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Summary
In the last years, there has been a more prudent use of the drugs in livestock farms 
to reduce the risk of onset of antibiotic resistance. Therefore, the possible use of 
alternative products such as natural essences has been considered with greater in-
terest. Some plants such as cinnamon, ginger, neem, turmeric, garlic, onion seem 
to have antiviral, antifungal, or antimicrobial activities but, despite those poten-
tials, scientific studies about these properties are still only a few. Salmonella en-
terica subspecies enterica serovar Enteritidis (S. Enteritidis) may cause disease in 
poultry, but it is also responsible for human food poisoning. The aim of this study 
has been to evaluate the efficacy of garlic against S. Enteritidis and to define the 
MIC90 and MIC50 values. The study was carried out in vitro, testing 26 S. Enterit-
idis strains, identified in laying hens coming from different farms. A preliminary 
trial of efficacy was carried out on two strains, S. Enteritidis and Escherichia coli 
respectively, using a concentration of garlic of 10 mg/ml (1 %). Later, 26 strains 
of S. Enteritidis in concentrations 106 UFC and 104 UFC were tested with different 
concentrations of garlic, ranging from 10 mg/ml to 1 mg/ml. Based on the obtained 
results, intermediate concentrations of garlic, 5 mg/ml to 4 mg/ml and 4mg/ml to 
3mg/ml were used to test 106 UFC and 104 UFC, respectively. The obtained data 
were statistically analysed. The MIC90 was 4.75 mg/ml for strains tested with 106 
UFC concentration and 4 mg/ml for strains tested with 104 UFC concentration. The 
results highlight the potential efficacy of garlic to inhibit the growth of Salmonel-
la enterica ser. Enteritidis in vitro. The efficacy was dependent on the microbial 
concentration used. In vivo efficacy trials will be crucial to confirm the efficacy of 
garlic against S. Enteritidis and to assess the possibility of using garlic in poultry 
flocks to prevent the spread of the bacterium in the field.

INTRODUZIONE
Negli ultimi anni si è assistito ad un interesse crescente verso modalità di controllo 
di potenziali patogeni negli allevamenti zootecnici, alternative all’uso del farma-
co al fine di ridurre il rischio di insorgenza di fenomeni di antibiotico-resistenza. 
Sono state incrementate le misure di biosicurezza, sono stati elevati gli standard 
igienico-sanitari all’interno degli allevamenti, sono state regolate le densità degli 
animali e si è assistito ad un maggior ricorso alla profilassi vaccinale anche per la 
prevenzione di alcune forme batteriche.
La possibilità di ricorrere a sostanze naturali, o ai loro derivati, come alternativa 
all’uso di antibiotici ha inoltre spinto la comunità scientifica ad indagare circa la 
loro potenziale efficacia. Lo zenzero e la curcuma hanno proprietà antibatteriche 



44

(Ibrahim et al., 2004). La cannella è stata utilizzata come rimedio naturale nei 
confronti di nausea, raffreddore e manifestazioni enteriche attribuite a virus. L’a-
loe sembra avere capacità antinfiammatorie, antiossidanti, ipoglicemizzanti e an-
tibatteriche (Fani e Kohanteb, 2012). Il neem, grazie ai suoi componenti, presenta 
effetto antifungino, antipiretico, antinfiammatorio, antiartritico, diuretico, immu-
nomodulatore (Biswass et al., 2002) e si è dimostrato inoltre efficace nei confronti 
di parassiti, insetti e artropodi ematofagi (Camarda et al., 2018). La propoli e il 
polline si sono rivelati validi antibatterici, antimicotici, antivirali e hanno dimo-
strato di avere poteri analgesici, antinfiammatori, immunostimolanti e antiossidan-
ti (Babinska et al., 2012). Anche l’olio essenziale di menta ha un’efficace attività 
antibatterica, in particolare nei confronti di Salmonella enterica subsp. enterica 
serovar Enteritidis e Listeria monocytogenes (Tassou et al., 1995). Alcuni studi 
hanno evidenziato che l’aglio riduce la glicemia ed il colesterolo ematico ed ha 
attività antinfiammatoria e anticancerogena. Inoltre, l’aglio sembra avere capa-
cità antibatteriche nei confronti di alcuni ceppi di Escherichia coli, Salmonella 
enterica subsp. enterica serovar Typhi, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus 
meticillino-resistenti (Jeong et al., 2014).
Considerate tali potenzialità, lo scopo di questo lavoro è stato quello di valutare 
l’efficacia dell’aglio nei confronti di ceppi di Salmonella enterica subsp. enterica 
serovar Enteritidis (S. e. subsp. e. ser. Enteritidis). Questo germe è un potenziale 
patogeno per il pollame, in cui può indurre quadri morbosi caratterizzati da enteri-
ti, cali di produzione e mortalità ma, attraverso la contaminazione di carne e uova, 
è anche responsabile di tossinfezioni alimentari nell’uomo.

MATERIALI E METODI
Stipiti utilizzati e allestimento delle sospensioni batteriche
Lo studio è stato condotto in vitro su 26 ceppi di Salmonella enterica subsp. ente-
rica ser. Enteritidis, precedentemente isolati in allevamenti di galline ovaiole per 
la produzione di uova da consumo, e stoccati a -20 °C in Brucella broth e glicerolo 
(10%) presso la Sezione di Patologia Aviare del Dipartimento di Medicina Veteri-
naria dell’Università di Bari.
Tutti i ceppi sono stati coltivati su Tryptic Soy Agar (TSA) (OXOID) a 37 °C 
overnight, prima dell’esecuzione dei test. A partire da ciascun ceppo, sono state al-
lestite due sospensioni batteriche con concentrazione rispettivamente pari a 1x106 
UFC/ml e 1x104 UFC/ml. Per ottenere le concentrazioni predefinite, in accordo 
agli standard CLSI (2006), sono state preparate sospensioni batteriche pari allo 
standard 0,5 McFarland, corrispondente a 1-2x108 UFC/ml. Le concentrazioni ot-
tenute sono state confermate mediante diluizioni seriali e conta batterica in piastra.
Dieci microlitri delle sospensioni con concentrazione pari a 108 UFC/ml sono stati 
seminati a spot, in modo da analizzare nei test la carica pari a 106 UFC mentre, per 
le prove condotte utilizzando la carica di 104 UFC, le sospensioni con concentra-
zione di 108 UFC/ml sono state diluite scalarmente in soluzione salina 0,9% sterile 
fino ad ottenere 106 UFC/ml e, di queste, 10 µl sono stati seminati in ogni spot.

Preparazione dell’aglio e inclusione nei terreni
Per le prove di efficacia, è stato utilizzato aglio liofilizzato del commercio. La 
polvere liofilizzata è stata pesata e posta in acqua distillata sterile, in quantità dif-
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ferenti in base alle diverse concentrazioni di aglio che ci è prefissati di testare.
Le prove di efficacia sono state eseguite su agar Mueller Hinton (OXOID), ri-
costituito, sterilizzato in autoclave a 121 °C e successivamente portato a 50 °C 
prima dell’aggiunta, per inclusione al terreno, delle sospensioni di aglio alle 
diverse concentrazioni.

Test preliminare
Una soluzione all’1%, con concentrazione di aglio pari a 10 mg/ml, è stata uti-
lizzata per una prima prova preliminare di efficacia su un ceppo di Escherichia 
coli (ATCC 25922) e un ceppo di Salmonella enterica subsp. enterica ser. En-
teritidis. Dai batteri, sono state preparate sospensioni con carica di 108 UFC/ml, 
seminate in piastra contenente agar Mueller-Hinton semplice e addizionato con 
aglio, con tre diversi metodi di semina: con ansa da batteriologia, con tampone 
sterile e a spot.
La presenza di aglio nel terreno addizionato ha comportato la totale inibizione 
della crescita sia di E. coli che di Salmonella, indipendentemente dalla modalità 
di semina.

Allestimento delle prove di efficacia
Sono state allestite diverse serie di piastre di agar Mueller Hinton, contenenti 
concentrazioni di aglio da 10 mg/ml a 1 mg/ml (10 mg/ml; 9 mg/ml; 8 mg/ml; 7 
mg/ml; 6 mg/ml; 5 mg/ml; 4 mg/ml; 3 mg/ml; 2 mg/ml; 1 mg/ml), che sono state 
utilizzate per testare entrambe le concentrazioni batteriche (106 UFC e 104 UFC) 
per ciascun ceppo. Le piastre sono state incubate a 37 °C e la lettura dei risultati 
è avvenuta dopo 24 ore di incubazione. Ogni esperimento è stato effettuato due 
volte in due giorni diversi. Sulla base dei risultati ottenuti, le cariche batteriche 
di 106 UFC sono state valutate con un range di concentrazioni di aglio da 5 mg/
ml a 3,5 mg/ml (5 mg/ml; 4,75 mg/ml; 4,5 mg/ml; 4,25 mg/ml; 4 mg/ml; 3,75 
mg; 3,5 mg) e quelle pari a 104 UFC con concentrazioni da 4 mg/ml a 3 mg/ml 
(4 mg/ml; 3,75 mg/ml; 3,25 mg/ml; 3 mg/ml).

Valutazione statistica dei dati
I dati ottenuti dalle diverse prove di efficacia sono stati confrontati per valutarne 
la significatività statistica mediante il test esatto di Fisher a due code.

RISULTATI
Le concentrazioni di aglio superiori o uguali a 5 mg/ml sono risultate efficaci, 
inibendo la crescita di tutti i ceppi, indipendentemente dalla concentrazione bat-
terica testata. I valori MIC90 e MIC50 sono risultati pari a 5 mg/ml in caso di cari-
ca pari a 106 UFC, mentre solo 6 di 26 ceppi (23,07 %) sono stati completamente 
inibiti dalla concentrazione pari a 4 mg/ml (tabella 1). Nel caso delle cariche 
batteriche pari a 104 UFC, MIC90 e MIC50 sono corrisposte a 4 mg/ml, con 24 
ceppi (92,3 %) inibiti nella crescita su 26 ceppi testati. La concentrazione pari a 
3 mg/ml si è rivelata inefficace per tutti i ceppi analizzati in concentrazione pari 
a 106 UFC, mentre nel caso delle sospensioni in carica di 104 UFC, ha inibito la 
crescita di un solo stipite batterico.
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Tabella 1: Efficacia in vitro di EAA con concentrazioni da 10 mg/ml a 1 mg/ml

Concentrazione dell’estrat-
to (mg/ml)

N° ceppi inibiti /N° ceppi analizzati (%)
106 UFC* 104 UFC*

10 26/26 (100) 26/26 (100)
9 26/26 (100) 26/26 (100)
8 26/26(100) 26/26 (100)
7 26/26 (100) 26/26 (100)
6 26/26 (100) 2626 (100)
5 26/26(100) 26/26 (100)
4 6/26 (23.07) 24/26 (92.3)
3 0/26 (0) 1/26 (3.84)
2 0/26 (0) 0/26
1 0/26 (0) 0/26

* Carica batterica utilizzata

Analizzando l’efficacia delle concentrazioni di aglio intermedie, da 5 mg/ml a 3,5 
mg/ml per gli spot 106 CFU (tabella 2), la minima concentrazione inibente la crescita 
dei ceppi nel 90% dei casi (MIC90) è risultata pari a 4,75 mg/ml, mentre una concen-
trazione di 4,5 mg/ml non era altrettanto efficace (P < 0.001), in quanto meno del 
50% dei ceppi era inibito a questa concentrazione.

Tabella 2: Efficacia in vitro di EAA con concentrazioni da 5 mg/ml a 3,5 mg/ml e 
da 4mg/ml a 3 mg/ml

Concentrazione dell’estratto 
(mg/ml)

N° ceppi inibiti/N° ceppi analizzati (%)
106 UFC* 104 UFC*

5 26/26 (100) -
4,75 25/26 (96.15) -
4,5 9/26 (34.61) -
4,25 6/26 (23.07) -

4 6/26 (23.07) 24/26 (92,3)
3,75 0/26 (0) 22/26 (84,61)
3,5 0/26 (0) 11/26 (42.3)
3,25 - 0/26 (0)

3 - 0/26 (0)

* Carica batterica utilizzata
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Nel caso delle concentrazioni di 104 CFU, la MIC90 è stata individuata a 4 mg/ml 
mentre la concentrazione di 3,75 mg/ml ha inibito la crescita di 22 ceppi su 26 e 
quindi di almeno il 50% (MIC50). L’efficacia di quest’ultima concentrazione è risul-
tata essere significativamente superiore rispetto a quella di 3.5 mg/ml (P = 0.034).
Confrontando le due differenti concentrazioni batteriche utilizzate, a 4 mg/ml si os-
servava un effetto inibitorio su un solo ceppo in carica pari a 104 CFU, mentre la 
stessa concentrazione non aveva la stessa efficacia con sospensioni di 106 CFU (P < 
0.001).

DISCUSSIONE
I risultati ottenuti evidenziano una buona capacità inibente dell’aglio in vitro nei 
confronti di Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis. Tale capacità è ri-
sultata variabile e dipendente dalla carica batterica utilizzata. L’efficacia evidenziata 
dovrebbe essere legata ad un’attività prevalentemente batteriostatica piuttosto che 
battericida di questa sostanza, in quanto i valori di MIC sono generalmente inferio-
ri a quelli di MBC (Minima Concentrazione Battericida) (Mohsenipour e Hassan-
shahian, 2015). 
Studi sull’efficacia antimicrobica dell’aglio, condotti su singoli ceppi per specie bat-
terica, hanno evidenziato in vitro valori di MIC pari a 6,25 mg/ml per Streptococcus 
mutans (Jain et al., 2015) e per Salmonella e. subsp. e. ser. Tiphy, Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus e Pseudomonas (Andualem, 2013), valore pertanto superiore 
rispetto ai valori di MIC90 ottenuti in questo studio per i ceppi di S. e. subsp. e. ser. 
Enteritidis testati. In un altro lavoro (Gull et al., 2012), comprendente anch’esso un 
solo stipite di S. e. subsp. e. ser. Tiphy, il valore di MIC ottenuto è risultato decisa-
mente inferiore, pari a 0,02 mg/ml. Tali divergenze potrebbero essere attribuibili alla 
sensibilità individuale di un determinato ceppo, visto che in questi studi non vi era 
stato effettuato un confronto con altri ceppi, e alla carica batterica adottata.
Nel caso della valutazione dell’efficacia di sostanze naturali a differenza di quanto 
avviene in campo farmacologico, la divergenza di valori ottenuti può essere legata 
ad una mancata standardizzazione delle metodiche adottate nei diversi laboratori. 
Ad esempio, nei due studi citati su S. e. subsp. e. ser. Tiphy, in un caso (Andua-
lem, 2013), la valutazione è stata effettuata attraverso diluizioni seriali in brodo, 
mentre nell’altro caso (Gull et al., 2012), la MIC è stata determinata in piastra in 
terreno solido secondo il metodo Kirby-Bauer, imbibendo con estratti di aglio, di-
schetti appositamente costruiti per la sperimentazione. Inoltre, il differente pannello 
di concentrazioni adottato nei due studi ha portato nella ricerca condotta da Andua-
lem (2013) ad ottenere valori di MIC pari a 6,25 mg/ml, corrispondenti di fatto alla 
concentrazione minima di aglio valutata nella sperimentazione, mentre Gull et al. 
(2012), che hanno valutato anche concentrazioni inferiori, hanno invece ottenuto per 
i batteri testati concentrazioni di MIC variabili tra 0,02 e 0,2 mg/ml. Uno studio più 
ampio, condotto su 25 ceppi rispettivamente di E. coli e S. aureus analizzati in con-
centrazioni batteriche pari a 107 UFC e mediante diluizioni seriali in brodo, i valori 
di MIC sono risultati compresi tra 4 mg/ml e 8 mg/ml per entrambi i germi (Yadav 
et al., 2015).
Altri fattori che possono influenzare la divergenza di valori ottenuti in ricerche di-
verse sono rappresentati dall’instabilità dell’allicina, principio attivo responsabile 
dell’attività antimicrobica (Belguith et al., 2010), dalla forma fisica di aglio utilizza-
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to, ad esempio fresco o essiccato, e nel caso di utilizzo di un estratto, dalla tipologia 
e dalla modalità di preparazione. Prove comparative con estratti di aglio, acquoso, 
alcolico in etanolo, alcolico in metanolo, hanno evidenziato una migliore efficacia 
dell’estratto acquoso rispetto a quelli alcolici, la cui efficacia risultava tra loro so-
vrapponibile (Gull et al., 2012), ma anche variabile a seconda del germe testato 
(Mohsenipour e Hassanshahian, 2015).
L’efficacia antimicrobica delle sostanze naturali potrebbe essere potenziata dalla 
loro associazione (Bag e Chattopadhyay, 2015). Ad esempio, timo, menta piperita, 
salvia, pepe nero e aglio, sembrano avere in vitro un effetto antimicrobico maggiore 
nei confronti di Bacillus subtilis e Salmonella Enteritidis, se testati in sinergismo 
piuttosto che singolarmente (Al-Turki, 2007), anche se Andualem (2013) non ha 
evidenziato un reale potenziamento di efficacia dell’aglio se associato al miele.
Prove di campo effettuate su gruppi di tacchini hanno evidenziato un’efficacia di una 
miscela, composta da acidi organici (acido acetico, formico e propionico), e di al-
deide cinnamica, estratto della cannella, aggiunta al mangime in concentrazione pari 
allo 0,2 %, nel ridurre la concentrazione intestinale di E. coli e nel limitare le lesioni 
indotte da un ceppo 078 antibiotico resistente (Parigi et al., 2017).

CONCLUSIONI
I risultati ottenuti in questo studio sono piuttosto incoraggianti. Tuttavia, ulteriori 
valutazioni su un numero più ampio di ceppi e su un’eventuale associazione dell’a-
glio con altre sostanze naturali sono auspicabili per poter valutare una eventuale 
applicabilità di un suo utilizzo in campo. In particolare, l’associazione con altre so-
stanze naturali potrebbe comportare il vantaggio di limitare i quantitativi di aglio da 
somministrare agli animali, riducendo l’eventuale rischio di trasmissione di odori 
sgradevoli al mangime e ai prodotti derivati, uova o carne.
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