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O A atividade antimicrobiana de sabonetes antissépticos, convencionais e vegetais foi
avaliada contra diferentes cepas de microrganismos. Os autores concluiram que hd
necessidade de padronizar os testes quanto a metodologia e as cepas utilizadas.

m— Sec evalud la actividad antimicrobiana de los jabones antisépticos, convencionales y
T vegetales contra diferentes cepas de microorganismos. Los autores concluyeron que es
necesario estandarizar las pruebas con respecto a la metodologia y las cepas utilizadas.

E The antimicrobial activity of antiseptic, conventional and vegetables soaps was
evaluated against different strains of microorganisms. The authors concluded that there
is a need for standardize the tests regarding the methodology and the strains used.

ssabonetes em barra ocupam papel

de destaque no crescente mercado

brasileiro de produtos para higiene
pessoal.! Dependendo do tipo de formula-
¢ao, os sabonetes podem receberdiferentes
classificacoes: sabonetes comuns, tradi-
cionais ou convencionais, que sao obtidos
pela saponificacao de gorduras naturais
comsolugdesalcalinas; sabonetes vegetais,
que sao obtidos porsaponificagdo de 6leos
vegetais; e sabonetes medicamentosos, que
recebem a adi¢do de produtos com finali-
dade terapéutica sobre a pele.>*

Ossabonetes tém duplo efeito sobre os
microrganismos: um efeito quimico e um
mecanico. A natureza anfipatica do sabdo
afrouxa os microrganismos da pelee, entéo,
eles podem ser removidos facilmente na
lavagem. Os sabonetes convencionais nao
matam os microrganismos, simplesmente
osremovem da pele. Jd os sabonetes deno-
minados antissépticos, antibacterianos ou
antimicrobianos, além de ter as proprieda-
des dos sabonetes convencionais, possuem
um ingrediente antisséptico adicional, ou
seja, destinam-se aimpedirque as bactérias
remanescentes na pele se repliquem. *

A crescente preocupagao dos consu-
midores em relacao a possibilidade de
contaminacdo bacteriana tem levado ao
aumento do uso de produtos antissépticos.
Existem varios sabonetes antibacterianos
e antimicrobianos disponiveis no comér-
cio e a propagandadisseminada em vdrias
midias tem encorajado seu uso. Essa pro-
paganda exalta os efeitos benéficos da ati-
vidade bactericida desses sabonetes, sem
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sereferiraos prejuizos que esses produtos
podem trazerasauide do individuo e/ouao
meio ambiente.>’

Os ingredientes antissépticos mais
frequentemente utilizados na composi-
¢ao dos sabonetes antimicrobianos sao o
triclocarban (TCC) e o triclosan.® Estudo
realizado nos Estados Unidos, em 2001,
relatou que 84% dos sabonetes antimicro-
bianos em barra continham esses agentes
antissépticos.®

O triclocarban, 1-(4-clorofenil)-3-
-(3,4-diclorofenil) ureia, é um agente
particularmente eficaz contra bactérias
gram-positivas, como a Staphylococcus
aureus. E um composto bacteriostatico
encontrado em sabonetes antibacterianos
e outros produtos de higiene pessoal que
exerce seu efeito inibindo a atividade da
enoil-proteina transportadora de acila
(A CP) redutase, enzimaamplamente dis-
tribuida em bactérias, fungos e plantas. A
ACP catalisa o tltimo passo do ciclo de
alongamento de dcidos graxos no sistema
sintese de dcidos graxos do tipo I1, inibin-
do a sintese da membrana celular e impe-
dindo assim o crescimento bacteriano. '°

O triclosan, [5-cloro-2-(2,4-dicloro
fenoxi)-fenol tem atividade antibacteriana
eantiftingica e é adicionado a produtos de
higiene pessoal, como sabonetes, cremes
dentais e desodorantes.! O mecanismo da
acao antibacteriana do triclosan nao esta
bem esclarecido. O triclosan possivel-
mente atua na membrana citoplasmatica,
assim como o triclocarban, pois bactérias
resistentes ao triclosan, normalmente, tém
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mutacdes na enzima A CP, envolvida na
biossintese das membranas.*

Em dezembro de 2013, a FDA (US
Food and Drug A dministration) afirmou
que ndo existiam estudos suficientes com-
provando que os sabonetes antibacteria-
nos seriam mais eficazes que os sabonetes
comuns. De acordo com a FDA, até a
presente data ndo hd provas de beneficios
adicionais asaude do triclosan em produ-
tos de cuidado pessoal, além de seu efeito
antigengivite em cremes dentais.

A seguranca do triclosan esta atu-
almente sendo revista pela FDA e pela
Health Canada.!"'?

Em setembro de 2016, aFDA proibiu
o uso do triclocarban em produtos OTC,
ou seja, aqueles vendidos sem receita,
para lavagem de maos e corpo,>!? con-
siderando que os fabricantes nao foram
capazes de demostrar sua seguranga no
uso didrio ou que sabonetes contendo essa
substancia fossem mais eficazes que os
sabonetes comuns. No entanto, o triclor-
carban ainda é utilizado em outros paises
com exposicdo humana evidenciada.'+!¢
Além disso, o produto ainda é aprovado
nos EUA em outros produtos de cuidado
pessoal, incluindo desodorantes, locoes
e cremes dentais, assim como para os de
uso médico.>!3

No Brasil, existem 215 sabonetes
antissépticos que contém a substancia
triclosan e 110 que contém triclocarban.
O uso dessas substancias no pais é regu-
lado pelaA génciaNacional de Vigilancia
Sanitaria (A nvisa).

A concentracdo méaxima de triclosan
permitidaem produtos de higiene pessoal,
cosméticos e perfumes é de 0,3% . Néo ha,
contudo, qualquer tipo de recomendacédo
de limitacdo ou condicdes de uso. Ja o
triclocarban consta na lista da Anvisa de
substancias que os produtos de higie-
ne pessoal e cosméticos ndo devem ter,
salvo algumas excegdes nas quais pode
aparecer em produtos destinados a serem
enxaguados, em concentracao maximano
produto final de 1,5%.13!7
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Os agentes antissépticos presentes nos sabonetes podem
contribuir para o aumento da resisténcia bacteriana e promover
o desequilibrio da microbiota normal da pele, favorecendo a
ocorréncia de infeccdes oportunistas. A [ém disso, podem conter
impurezas carcinogénicas, causar efeitos adversos (como aler-
gias, distdrbios enddcrinos e toxicidade aguda e cronica) e podem
permanecer no meio ambiente como poluente porlongo tempo.®

A resisténcia ao triclosan, que decorre da exposicdo a esse
agente, pode afetar diretamente a resisténcia a antibiéticos. A
resisténcia cruzada triclosan-antibidticos foi testada em relacao
aampla gama de antibidticos ap6s a exposicdo ao triclosan, e, o
cloranfenicol e a tetraciclina foram dois antibiéticos comumente
incluidos nesses experimentos.'® A's resisténcias cruzadas em
Pseudomonas aeruginosa,'® Stenotrophomonas maltophilia®
e Salmonella enterica serovar typhimuriun® foram atribuidas
a sistema de efluxo. Bactérias resistentes ao triclosan, normal-
mente, tém mutagdes na proteina enoil-A CP, que é importante
para a biossintese das membranas celulares, também, sdo alvos
de drogas antibiéticas, como aisoniazida.*

O uso de plantas pode ser uma alternativa de substituicdo
aos antissépticos e desinfetantes sintéticos, visando evitar o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana a esses compostos,
umavez que metabdlitos vegetais atuam por mecanismos varia-
dos.?*# Tem-se buscado o desenvolvimento de novos produtos
de fontes alternativas (plantas) com o objetivo de melhorar a
relacédo dos sabonetes antimicrobianos com a microbiota normal
e comas cepasinvasoras, no intuito de evitaro desenvolvimento
de resisténcia bacteriana aos produtos de uso convencional.??!

A pele humana é colonizada por grande nimero de microrga-
nismos que compdem a microbiotanormal e vivem em harmonia

em seus habitats, o hospedeiro lhes fornece condicdes para que
possam viver e a microbiota garante que tenham uma barreira
protetora contra patdgenos. No entanto, quando hd ruptura da
integridade da pele, ou desequilibrio damicrobiotanormal, pode
haver invasdo da pele por bactérias autdctones ou nao, dando
inicio auma infeccao clinicamente estabelecida.!*%

Estudo de 2007langou aideia de que o triclocarban seria um
“novo tipo de disruptorendécrino” que aumentariaaagao de hor-
monios endégenos. * Mais recentemente, foi demonstrado que o
triclocarban pode perturbar a microbiota intestinal de animais?
e de seres humanos, ® acarretando inimeros efeitos deletérios a
satide.? Ha evidéncias de que o acimulo de triclosan no meio
ambiente impacta negativamente os organismos, como as algas
nos ecossistemas aqudticos.*

Os sabonetes antissépticos sao amplamente utilizados, em-
borando existam evidéncias de que sejam melhores que os sabo-
netes comuns no que se refere a eliminagao de microrganismos.'?
Hé vérios estudos sobre os efeitos prejudiciais que os agentes
antissépticos presentes nas formulacdes desses sabonetes podem
causar a satide humana'#2%>% e a0 meio ambiente.* Existem
poucos estudos sobre a eficicia dos sabonetes antissépticos, an-
tibacterianos ou antimicrobianos, * sobre a eficdcia de sabonetes
vegetais e comparando as atividades antibacterianas de sabonetes
convencionais, vegetais e antimicrobianos.*

Objetivos

Este estudo teve o objetivo de determinar a atividade anti-
microbiana de trés classes de sabonetes comerciais -antimicro-
bianos, convencionais e vegetais -, bem como o de comparar
suas atividades.
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Tabela 1. Populacao microbiana antes e apos o tratamento com
diferentes marcas de sabonetes

. . Staphylococcus Enterococcus Candida
Sabonetes E?:’Bﬁ?ginoﬁ” pa{JIrew faecalis (log,, | albicans (og,,
9o fog,,UF C /ml) UFC /ml) UFC /ml)
Antes 8 380 8 265 8398 8152
Marca 1* 3,826 5283 4,630 2,845
Marca 2 5393 5,398 5392 4,792
Marca 3** 3,886 5398 0 4124
Marca 4* 0 5336 5,365 4,301
Marca 5 0 5,301 5,294 4,477
Marca 6** 0 5320 4,863 3,903
Marca 7** 3,431 0 3756 0
Marca 8* 3,301 5,398 3,903 4,393
Marca 9** 4,732 4,862 0 0
Sabonetes convencionais: marcas 1, 2e 3. Sabonetes vegetais: marcas 4, 5e 6.
Sabonetes antimicrobianos: marcas 7 (triclosan + triclocarban), 8e 9 (triclocarban). p = 0,016;
*p <005 *p<001.

Tabela 2 Atividade antimicrobiana de trés classes de sabonetes contra

Escherichia coli

Marca de Populacao bacteriana sobrevivente (log10UF C /ml)
sabonete Antes Convencionais* Vegetais* Antimicrobianos*
1 8380 3,826 0 3,431
2 8,380 5,393 0 3,301
3 8,380 3,886 0 4,732
*p =0,0003; +p <OT.

Tabela 3. Atividade antimicrobiana de trés classes de sabonetes contra

Staphylococcus aureus

Marcade Populacao bacteriana sobrevivente (log, UF C /ml)
sabonete Antes Convencionais Vegetais Antimicrobianos*
1 8265 5283 5336 0
2 8 265 5,398 5,301 5398
3 8 265 5,398 5320 4,862
p =00206 *p <0,05

Tabela 4 Atividade antimicrobiana de trés classes de sabonetes contra

Enterococcus faecalis

Marca de Populacao bacteriana sobrevivente (og, UFC/nl)
sabonete Antes Convencionais * Vegetais Antimicrobianos *
1 8,398 4,630 5,365 3,756
2 8,398 5,392 5,294 3,903
3 8,398 0 4,863 0
p=0,0045; *p< 0,01

Candida albicans

Tabela 5 Atividade antimicrobiana de trés classes de sabonetes contra

Marcade Populacéao bacteriana sobrevivente (og 1TOUFC/ml)
sabonete Antes Convencionais * Vegetais * Antimicrobianos *
1 8,152 2,845 4,301 0
2 8,152 4,792 4,471 4,393
3 8,152 4,124 3,903 0

*p=0,0037; #p< 0,01
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Metodologia

Aatividade antimicrobiana dos sabo-
netes foi examinada usando o tempo de
exposicado oficialmente proposto pelo
Clinical and Laboratory Standards Ins-
titute (CLSI) M26-A, em métodos para
determinar a atividade bactericida dos
agentes antimicrobianos, com algumas
pequenas modificacdes.5* Considera-
mos como atividade antimicrobiana,
a reducdo significativa na populacao
microbiana, apds exposicdo ao sabonete
em relacédo ao controle.

Ativacao das cepas bacterianas
Foram utilizadas as cepas dos microrga-
nismos: Escherichia coli (CCCDEQD),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Enterococcus faecalis (CCCD EQOD) e
Candida albicans (ATCC 90028).

Cada cepa foi ativada pela trans-
feréncia de uma algada da suspensao
reconstituida, conforme instrucoes do
fabricante, para o caldo Brain Heart In-
fusion (BHI). Apés a incubagdo a 37C
por 24horas, uma alcada foi transferida
para uma placa de dgar Mueller-Hinton
(MSD - Merck Sharp & Dohme Farma-
céutica), que foi incubada a 37<C por
24horas, seguida de repique para outra
placa do mesmo dgar e de nova incuba-
cdo. A partir do crescimento bacteriano
obtido na segunda placa, foi preparada
uma suspensdo de cada cepa em solu-
cdo salina fisioldgica estéril, de forma
a produzir turvacdo de O,5da escala de
Mac Farland, que corresponde a 1,5x 1C°
bactérias nl.6%

Preparo das amostras de
sabonetes

Amostras de 3marcas de sabonetes em
barra convencionais, de 3marcas de
sabonetes vegetais e de 3marcas de
sabonetes antibacterianos, obtidas no
comércio local, foram fracionadas em
porgdes de 10g cadae diluidas em 40ml
de agua destilada estéril (diluicao 1:5).
Trés ml de cada solucao de sabao foram
colocados em um tubo cénico estéril,
usando ponteiras estéreis e mantido a
temperatura ambiente.5

Ensaio do efeito bactericida dos
sabonetes

Umaaliquota de 680ul de cada suspensdo
bacteriana foi inoculada em cada solucao
de amostra de sabonete, seguida de um
tempo de exposicao de 30segundos.
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Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Apés a
exposicdo das amostras de sabonete aos microrganismos, foram
adicionados 30ml de tampao neutralizante (Dey Engley, Difco)
modificado a cada amostra tratada, para finalizar qualquer ativi-
dade bactericida, e as amostras foram homogeneizadas a 230rpm
por 1 minuto (dilui¢ao 1: 10). Dez microlitros foram inoculados
com alca calibrada em placas dgar Mueller-Hinton, espalhados
eas placas foram incubadas a 37<C por 24horas.®!5Os controles
foram realizados inoculando 10ul de cadasuspensao microbiana
diluidaa 10%em placas de dgar Mueller-Hinton. A pés aincuba-
cdo das placas a 37°C por 24 h, foram realizadas as contagens de
colonias para determinaras unidades formadoras de colénias por
mililitro (UFC /nl) e a determinacéo do log , UFC /ml.

Tratamentos e andlises dos resultados

Os dados foram submetidos aandlise de variancia (ANOVA) dois
critérios, usando o programa BioEstat 5,0. Quando a ANOVA
mostrou resultado significante (p<0,05), os valores médios foram
separados usando o teste de Tukey.

Resultados e Discussoes

ATabela 1 mostraaatividade antimicrobiana de nove vérias
marcas de sabonetes testadas contra diferentes microrganismos.

Todas as marcas de sabonete testadas mostraram atividade
antimicrobiana contra os quatro microrganismos empregados
no experimento (p<0,050u p<0,01), exceto a marca 2. Esses
resultados sdo concordantes com os de Kim e Rhee (2016),°
que relataram nao haver diferenca de eficdcia entre sabonete
antibacteriano e sabonete vegetal, contra 20 cepas bacterianas.

Os resultados deste trabalho corroboram ainda com a consta-
tacdo de Martins (2014),* de que, na verdade, ndo hd atualmente
nenhuma evidéncia de que os sabonetes antibacterianos sdo mais
eficazes na prevencdo de doencas do que a simples lavagem com
dgua e sabao comum.

Nao houve diferenca significativa (p=0,1387) na atividade
antimicrobiana dos sabonetes antissépticos contra microrga-
nismos gram-positivos e gram-negativos. Esses resultados sao
discordantes dos de Kim e Rhee (2016)%e dos de Costa (2018),%®
que encontraram maior atividade antibacteriana desses sabonetes
contrabactérias gram-positivas. Essa diferenca pode terocorrido
devido as diferentes cepas empregadas. As autoras deste trabalho
utilizaram a S. aureus ATCC 25923 a E. coli CCCD EQ04 e a
E. faecalisCCCD E002 enquanto Kim e Rhee (2016) haviam
utilizado as cepas ATCC S. aureus (29213 e 6538), E. faecalis
(19433e 29212) e E. coli (11775e 25922). Adicionalmente, os
tempos de exposicdo dos microrganismos aos sabonetes foram
diferentes: aqueles autores utilizaram o tempo de 20 segundos
e as autoras deste trabalho, 30segundos. Conforme foi relatado
por Rotter (2001),% o tempo gasto durante a higienizagao das
maos influencia diretamente a reducao da microbiota transitéria
desse local. As autoras neste trabalho utilizaram a mesma cepa
de S aureus (ATCC 25923) utilizada por Costa (2018),* porém
acepade E. coli foi diferente: Costa (2018) utilizou a ATCC
25922. Além disso, as autoras utilizaram metodologia diferente
(ele usou: difusdo em agar) e amostras diferentes (ele usou:
sabonetes liquidos).

Quando analisamos a atividade antimicrobiana dos sabonetes
agrupados por classes (convencionais, vegetais e antimicrobia-
nos) em relacao a cada microrganismo, observamos diferencas.
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Tabela 6. R esumo da atividade antimicrobiana de sabonetes convencionais, vegetais e antimicrobianos contra
quatro microrganismos

Microrganismos S abonetes convencionais S abonetes vegetais S abonetes antimicrobianos
E. coli Ativos (p< 0,01) Ativos (p< 0,01) Ativos (p< 0,01)
S. aureus S em atividade (p > 0,05) S em atividade (p > 0,05) Ativos (p< 0,05)
E. faecalis Ativos (p< 0,01) S em atividade (p > 0,05) Ativos (p< 0,01)
C. albicans Ativos (p< 0,05) Ativos (p< 0,05) Ativos (p< 0,01)

Os sabonetes convencionais, vegetais e antimicrobianos
foram ativos contra E. coli (p=0,0003), porém os sabonetes
vegetais apresentaram melhoratividade contra esse microrga-
nismo (Tabela 2). Os sabonetes vegetais possuem compostos
abase de etanol, como o glicerol (glicerina), e, para Martins
(2014),% as bases de etanol sao capazes de provocar o rom-
pimento da membrana dos microrganismos, interferindo na
estabilidade da bicamada lipidica, refletindo em uma acédo
bacteriostdtica.

Houve diferencas entre as atividades antimicrobianas de
sabonetes convencionais, vegetais e antimicrobianos contra S.
aureus (p=0,0206), sendo que apenas 0s antimicrobianos foram
ativos contra esse microrganismo (p<0,05), conforme Tabela
3. O triclosan e o triclocarban utilizados nas formulacoes dos
sabonetes tém amplo espectro de atividade antimicrobiana, com
maioratividade contra bactérias gram-positivas.*Os resultados
obtidos pelas autoras foram discordantes daqueles observados
por Silva e Souza (2015)%*" em estudo com sabonetes liquidos,
no qual o microrganismo S. aureus foi resistente ao triclosan
na concentracao de 0,3%. Sao discordantes, ainda, também
com os relatos de Kim e Rhee (2016)% em cujo experimento
os sabonetes antibacterianos contendo 0,3% de triclosan nao
foram mais efetivos do que os sabonetes vegetais contra esse
microrganismo.

Houve diferencas entre as atividades antimicrobianas de
sabonetes convencionais, vegetais e antimicrobianos contra
E. faecalis (p=0,0045), sendo que apenas os convencionais e
os antimicrobianos foram ativos contra esse microrganismo
(p< 0,01), conforme Tabela 4. Esses resultados corroboram
com os de Kim e Rhee (2016),°que relataram que os sabonetes
antibacterianos contendo 0,3% de triclosan foram mais efetivos
que os sabonetes vegetais contra o microrganismo E. faecalis.

Todas as classes de sabonetes foram ativas contra C. albi-
cans (p=0,0037), sendo que os antimicrobianos apresentaram
melhor atividade contra esse microrganismo (Tabela 5). O
triclosan tem atividade antibacteriana e antiftingica, ' mas seu
mecanismo de acdo ndo estd bem esclarecido e possivelmente
atua na membrana citoplasmadtica, assim como o triclocarban,
pois bactérias resistentes ao triclosan normalmente tém muta-
coesnaenzimaACP, envolvidanabiossintese das membranas.

Os sabonetes antimicrobianos foram ativos contra os qua-
tro microrganismos testados (E. coli, S. aureus, E. faecalis e
C. albicans), os sabonetes convencionais foram ativos contra
trés deles (E. coli, E. faecalis e C. albicans) e os sabonetes
vegetais foram ativos contra dois deles (E. coli e C. albicans),
conforme Tabela 6.

Embora os sabonetes antibacterianos, que contém triclocar-
ban + triclosan ou triclocarban em suas formulagoes, tenham
mostrado melhor atividade antimicrobiana, especialmente
contraS. aureus, é preciso considerar que, hoje, ndo hd evidén-
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cia de que os sabonetes antibacterianos sejam mais eficazes na
eliminagdo de microrganismos do que os sabonetes comuns. 2%
Os agentes antissépticos presentes nos sabonetes antimicrobia-
nos podem: contribuir para o aumento da resisténcia bacteriana
ap6s exposicdes consecutivas;*® ser absorvidos de maneira
cumulativa, levando a exposicao sistémica e produzindo toxici-
dade; '?e promovero desiquilibrio da microbiota normal da pele,
favorecendo aocorréncia de infeccdes oportunistas. Além disso,
podem conter impurezas carcinogénicas, apresentar efeitos
adversos (como alergias e disttirbios endécrinos) e permanecer
no meio ambiente como poluente por longo tempo.®

Uma limitacao deste estudo foi a dificuldade de comparar
os dados obtidos, com as poucas publicacdes existentes sobre
o tema, devido a falta de padronizacao de metodologias para
avaliaraatividade antimicrobiana dos sabonetes e das cepas de
microrganismos utilizadas nos testes.

Conclusao

Mais estudos, comparando a atividade antimicrobiana dos
sabonetes antissépticos com a dos demais sabonetes e identifi-
cando os efeitos prejudiciais daqueles a saide humana e ao meio
ambiente, sdo necessarios para garantir o uso mais racional e
seguro desses sabonetes.

Hé necessidade de fazer a padronizacao dos testes de ativi-
dade antimicrobiana dos sabonetes quanto a metodologia e as
cepas utilizadas.

E importante conscientizar a populago acerca da falta de
comprovacao cientifica da maior eficacia dos sabonetes anti-
microbianos, em relacdo aos demais sabonetes, e dos riscos da
utilizacéo indiscriminada daqueles produtos.
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