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RESUMO

O presente estudo objetivou analisar a influência da 
atividade do extrato aquoso de Allium sativum na CIM 
frente S. aureus, in vitro, e seu efeito sinérgico com 
vancomicina, gentamicina e tetraciclina. Os testes de 
sinergismo foram realizados através do método de Kirby-
Bauer. A associação do extrato com cada antibiótico de 
forma isolada foi efetiva em inibir o crescimento da 
cepa S. aureus. A maior evidência do sinergismo foi 
observada na combinação do extrato com vancomicina. 
Os resultados dos testes de sinergismo foram submetidos 
ao teste t de Wilcoxon (p < 0,01). Considerando-se os 
resultados obtidos no presente estudo, da associação 
de antibioticoterapia com o extrato de alho, pode-se 
concluir que o mesmo pode representar uma ferramenta 
terapêutica promissora para tratamento de doenças 
bacterianas com possibilidade de diminuição do grau 
de toxicidade e resistência bacteriana a antibióticos.
Palavras-chave: Alho. Antibioticoterapia. Sinergismo 
entre antibióticos e plantas.

INTRODUÇÃO

O controle de infecções causadas por patógenos 
multirresistentes representa uma problemática para os 
serviços de saúde pública no mundo todo (Klevens et al., 
2007; Noriega et al., 2010; Bode et al., 2010). É estabelecido 
que cepas bacterianas encontradas na microbiota natural do 
homem são capazes de apresentar múltiplos mecanismos de 
virulência e versatilidade patogênica em caráter oportunista 
(Soriano et al., 2008; Ratti & Sousa, 2009; Yang et al., 
2009). Esse fato, somado ao uso inapropriado e irracional 
da antibióticoterapia, implica diretamente em processos 

de multirresistência bacteriana, o que ocasiona disfunções 
fisiológicas e consequentemente o comprometimento 
do processo saúde-doença dos indivíduos (Monroe & 
Polk, 2000). Um exemplo consolidado de cepa virulenta 
e multirresistente com importante implicação clínica, 
especialmente em ambiente hospitalar é a bactéria gram-
positiva, Staphylococcus aureus (Boucher & Corey, 2008; 
Köck et al., 2010).

Abordagens científicas têm levantado à importância 
de associações terapêuticas para tratamento de diversos 
tipos de doenças, dentre essas, infecções bacterianas, 
visando maior eficácia e baixa toxicidade. Nesse contexto 
tem sido relatado, na literatura, que o uso de diferentes 
compostos naturais associados ou não a antibióticos 
sintéticos podem ser eficazes no tratamento de processos 
infecciosos, causados por agentes patogênicos de diversas 
espécies (Hemaiswarya et al., 2008; Chou et al., 2010).

O uso de produtos naturais para fins medicinais 
representa uma prática milenar para prevenção, diagnóstico 
e tratamento da saúde física e mental da população (Fabricant 
et al., 2001; Azaizeh et al., 2008; Silva & Fernandes, 2010). 
Considerando as propriedades biologicamente ativas 
desses produtos, aproximadamente 80% da população 
mundial recorrem a essa prática como alternativa e 
ou associações terapêuticas em diferentes abordagens 
patológicas (WHO, 2000). Uma das espécies da flora 
medicinal, amplamente estudada devido às suas atividades 
antibacteriana, antifúngica, antiviral e antiprotozoária é o 
Allium sativum (alho) (Kyung, 2012). Estudos prévios têm 
evidenciado ainda a implicação do alho como modulador 
da atividade do sistema cardiovascular, imunológico, além 
de propriedades antioxidantes e antitumorais (Rahman & 
Lowe, 2006; Queiroz et al., 2009; Santiago et al., 2009, 
Shrivastava & Ganesh, 2010).

Análises dos constituintes fitoquímicos do alho 
revelaram a presença de proteínas, ácidos graxos, 
carboidratos, flavonoides, vitaminas e saponinas esteroidais 
com considerável ação terapêutica (Simões et al., 2007; 
An et al., 2009). Além disso, análises bioquímicas do óleo 
essencial de alho evidenciaram a presença de derivados do 
enxofre, como ajoeno, aliina e alicina, componentes com 
implicações em diferentes atividades biológicas. Dentre 
essas, destaca-se seu amplo espectro antibacteriano frente 
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a uma variedade de cepas gram-positivas e gram-negativas 
patogênicas (Lorenzi & Matos, 2002; Singh & Singh, 2008; 
Abubakar, 2009). Abubakar (2009) evidenciou a eficácia 
do efeito sinérgico do extrato de alho e o antibiótico 
ciprofloxacina na inibição do crescimento de cepas 
bacterianas altamente patogênicas e multirresistentes, 
como E. Coli e H.pylori.

Dessa forma, considerando as propriedades 
antibacterianas do Allium sativum e a relevância da 
associação de antibióticoterapia frente à diminuição da 
resistência bacteriana, o presente estudo tem como propósito 
analisar a influência da atividade do extrato aquoso de alho 
frente S.aureus, patógeno oportunista encontrado em uma 
variedade de nichos, e seu efeito sinérgico com vancomicina 
(antibiótico de escolha para tratamento de doença 
estafilocócica), gentamicina e tetraciclina (antibióticos 
com amplo espectro de ação antibacteriana) que também 
podem ser usados para combater infecção estafilocócica e, 
consequentemente, contribuir para aumentar a resistência 
bacteriana.

MATERIAL E MÉTODOS

Obtenção do material vegetal e preparo do extrato

Uma quantidade de 500 gramas de bulbilhos de 
alho foi adquirida em uma cidade do leste de Minas Gerais. 
Para obtenção do extrato aquoso, os bulbilhos foram 
previamente lavados com água destilada e triturados em 
um multiprocessador. Em seguida, o extrato foi submetido 
a um processo de filtragem, primeiramente em um funil de 
vidro contendo algodão estéril em seu interior seguido de 
filtragem em membrana de nitrocelulose (Millipore, 0,22 
µm) estéril, em capela de fluxo laminar. O extrato estéril 
foi acondicionado em tubos de centrífuga e mantido a 
4ºC até a realização dos testes de desafio bacteriológico. 
Para garantir o controle permanente da assepsia do extrato 
obtido, o teste de semeadura em Agar Nutriente (Nutrient 
Agar, OXOID) foi realizado previamente ao procedimento 
experimental para confirmar o grau de esterilidade do 
extrato a ser utilizado.

Preparo do micro-organismo e inóculo

Para realização dos testes experimentais foi utilizada 
a bactéria S. aureus ATCC 25923 (American Type Culture 
Collection) obtida do Laborclin Produtos para Laboratórios 
Ltda. A cepa foi suspensa em 3mL de caseína soja para 
reativação, de acordo com instruções do fabricante 
(Laborclin, 2008). Após esse procedimento, a bactéria foi 
semeada em placas de petri (90x15mm) contendo ágar, 
caseína e soja e colocadas em estufa bacteriológica a 37º 
por 24 horas. Após esse período, as colônias crescidas 
foram transferidas, com auxilio de alça de platina, para 
um recipiente contendo solução salina 0,9% preparada 
de acordo com o padrão 0,5 da escala McFarland, que 
representa à concentração aproximada de 108 Unidades 
Formadoras de Colônias (UFC/mL) (Koneman et al., 2001).

Obtenção da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e 
sensibilidade da cepa bacteriana ao extrato

Para determinar a CMI, diluições do extrato aquoso 
de alho em solução salina 0,9% foram preparadas nas 
seguintes concentrações (v/v): 5, 10, 25, 50, 100, 250, 
500, 750 μL/mL. Discos estéreis de 6 mm de diâmetro 
de papel filtro foram embebidos nas diferentes diluições 
do extrato. O teste de sensibilidade da cepa bacteriana S. 
aureus foi realizado utilizando o método de Kirby-Bauer 
de difusão em ágar (Koneman et al., 2001). O ensaio foi 
realizado em triplicata e os valores médios dos halos de 
inibição, mensurados com auxílio de um paquímetro, 
foram considerados para obtenção do resultado. Para cada 
repetição foi utilizada controle positivo (disco impregnado 
com gentamicina - 10 μg/mL) e um controle negativo 
(disco impregnado com salina 0,9%).

Antibióticos e o teste de associação com o extrato aquoso 
de alho

Discos de papel impregnados com o antibiótico 
vancomicina (30 μg/mL), gentamicina (10 μg/mL) e 
tetraciclina (30 μg/mL) foram adquiridos do Laborclin 
Ltda. O delineamento experimental para realização dos 
testes de atividade da associação entre o extrato aquoso 
de alho e os antibióticos foi realizado de acordo com o 
esquema descrito na Figura 1.

Figura 1. Delineamento dos grupos experimentais.

A associação do extrato de alho e os antibióticos 
foi realizada através da técnica de difusão em meio sólido, 
de acordo com o método de Kirby-Bauer em duas etapas 
distintas. Primeira etapa: os discos com os respectivos 
antibióticos e discos de papel filtro (6 mm) estéreis 
embebidos no extrato aquoso de alho na CMI  foram 
colocados em placas de petri (140x15mm) estriadas com 
a cepa bacteriana e colocados em estufa bacteriológica por 
48 horas a 37º C. Nessa etapa, foram utilizadas onze placas 
contendo ágar Miller-Hinton estriada com a bactéria para 
cada antibiótico (vancomicina, gentamicina e tetraciclina) 
e onze placas para o extrato aquoso de alho. Cada placa 
continha três discos da respectiva substância, mais um disco 
controle positivo e um controle negativo. Segunda etapa, 
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os discos impregnados com os antibióticos foram imersos 
no extrato aquoso de alho na CIM e colocados em placas 
de petri (140x15mm) estriadas com a cepa bacteriana e 
colocados em estufa bacteriológica por 48 horas a 37º C. 
Foi utilizado o mesmo número de repetições descritas na 
primeira etapa. 

Análise estatística

Para a comparação dos resultados obtidos nos testes 
de associação de cada antibiótico com o extrato aquoso de 
alho foi utilizado o teste não paramétrico t de Wilcoxon. 
As diferenças foram consideradas significativas quando 
p<0,01.

RESULTADOS

Atividade antibacteriana do extrato e CMI

A sensibilidade da cepa S. aureus frente ao extrato 
aquoso de alho está representado na Figura 2.

Valores médios dos diâmetros dos halos de inibição 
do extrato e de suas diferentes diluições frente a S. aureus 
estão representados na Tabela 1. O extrato aquoso de 
alho e diluições nas concentrações de 500 e 750 μL/mL 
apresentaram ação antibacteriana efetiva. Baseado nesse 
achado estabeleceu-se a CIM do extrato aquoso de alho de 
500 μL/mL.

Teste de associação do extrato aquoso de alho com 
antibióticos

A representação qualitativa dos halos de inibição 
formados pela associação entre cada antibiótico com o 
extrato aquoso de alho está apresentada na Figura 3.

Tabela 1. Média e desvio padrão dos diâmetros dos halos de 
inibição do extrato aquoso de alho e de suas diferentes diluições 
frente à cepa de S. aureus.

Diluições do extrato aquoso de alho (μL/
mL)

Média e desvio padrão dos halos de 
inibição (mm)

5 -

10 -

25 -

50 -

100 -

250 -

500 19,45±0,63

750 21,71±2,02

Sem diluição 23,81±0,91

(-) Ausência de atividade inibitória. N = 3.

Figura 2. Foto representativa dos halos de inibição (1, 2 e 3) 
formados pela atividade antibacteriana do extrato aquoso de alho 
sem diluição frente S. aureus. (+) Controle positivo: gentamicina 
(10μg/mL); (-) Controle negativo: solução salina a 0,9%.

Figura 3. Foto representativa dos halos de inibição (1, 2 e 3) 
formados da ação sinérgica do extrato aquoso de alho (CIM) e o 
antibiótico vancomicina (A), gentamicina (B) e tetraciclina (C). 
(+) Controle positivo; (-) Controle negativo.

A Tabela 2 representa a análise quantitativa das 
médias e medianas dos valores dos halos de inibição de 
cada antibiótico de forma isolada e a associação entre cada 
antibiótico com o extrato aquoso de alho frente S. aureus. 
Houve diferença estatisticamente significativa para todas 
as associações testadas, comparada ao seu respectivo 
antibiótico testado de forma isolada.

Tabela 2. Média, desvio padrão e mediana da taxa de sinergismo 
do extrato aquoso de alho com o antibiótico vancomicina, 
gentamicina e tetraciclina frente a S.aureus.

Antibióticos e Associações Média dos halos de inibição (mm)
Mediana
(mm)

Vancomicina 20,74±0,48 20,64

Vancomicina+ Extrato 26,75±1,25 26,67*

Gentamicina 23,59±1,48 24,00

Gentamicina + Extrato 30,71±1,32 30,62*

Tetraciclina 27,09±1,12 27,02

Tetraciclina+ Extrato 32,70±1,67 32,85*

Extrato aquoso de alho foi usado na CIM (500 μL/mL). N = 33 halos de inibição. * Significativo a 
p<0,01 pelo teste t de Wilcoxon.

A representação gráfica do efeito sinérgico da 
associação dos antibióticos com o extrato aquoso de 
alho na CMI está apresentada na Figura 4. A mediana do 
diâmetro dos halos de inibição dos antibióticos testados 
de forma isolada foi significativamente menor comparada 
às combinações realizadas (Figura 4A, 4B e 4C). A 
maior evidência do sinergismo ocorreu para vancomicina 
(Figura 4A), na qual, a adição do extrato aquoso de alho 
ao antibiótico elevou a mediana do diâmetro dos halos 
de inibição de 20,64 mm (vancomicina) para 26,67 mm 
(vancomicina e extrato aquoso de alho), seguidos por 
um aumento de 24,00 mm (gentamicina) para 30,62 mm 
(gentamicina e extrato aquoso de alho) (Figura 4B) e 27,02 
mm (tetraciclina) para 32,85 mm (tetraciclina e extrato 
aquoso de alho) (Figura 4C). Os percentuais de aumento 
foram de 29,22%, 27,58% e 21,58% respectivamente.
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Figura 4. Mediana do diâmetro dos halos de inibição de cada antibiótico de forma isolada e associado ao extrato aquoso de alho. V: 
vancomicina; G: gentamicina; T: tetraciclina; E: extrato aquoso de alho na CMI. # Estatisticamente significativo para p < 0,01 pelo teste 
t de Wilcoxon.

DISCUSSÃO

O principal achado do presente estudo foi a 
constatação de que o extrato aquoso de alho na CIM é eficaz 
em potencializar a ação dos antibióticos testados frente ao 
crescimento da cepa S. aureus, em testes realizados in vitro.

A evidência da considerável sensibilidade de S. 
aureus frente ao extrato aquoso de alho foi positiva em 
nosso estudo. Abubakar (2009), ao avaliar diferentes 
métodos de obtenção do material vegetal, demonstrou que 
a capacidade antimicrobiana do extrato aquoso de alho 
foi mais eficaz, em relação a outros métodos de extração, 
frente a diferentes cepas bacterianas, especialmente aquelas 
encontradas em ambiente hospitalar, como S. aureus. A 
mesma efetividade já havia sido relatada por Al-Waili et al. 
(2007), em seu estudo utilizando o extrato de alho fresco 
frente a mesma espécie bacteriana.

O sinergismo encontrado entre o extrato aquoso 
de alho e os antibióticos testados em nosso estudo foi 
evidenciado pelo aumento dos diâmetros dos halos de 
inibição frente à cepa bacteriana S. aureus. Estudos 
prévios têm relatado a importância da interação de 
extratos de plantas em concentrações variadas e diferentes 
tipos de antibióticos, na inibição do crescimento de 

micro-organismos patogênicos e multirresistentes a drogas 
(Sibanda & Okoh, 2007; Silva & Fernandes, 2010; Ahmed 
et al., 2010; Ćirkovic et al., 2012; Ushimanu, 2012). 

Em um estudo realizado por Iwalokun et al. (2004) 
foi demonstrado a atividade antibacteriana do extrato aquoso 
de alho frente a 133 isolados multirresistentes de bactérias 
gram-positivas e gram-negativas. Além disso, Durairaj et 
al. (2009) evidenciou potencial antimicrobiano significativo 
do mesmo extrato frente à nove cepas bacterianas distintas, 
patogênicas, obtidas de amostras de alimentos e três cepas 
distintas obtidas em ambiente hospitalar. Esses achados, 
assim como no presente estudo, mostram a implicação do 
alho como importante agente antibacteriano especialmente 
frente à cepa bacteriana gram-positiva S. aureus.

Tem sido relatado na literatura que a ação 
antibacteriana do alho pode ser atribuída a seus diversos 
constituintes fitoquímicos, os quais, na maioria das vezes 
tem apresentado relação com processos de inibição de 
síntese proteica bacteriana, que por sua vez, influencia 
diretamente na viabilidade patogênica. Considerando 
essa propriedade, diferentes abordagens terapêuticas têm 
levantado à importância, não apenas do uso isolado do 
alho como agente antimicrobiano, mas também possível 
associação com fármacos que apresentam propriedade 
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semelhante (Betoni et al., 2006; Eja et al., 2007; Simões 
et al., 2007).

Em nosso estudo, a associação do extrato de 
alho com o antibiótico vancomicina mostrou resultado 
promissor, comparado à associação do extrato à gentamicina 
e tetraciclina. Betoni et al. (2006), ao investigar a atividade 
sinérgica do extrato hidroalcoólico de alho e treze tipos de 
antibióticos frente S. aureus, observou atividade sinérgica 
especialmente em relação a gentamicina e tetraciclina e 
atividade negativa em relação ao antibiótico vancomicina. 
Nossos resultados corroboram com os obtidos por Betoni 
et al. (2006) em relação á gentamicina e tetraciclina. 
Essa similaridade pode ser justificada ao se considerar a 
capacidade mútua de inibição da síntese proteica bacteriana 
de ambos agentes testados. Um fato curioso abordado 
nesse mesmo estudo foi a relação negativa da atividade 
sinérgica do extrato de alho com o antibiótico vancomicina, 
medicamento de escolha para tratamento de infecções 
causadas por S. aureus. Essa mesma relação foi positiva em 
nosso estudo. A divergência de resposta pode ser justificada 
pela metodologia utilizada para obtenção o extrato. De 
acordo com Abubakar (2009), o tipo de solvente usado 
na extração da amostra pode influenciar diretamente na 
capacidade antibacteriana.

Recentes abordagens fitoquímicas têm relatado a 
implicação do uso sinérgico e possível ação antagonista 
de extratos de plantas medicinais com antibioticoterapia. 
Ushimanu et al. (2012) testou essa atividade associando 
o extrato cru de Cymbopogon citratus (capim-limão) com 
o antibiótico polymyxin e o extrato de Allium sativum 
com o antibiótico gentamicina, frente à cepas bacterianas 
patogênicas. Atividade antibacteriana positiva foi 
encontrada. Em outra investigação realizada por Ćirkovic 
et al. (2012), foram utilizadas 36 isolados bacterianos 
incluindo bactérias gram-positivas e gram-negativas com o 
propósito de investigar atividade antibacteriana do extrato 
de alho o qual também se mostrou efetiva.

Em conclusão, os resultados positivos do presente 
estudo apontam que a associação da antibioticoterapia com 
extrato aquoso de alho pode ser vista como uma abordagem 
terapêutica complementar e promissora para tratamento de 
doenças bacterianas, especialmente em caráter oportunista, 
podendo contribuir para diminuição da toxicidade e o 
mecanismo de resistência bacteriana causado pelas drogas.

ABSTRACT

Aqueous extract of Allium sativum potentiates action of 
the antibiotics vancomycin, gentamicin and tetracycline 

against Staphylococcus aureus

The present study aimed to analyze the influence 
of (Allium sativum) aqueous extract activity in the 
minimum inhibitory concentration of antibiotics 
against S. aureus, in vitro, and its synergistic effect with 
vancomycin, gentamicin, and tetracycline. The synergy 
tests were performed by Kirby-Bauer method. The 
association of the extract with each antibiotic in isolation 
was effective in inhibiting the growth of S. aureus strain. 
The greatest evidence of synergism was observed in the 
combination of extract with vancomycin. The synergy 

tests results were submitted to Wilcoxon’s t-test (p 
<0.01). Regarding the results obtained in this study, the 
association of antibiotic therapy with garlic extract can 
represent a promising therapeutic tool for the treatment 
of bacterial diseases with possibility of reduction in the 
toxicity degree and bacterial resistance to antibiotics.
Keywords: Garlic. Antibiotic therapy. Synergism between 
antibiotics and plants.
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