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Resumo

Objetivo: Avaliar a susceptibilidade in vitro de cepas de 
Escherichia coli ao extrato bruto de Allium sativum e sua 
associação com antibióticos carbapenêmicos (Meropenem e 
Imipenem), constatando os impactos dessa associação medi-
camentosa na inibição do crescimento de cepas de Escherichia 
coli. Método: Cepas de E. coli obtidas de amostras prove-
nientes do laboratório central do Hospital da Irmandade da 
Santa Casa de Misericórdia de São Paulo foram semeadas em 
placas de ágar Müeller-Hinton pelo método de Kirby-Bauer 
e incubadas por 48 horas. Avaliou-se a suscetibilidade aos 
antimicrobianos (Meropenem, Imipenem) e ao extrato bruto 

de A. sativum (EB), líquido obtido por compressão mecâ-
nica dos bulbos de alho; e à combinação destes antibióticos 
associados ao EB nas cepas de E. coli. Aferiram-se os halos 
de inibição formados segundo os critérios do CLSI vigentes 
e comparadas as atividades em relação à associação com o 
EB. Comparou-se o desempenho dos antibióticos isolados, 
do EB isolado e das associações dos antibióticos com o EB 
empregando-se o teste estatístico de Wilcoxon. Resultado: 
Constatou-se desempenho superior das combinações do EB 
com os discos dos antibióticos (Imipenem e Meromepenem) 
comparado aos dos discos dos antibióticos isolados e do EB 
isolado (p<0,05). Conclusão: Concluímos que, in vitro, o 
Imipenem e o Meropenem apresentaram sinergismo quando 
associado ao EB de A. sativum frente às 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 Misericórdia de São Paulo. The strains were grown on 
Müeller-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. 

Keywords: Garlic, Allium, Escherichia coli, Beta-lactams, 
Imipenem, Meropenem

Introdução 

O tratamento de infecções bacterianas torna-
-se cada vez mais complexo à medida que surgem 
cepas bacterianas resistentes aos antibióticos que se 
proliferam tanto em ambientes hospitalares quanto 
na comunidade(1-3). Nesse contexto, a utilização de 
conhecimentos e tradições sobre a cura de doenças 
com métodos alternativos pode tornar-se uma forte 
aliada para o encontro de novas opções terapêuticas(4-5).

O Allium sativum (alho), da ordem Liliaceae, é uma 
planta originada na Ásia Central, que possui uma 
variedade de substâncias químicas responsáveis por 
efeitos medicinais. Existem registros com mais de 
cinco mil anos realizados por populações de hindus, 
egípcias e gregas que atestam o uso dessa planta para 
a promoção da saúde(5). Dentre os benefícios trazidos 
pelo alho descritos por trabalhos científicos, temos: tra-
tamento de hipercolesterolemia, do diabetes, da artrite 
reumatóide, da gripe, da prevenção de aterosclerose e 
do desenvolvimento de tumores, com destaque para 
os de fígado, além de possuir efeito antibacteriano(5-6).

O efeito antimicrobiano é uma de suas proprie-
dades mais interessantes e estudada cientificamente, 
havendo publicações demonstrando sua eficácia 
contra certas bactérias patogênicas, como a Escherichia 
coli(7-9), Staphylococcus aureus(7), Pseudomonas aeruginosa(7) 
e Shigella spp(7).

A Escherichia coli é uma bactéria Gram negativa, 
com morfologia de bacilo e anaeróbia facultativa. 
Pode estar presente na microbiota normal do trato 
gastrointestinal de indivíduos sem causar efeitos 
nocivos, contudo, também existem cepas com meca-
nismos de virulência que atribuem à essas bactérias 
patogenicidade(10). 

As cepas de Escherichia coli são as principais cau-
sadoras de infecções de trato urinário (ITU)(10-11), sendo 
que as ITU apresentam morbidade significativa e alto 
custo médico(10). Além disso, podem causar infecções 
de sítio cirúrgico, diarreia, infecções abdominais e 
pancreáticas(12). 

O Imipenem e o Meropenem são antibióticos 
betalactâmicos pertencentes a classe dos carbapenê-
micos(13), são utilizados no tratamento de infecções por 
cepas multirresistentes de Escherichia coli, sua admi-
nistração é realizada por via parenteral e tipicamente 
ocorre concomitantemente com a administração de 

outros antibióticos. O uso desses fármacos é restrito, 
objetivando evitar o desenvolvimento de resistência 
bacteriana. 

O que nos motivou para a realização deste estudo 
foi a expectativa de que o efeito in vitro da associação 
do Allium sativum com os antibióticos Imipenem ou 
Meropenem potencialize a ação dos antibióticos, 
demonstrando sinergismo entre os mesmos. Caso o 
mesmo sinergismo fosse constatado em estudos sub-
sequentes in vivo, haveria possibilidade de avanços no 
tratamento de infecções por cepas multirresistentes de 
Escherichia coli, traduzindo-se em benefícios clínicos e 
terapêuticos como a redução do tempo de tratamento 
das infecções, da dose de antibiótico necessária para 
terapia, a dos efeitos adversos causados pelos antibi-
óticos e do custo de tratamento. 

Objetivo

Avaliar a susceptibilidade in vitro entre o extrato 
bruto de Allium sativum L. (alho) e antibióticos carba-
penêmicos (Imipenem e Meropenem) frente às cepas 
de Escherichia coli sensíveis aos antibióticos testados 
e os impactos da associação medicamentosa entre os 
antibióticos e o extrato bruto de Allium sativum.

Materiais e Métodos

Material Botânico

Os bulbos de alho foram adquiridos de fonte 
comercial e mantidos sob refrigeração (-20ºC) no 
Departamento de Ciências Fisiológicas da Faculdade 
de Ciências Médicas da Santa Casa de São Paulo até 
sua utilização. O material vegetal foi identificado e 
registrado no herbário sob o número (SP 502077) por 
Domingo Sávio Rodrigues, doutor em Agronomia, 
pesquisador do Instituto Botânico de São Paulo.

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

Material Biológico

Utilizaram-se cepas de Escherichia coli armazena-
das na bacterioteca do laboratório da Disciplina de 
Microbiologia da Faculdade de Ciências Médicas da 
Santa Casa de São Paulo, originárias do Laboratório 
Central do Hospital da Irmandade da Santa Casa de 
São Paulo.

Para procedimentos microbiológicos de cultura, 
utilizamos placas de ágar Mueller-Hinton de 150mm; 
discos blank (disco de papel simples), pó para caldo 
Trypticase Soy Broth, swabs, micropipeta de 1 µL a 
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10µL, discos com os antibióticos Imipenem (10mcg) 
e Meropenem (10mcg), adquiridos do laboratório 
DME – Diagnósticos Microbiológicos Especializados.

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

Para realização dos testes microbiológicos, 
adotaram-se as normas e condutas estabelecidas pelo 
Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI) e pela 
Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) 
para Segurança e Controle de Qualidade no Labora-
tório de Microbiologia Clínica(14-15). Para avaliação dos 
testes microbiológicos, empregaram-se as normas de 
desempenho estabelecidas pelo CLSI(16), avaliando-
-se a presença ou ausência da resistência bacteriana 
ao antibiótico, através da mensuração dos halos de 
inibição após a semeadura das cepas nas placas com 
leitura do halo em mm após 48 horas de incubação 
em estufa a 37±2ºC.

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

Análise estatística

Para determinarmos o número de cepas de Es-
cherichia coli necessárias para que se obtivesse nível 
de significância de 5% e um poder de teste de 80%, 
realizou-se uma simulação no programa PRIMER 3,01 
com um estudo piloto utilizando 20 cepas. Os dados 
foram submetidos a testes t-pareados para determinar 
os números mínimos de cepa para cada antibiótico. 
Foi determinado então que utilizaríamos 97 cepas, 
garantindo realizar um número de culturas que supe-
rasse o número mínimo para os testes com Imipenem 
e Meropenem.

Empregaram-se como critérios de inclusão os 
intervalos de halo de inibição descritos pelo CLSI(16), 
considerando-se como sensíveis as bactérias que 
apresentaram halos de inibição maiores ou iguais a 23 

milímetros, frente ao Meropenem ou ao Imipenem; e 
como resistentes as que apresentaram halos de inibição 
menores ou iguais a 19 milímetros. Exclui-se qualquer 
cepa de Eschirichia coli com halo de inibição menor 
do que o valor referido como sensível para a análise. 
Contemplou-se como espaço amostral para o Imipe-
nem o total de 94 cepas e para o Meropenem 95 cepas. 

Devido a distribuição da variável halo de inibição, 
optou-se por fazer a análise com testes não paramétri-
cos (Friedman e Wilcoxon). Buscou-se inicialmente com 
o teste de Friedman avaliar a presença de diferença 
estatisticamente significante entre os halos de inibição 
formados pela ação do extrato bruto do alho isolado 
(10µL de extrato bruto no disco blank), pela ação do 
disco de antibiótico isolado e pela ação da combinação 
do disco de antibiótico com o extrato bruto do alho 
(10µL de extrato bruto no disco antibiótico). 

Em caso de diferença estatisticamente significante 
pelo teste de Friedman, realizou-se o teste de Wilco-
xon, comparando os desempenhos das substâncias 
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 diferença estatisticamente significante 
entre os Grupos comparados.

Em todos os testes, foi adotado nível de signifi-
cância de 5%.

Resultados

Com relação ao desempenho das substâncias testa-
das observou-se que a associação dos antibióticos com 
o EBA foi mais eficiente na inibição do crescimento das 
cepas de E. coli, dado que os intervalos de confiança 
95% estão dentro de faixas acima das apresentadas 
pelas outras substâncias (Tabela 1). 

Ademais, nas comparações par a par dos de-
sempenhos das substâncias pelo teste de Wilcoxon 
constatou-se que as associações dos antibióticos ao 
EBA de fato apresentaram desempenho superior com 

Tabela 1

Halo de inibição (mm) – discos de Meropenem e Imipenem isolados, das combinações dos antibióticos com 10 µL de 
extrato bruto de Allium sativum (EB), de 10 µL de extrato bruto de Allium sativum (EB) frente às cepas de Escherichia coli

Disco Mediana
Limites do Intervalo de Confiança 95% 

Inferior Superior

Meropenem (n=95) 30 28,63 30,18

Meropenem com EB (n=95) 32 30,79 31,73

EB (n=95) 20 19,33 20,62

Imipenem (n=94) 28 27,78 28,66

Imipenem com EB (n=94) 30 29,12 29,96

EB (n=94) 20 29,12 29,96
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diferença estatisticamente significante com relação aos 
desempenhos do antibiótico isoladamente e ao do EB 
isoladamente, tanto com relação ao imipenem, quanto 
ao meropenem (Tabela 2). 

Discussão

Estimulados pelas informações da medicina 
tradicional e da literatura científica sobre o efeito 
antimicrobiano do Allium sativum (4-9, 17-20), o presente 
estudo visou avaliar o efeito sobre cepas de Escheri-
chia coli do extrato bruto do Allium sativum e o efeito 
da associação medicamentosa deste extrato com os 
antibióticos Meropenem e Imipenem, pertencentes à 
classe dos antibióticos carbapenêmicos, empregados 
no tratamento de infecções por cepas multirresistentes 
de E. coli. 

Embora estudos anteriores demonstrem o poten-
cial antimicrobiano do alho sobre cepas de E. coli(5,7-9,17-

20), diferentemente de nosso estudo, nenhum deles fez 
uso do produto da maceração dos bulbos frescos do 
alho, o qual após filtração foi empregado, imediata-
mente, para avaliação da atividade biológica in vitro. 
Métodos de extração distintos podem determinar 
respostas biológicas distintas o que determina que a 
validação do efeito antimicrobiano preceda a investi-
gação de possíveis associações medicamentosas. 

Escolhemos utilizar os antibióticos Imipenem e 
o Meropenem em nosso estudo, que são betalactâ-
micos pertencentes a classe dos carbapenêmicos(13). 
São empregados no tratamento de infecções por 
cepas multirresistentes de Escherichia coli, por vezes 
administrados concomitantemente com a adminis-
tração de outros antibióticos. O uso desses fármacos 
é restrito, objetivando evitar o desenvolvimento de 
resistência bacteriana. Tal escolha decorreu do fato 
de não termos encontrado estudos que avaliassem a 
associação desses antibióticos com o Allium sativum e 
da perspectiva de encontrar modos de potencializar 
a ação desses antibióticos, auxiliando no tratamento 

das infecções por patógenos multirresistentes. Alguns 
possíveis benefícios resultantes da ação sinérgica dos 
antimicrobianos com o Allium sativum são as reduções 
do tempo de tratamento, do tempo de internação dos 
pacientes e do custo do tratamento.

A partir da análise dos nossos resultados foi 
possível demonstrar a ação antimicrobiana in vitro 
do extrato bruto de Allium sativum sobre cepas de E. 
coli. Além disto, foi possível evidenciar que a asso-
ciação do extrato bruto com Imipenem e Meropenem 
potencializou as ações in vitro antimicrobianas destes 
antibióticos. 

Surgem assim novas opções de pesquisa in vivo 
para o desenvolvimento de estudos translacionais 
dado que essa associação medicamentosa em humanos 
pode-se provar benéfica na terapia de infecções por 
Escherichia coli. 

Conclusão

Na avaliação in vitro dos desempenhos do Extrato 
Bruto de Allium sativum (EB) isolado, dos discos de 
antibióticos isolados (Meropenem e Imipenem) e da 
combinação de EB com esses discos de antibióticos 
frente às cepas de Escherichia coli sensíveis aos antibi-
óticos testados, constatou-se que: 
• O extrato bruto de Allium sativum demonstrou 

efeito antimicrobiano frente às cepas de E. coli 
sensíveis aos antibióticos testados.

• Em todos os grupos de cepas de E. coli sensíveis 
aos antibióticos testados, Imipenem e Merope-
nem, constatou-se que as combinações de EB com 
os discos de antibióticos apresentaram melhor 
desempenho, demonstrando sinergismo, com 
potencialização efeito antimicrobiano resultante.
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