allium sativum *°1720, o presente
estudo visou avaliar o efeito sobre cepas de Escheri-
chia coli do extrato bruto do Allium sativum e o efeito
da associagdo medicamentosa deste extrato com os
antibidticos Meropenem e Imipenem, pertencentes a
classe dos antibiéticos carbapenémicos, empregados
no tratamento de infecgdes por cepas multirresistentes
de E. coli.

Embora estudos anteriores demonstrem o poten-
cial antimicrobiano do alho sobre cepas de E. coli®”*17-
20 diferentemente de nosso estudo, nenhum deles fez
uso do produto da maceracdo dos bulbos frescos do
alho, o qual ap0s filtragao foi empregado, imediata-
mente, para avaliacao da atividade bioldgica in vitro.
Métodos de extragdo distintos podem determinar
respostas bioldgicas distintas o que determina que a
validacao do efeito antimicrobiano preceda a investi-
gacao de possiveis associagdes medicamentosas.

Escolhemos utilizar os antibiéticos Imipenem e
0 Meropenem em nosso estudo, que sdo betalacta-
micos pertencentes a classe dos carbapenémicos®.
Sdo empregados no tratamento de infec¢des por
cepas multirresistentes de Escherichia coli, por vezes
administrados concomitantemente com a adminis-
tragdo de outros antibidticos. O uso desses farmacos
é restrito, objetivando evitar o desenvolvimento de
resisténcia bacteriana. Tal escolha decorreu do fato
de nao termos encontrado estudos que avaliassem a
associacao desses antibioticos com o Allium sativum e
da perspectiva de encontrar modos de potencializar
a acao desses antibidticos, auxiliando no tratamento

das infecgdes por patégenos multirresistentes. Alguns
possiveis beneficios resultantes da agao sinérgica dos
antimicrobianos com o Allium sativum sdo as redugoes
do tempo de tratamento, do tempo de internacao dos
pacientes e do custo do tratamento.

A partir da andlise dos nossos resultados foi
possivel demonstrar a agdo antimicrobiana in vitro
do extrato bruto de Allium sativum sobre cepas de E.
coli. Além disto, foi possivel evidenciar que a asso-
ciagdo do extrato bruto com Imipenem e Meropenem
potencializou as a¢des in vitro antimicrobianas destes
antibidticos.

Surgem assim novas opgdes de pesquisa in vivo
para o desenvolvimento de estudos translacionais
dado que essa associagdo medicamentosa em humanos
pode-se provar benéfica na terapia de infec¢des por
Escherichia coli.

Conclusao

Na avaliacao in vitro dos desempenhos do Extrato
Bruto de Allium sativum (EB) isolado, dos discos de
antibidticos isolados (Meropenem e Imipenem) e da
combinacdo de EB com esses discos de antibidticos
frente as cepas de Escherichia coli sensiveis aos antibi-
6ticos testados, constatou-se que:

e O extrato bruto de Allium sativum demonstrou
efeito antimicrobiano frente as cepas de E. coli
sensiveis aos antibiéticos testados.

* Em todos os grupos de cepas de E. coli sensiveis
aos antibidticos testados, Imipenem e Merope-
nem, constatou-se que as combinag¢des de EB com
os discos de antibiéticos apresentaram melhor
desempenho, demonstrando sinergismo, com
potencializacao efeito antimicrobiano resultante.
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