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RESUMO: Amostras de sabonete contendo, como agentes antissépticos, triclosan, na concentragdo de 1,0%; digluconato de clorexidine
a 2,0%; odleo essencial de Achillea millefolium nas concentragdes de 1,0% e 2,0%, foram avaliadas quanto a atividade antimicrobiana
frente aos microorganismos S. aureaus, E. coli, P. aecruginosa e C. albicans pela técnica de Pour Plate. Os resultados demonstraram um
poder inibitério total do triclosan frente aos microorganismos testados e observou-se poder inibitorio superior do 6leo essencial de achillea
millefolium na concentragdo de 2,0% em relagdo ao sabonete de digluconato de clorexidine, muito utilizado em ambientes hospitalares.
PALAVRAS-CHAVE: 6leo essencial de Achillea milefollium, atividade antimicrobiana, sabonetes liquidos, triclosan, digluconato de
clorexidine.

COMPARISION OF THE ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF SOAP CONTAINING CLORHEXIDINE DIGLUCONATE,
TRICLOSAN, AND THE ESSENTIAL OIL OF THE Achillea millefolium L. (ASTERACEAE).

ABSTRACT: Soap samples containing antiseptics agents such as 1%-triclosan, 2%-clorexidine digluconato, and 1-2% essential oil of
Achillea millefolium was assessed according to its antimicrobial activity against Sthaphylococus aureus, E. coli, P. acruginosa, and C.
albicans by the Pour Plate technique. The results demonstrated a total inhibition of the triclosan to the tested microorganisms and a superior
inhibition of the essential oil of Achillea millefolium was observed at the concentration of 2% in relation to the clorhexidine digluconate

soap, very used in hospital atmospheres.

KEYWORDS: Essential oil of Achillea millefolium; Antimicrobial Activity; Soap, Triclosan; Clorhexidine Digluconate.

Introducio

Produtos  anti-sépticos sdo  extensamente
utilizados em hospitais, sendo geralmente selecionado
de acordo com a reducdo da microflora transitoria ou
normal das maos apos aplicagdo Unica. Entretanto,
em aplicagdes regulares, certos anti-sépticos podem
permanecer apos a lavagem, exibindo sustentada
atividade antimicrobiana (PETERSON et al., 1978;
BARTZOKAS et al., 1983a., b). Segundo a Food and
Drug Administration, o valor potencial de produtos
anti-sépticos em higiene de hospitais € primeiramente
baseado em sua atividade degermante, seguido de
uma aplicacdo unica. No entanto, aplicagdes multiplas
demonstram acentuar a eficacia do antimicrobiano pela
deposicao deste ativo na pele, sendo este procedimento
reconhecido e especificado por aquele o6rgdo (FDA,
1978).

Infecgdes do Centro Cirtirgico (CC) causadas
principalmente por Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa ¢ Candida albicans,
estdo ainda entre a maioria das infec¢des adquiridas nos

hospitais (MARCHETTI et al., 2003). A candidiase ¢ a
principal infec¢do fungica oportunista do ser humano,
provocada por leveduras do género Candida, que
fazem parte da microbiota endégena do corpo humano,
em especial a Candida albicans, principal espécie do
género associada a candidiase, mas outras também sao
relatadas (FISHER, F.; COOK, N. B., 2001).

As infecgdes fungicas de origem hospitalar
passaram a ser de grande importancia nos ultimos anos,
pelo seu aumento progressivo e pelas elevadas taxas
de morbidade e mortalidade (COLOMBO, A.L., 2000;
PFALLER, M.A., 1996). Muitas dessas infecgdes sdo de
origem enddgena e outras podem também ser adquiridas
por via exdgena, pelas maos dos trabalhadores da area
da saude, infusos contaminados, biomateriais e fontes
inanimadas ambientais (PFALLER, M.A., 1996;
WENZEL, R.P., 1995). Porém, apesar do aumento no
numero de antifingicos comercialmente disponiveis nos
ultimos anos, eles ainda se encontram em desvantagem
quando comparados as drogas antibacterianas
(BATISTA, J. M. et al., 1999).

O triclosan é efetivo contra microrganismos gram-
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positivos e gram-negativos, bem como contra fungos
e bolores. Em altas dosagens, demonstra atividade
bactericida com um amplo espectro de agdo, o que ajuda
a impedir a propagag¢@o dos microrganismos, reduzindo
orisco de infec¢des, justificando seu emprego hospitalar
na desinfec¢do das maos, sendo esta uma maneira de
prevencgdo tanto do paciente como dos profissionais
(LILLY et al.,, 1974). Para uso hospitalar, pode-se
empregar este ativo na forma de solugdo topica ou
como sabonete, visto que estas formas de apresentagao
do produto demonstraram eficacia na diminui¢do da
microflora bacteriana da pele (MORRINSON et al.,
1986).

O digluconato de clorexidine, assim como o
triclosan, é um anti-séptico antimicrobiano ativo contra
microrganismos gram-positivos e gram-negativos,
microrganismos fermentadores, anaerdbios e aerobios
facultativos (BRINER etal., 1986; KAMPF etal., 1998).
O uso da solugdo topica de digluconato de clorexidine
¢ eficaz para reduzir a contagem bacteriana total da
pele; entretanto, a incidéncia de infeccdo da ferida em
pacientes cirurgicos pode ndo ser influenciada (MURIE
et al.,, 1980). Preparagdes deste ativo sdo indicadas
para uso topico, em feridas na pele e na limpeza pré-
operatoria geral (ASTRA, 2000), sendo a lavagem de
maos um dos principais cuidados dos profissionais de
saude (BUTZ et al., 1990).

A Achillea millefolium, conhecida popularmente
como mil-folhas, ¢ uma planta herbacea, perene,
rizomatosa, aromatica entouceirada, nativa da Europa e
amplamente cultivada em hortas domésticas em quase
todo o Brasil. Além de seu uso ornamental, ¢ também
empregada na medicina tradicional, cuja origem
remonta a idade média na Europa, de onde foi trazida
pelos colonizadores. Na sua composi¢do quimica
destacam-se a presenca de 6leo essencial com terpenos
(cineol, borneol, pinenos, canfora, azuleno), derivados
terpénicos e sesquiterpénicos, taninos, mucilagens,
cumarinas, resinas, saponinas, esteroides, acidos
graxos, alcaloides e principio amargo. Foram também
detectados compostos do tipo lactonas e flavondides,
sendo estes ultimos relacionados com a atividade
antiespasmodica (LORENZI, 2002). O 6leo essencial
de Achillea millefolium possui atividade antimicrobiana
moderada contra Streptcoccus pneumoniae, Clostridium
perfringens e Candida albicans (CANDAN et al,
2003).

Em analise comparativa de digluconato de
clorexidine a 4% e triclosan a 1%, ambos sabonetes
anti-sépticos, o digluconato de clorexidine mostrou-
se mais eficaz em reduzir a contagem microbiana total
da mdo que o triclosan, evidenciando a significativa
eficacia deste em eliminar bactérias gram-negativas
quando comparado ao triclosan. Entretanto, o
triclosan demonstrou ser mais eficaz para eliminar o
Staphylococcus aureus Methicillin-resistente que o
clorexidine. A resisténcia ao clorexidine foi agravada
com Peroneus mirabilis, Serratia marcescens,
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Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa € outras
bactérias gram-negativas (KAMPF et al., 1998).

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antimicrobiana de sabonete liquido de Triclosan na
concentracao de 1,0%, sabonete liquido de Clorexidine
na concentracao de 2,0% e sabonete liquido de oleo
essencial de Achillea millefolium nas concentragdes de
1,0% e 2,0% e comparar os resultados.

Materiais e Métodos
Obtencao do material vegetal

Achillea millefolium foi cultivada no Horto
Medicinal da Universidade Paranaense — Unipar,
localizado na cidade de Umuarama, estado do Parana,
e sua exsicata estd depositada no Herbario Educacional
da Unipar (H.E.U.) sob o n° 1896.

A parte utilizada da planta foram suas folhas
coletadas no periodo da manha (7:30h), tomando-se
cuidado para esperar que todo o orvalho evaporasse
antes da coleta, evitando-se coletar nos dias chuvosos
(SIMOES, 2001).

Obtencio do 6leo essencial de Achillea millefolium

A técnica utilizada foi destilacdo por arraste
a vapor com coobacdo em aparelho tipo Clevenger
modificado (GAZIM, 2005).

Foi realizada a destilagdo das folhas recém
coletadas, pesando-se 50g de planta e para 500 mde
agua destilada. A destilagdo ocorreu por um periodo de
3h. O ¢leo foi retirado do aparelho com hexano (P.A.)
e foi filtrado com Na2So4 anidro (SIMOES 2001) e
armazenado em frasco escuro, sob refrigeragdo, aberto
para evaporar o hexano.

Indices fisico-quimicos do éleo essencial de Achillea
millefolium

Foram determinados os indices de refracdo,
rotacdo oOtica e densidade especifica do 6leo essencial
de A. millefolium.

Densidade relativa

A densidade relativa da substancia é a razdo de
sua massa, pela massa igual ao volume de dgua, ambas
a 20°C, conforme técnica descrita (FARMACOPEIA,
1988).

Rotacao otica

A rotagdo Otica foi determinada num polarimetro
digital modelo WXG-4 (FARMACOPEIA, 1988).
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Indice de refracio

Os indices de refragdo foram determinados em
refratdmetro do tipo ABB}E, modelo RL 3, marca: PZO
warszawa (FARMACOPEIA, 1988).

Desenvolvimento das formulacoes

Foram desenvolvidos cinco (5) produtos para posterior
andlise microbiana:

Produto 1: Sabonete base

Produto 2: Sabonete contendo Oleo essencial de
Achillea millefolium 1,0%

Produto 3: Sabonete contendo Oleo essencial de
Achillea millefolium 2,0%

Produto 4: Sabonete contendo
clorexidine 2,0%

digluconato de

Produto 5: Sabonete contendo triclosan 1,0%

A composi¢do quimica da base para o preparo
dos sabonetes foi: Lauril éter sulfato de sodio - 25%;
dietanolamina do acido graxo de coco-4,0%; cloreto
de sodio - 0,8%; solucdo de acido citrico a 10% - gsp
pH 6.0; agua destilada - qsp 100ml; triclosan - 1,0%;
Digluconato de clorexidine - 2,0%; Oleo essencial de
Achillea millefolium a 1% e 2%. A técnica de preparo
dos sabonetes consistiu na pesagem dos componentes e,
num calice, foi solubilizado o triclosan na dietanolamina
do acido graxo de coco. Acrescentou-se o lauril éter
sulfato de sodio, previamente diluido em gsp de agua.
O cloreto de sodio foi dissolvido em gs de agua. Apos
o preparo da base o pH foi aferido para 6,0. No preparo
do sabonete a base de clorexidine e de 6leo essencial
de Achillea milefollium, os principios ativos foram
adicionados no final da formulacdo, visto que estas
substancias nao necessitaram de diluigdo prévia.

Determinacdo da atividade antimicrobiana dos
sabonetes de Achillea millefolium nas concentracoes
de 1,0% e 2,0%; Clorexidine a 2,0% e Triclosan a
1,0%

Ensaios microbioldgicos

Utilizou-se o meio de cultura Plate Count Agar
PCA (lote VM 900963223) para as bactérias ¢ Agar
Saboraud (lote VM 932338232) para a levedura,
ambos da marca Merck. A técnica utilizada para a
determinacdo microbiana foi a de Pour Plate, técnica
utilizada para determinagdo de produtos semi-
solidos. Os ensaios microbiologicos foram realizados
no laboratério de Microbiologia da Universidade
Paranaense - UNIPAR.

Microorganismos utilizados

Como inoculo  Gram-positivo,  utilizou-
se Staphylococcus aureus (ATCC 6538); como
Gram-negativos, Escherichia coli (ATCC 8739) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027); como fungo,
Candida albicans (ATCC 10231), ambas as amostras
fornecidas pela New Prov (Produtos para laboratorio).

Padroniza¢io da Suspensio Microbiana

O preparo da suspensdo bacteriana foi realizado
segundo técnica descrita em Soares, (1993) para
contagem de 30 a 300 colonias de cepa, a qual consistiu
na agitacdo da cultura do respectivo microrganismo e
transferéncia de 0,1 ml desta para um tubo de ensaio
contendo 9,9 mldeliquidodedilui¢ao(1:100),repetindo-
se este procedimento por mais duas vezes para obtermos
uma dilui¢ao de (1: 1.000.000). O procedimento de
inoculagdo utilizado para contagem total de bactérias
foi a técnica de semeadura em Pour Plate, que consiste
na inoculagdo de 0,05 ml da suspensdo bacteriana (+)
1,0 ml do produto a ser testado, no caso, os sabonete
liquidos de triclosan, clorexidine e 6leo essencial de A.
millefolium (+) em Agar PCA fundido a 45°C, seguido
de homogeneizacao e solidificagdo. Incubou-se a 35°C
por 48 horas.

A técnica de inoculagdo para contagem da
levedura Candida albicans consistiu igualmente na
técnica de Pour Plate em Agar Sabouraud fundido
a 45°C. Incubou-se a 25°C por cinco dias. Foram
realizadas semeaduras de placas contendo somente
cepa e placas contendo cepa positiva, produto para
contagem de coldnias e posterior comparagao.

Resultados e Discussao
Indices Fisico-quimicos

Tabela 1: indices fisico-quimicos do éleo essencial da
Achillea millefolium

. . Indices fisico-
Oleo essencial

quimicos
Indice de S Densidade
~ Rotagdo otica .
refracdo relativa
N¥*D |4]%D d® 20
n.d n.d 0,86

n.d: ndo detectado

A determinacdo dos indices fisico-quimicos de
densidade, rotagdo otica e indice de refracdo sdo de
extrema importancia para detectar adulteragdes, muito
comuns na comercializagdo dos oleos essenciais. O
6leo essencial de Achillea millefolium possui uma
coloragdo azul, o que ndo permitiu a determinacdo da
rotacdo otica e do indice de refracdo.
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Resultado da atividade antimicrobiana pelo método
de micro-diluicao em caldo.

Os resultados da atividade antimicrobiana das
diferentes formas farmacéuticas testadas frente aos
microorganismos mais encontrados em ambientes
hospitalares encontram-se na Tabela 2, que mostra a
percentagem de inibicdo dos produtos em relagdo ao
crescimento microbiano.

Com base nos resultados

obtidos através

GIARETTA, J. et al.

da analise realizada, verificou-se uma inibigdo no
crescimento microbiano do sabonete contendo o6leo
essencial de 4. millefolium na concentracdo de 2,0%
(produto 3), quando comparada ao sabonete contendo
clorexidine na concentragdo de 2,0% (produto 4). No
entanto, pode-se observar que os sabonetes contendo
clorexidine a 2,0% (produto 4) e dleo essencial de A.
millefolium a 1,0% demonstraram resultados similares
frente a inibicdo no crescimento microbiano. O
sabonete contendo Triclosan na concentracdo de 1,0%

Tabela 2: Atividade antimicrobiana de sabonete liquido de A. millefolium nas concentra¢des de 1,0% e 2,0%; Triclosan na
concentragdo de 1,0% e Clorexidine na concentragdo de 2,0%.

Cepa UFC (somente cepas) Prcoe(flft;l Prco?ti[:Z Prcoeé)lft;r3 Prco?lft;r 4 Cepa + Produto 5
E. coli 137 89 60 76,8 66,5 100
P. aeruginosa 55 77 79 95,8 83 100
S. aureus 55 100 100 100 100 100
C. albicans 149 100 100 100 100 100

UFC: Unidade formadora de colonias; Produto 1 (sabonete-base); Produto 2 (6leo essencial de Achillea millefolium 1,0%);
Produto 3 (6leo essencial de Achillea millefolium 2,0%); Produto 4 (clorexidine - 2,0%); Produto 5 (triclosan 1,0%).

apresentou um poder inibitério de 100%.

No entanto, observou-se a inibicdo das cepas
Staphylococcus aureus e Candida albicans na presenca
do sabonete-base (produto 1), o qual ndo contém
nenhum dos principios ativos (6leo essencial de Achillea
millefolium, Triclosan e Clorexidine), revelando
atividade antimicrobiana dos detergentes utilizados
na formulag¢do da base contra microrganismos Gram-
positivos (S. aureus) e fungos (C.albicans), indicando
que o simples habito de lavar as maos ja ¢ suficiente
para a eliminacdo total de alguns microrganismos.

A resisténcia microbiana pode estar relacionada a
métodos com reduzida suscetibilidade, principalmente
em bactérias gram-negativas, frente ao clorexidine,
sendo que a exposicdo cronica aos desinfetantes
parece agravar este fenomeno (KAMPF et al., 1998).
Sugere-se que o regime de lavagem das maos possa ser
melhorado, alternando o uso dos anti-sépticos, como
em trabalho realizado por Faoagali et al., (1999) e Kac
et al. (2005), evitando-se a transmissdo em cascata.

Recentemente, varios novos agentes tém sido
produzidos com a finalidade de diminuir a resisténcia
microbiana, incluindo formula¢des contendo PCMX
(paracloro-meta-xilenol), triclosan (2,4,4-tricloro-
2-hielroxidifeinil éter), solugdes contendo baixa
concentracdo de iodo, formulagdes que combinam
o tradicional alcool isopropilico com agentes como
o digluconato de clorexidine (MORRINSON et al.,
1986), e a utilizacdo de alcool gel na rotina de lavagem
das maos como em trabalho realizado por Santana et al.
(2007).

Entretanto, algumas bactérias Gram-negativas
tém mostrado alto nivel de resisténcia a muitos anti-

sépticos e desinfetantes, como P. aeruginosa, B. cepacia,
e Proteus spp, havendo ainda relatos de sobrevivéncia
de S. marcescens em clorexidina, P. aeruginosa ¢ P.
cepacia em solucdes a base de iodo. (MIYAGI et al.,
2000). A maior resisténcia dessas bactérias parece estar
relacionada a uma adaptacdo fisiologica em resposta a
mudanca no ambiente, principalmente com alteragoes
na membrana externa das células (MCDONELL;
RUSSELL, 1999).

A utilizacdo de substincias naturais no
tratamento de diferentes enfermidades, incluindo as de
etiologia infecciosa, constitui na atualidade um desafio
na medicina ¢ é oferecido como uma alternativa,
especialmente naquelas doengas para as quais nao existe
um remédio adequado (LOPEZ, 2003); Em estudo
realizado por Groppo et al., (2007) observou-se o efeito
antimicrobiano utilizando-se produtos naturais (solugéo
de alho) contra nove espécies de sptreptococcus.

Conclusiao

Os anti-sépticos sdo principalmente utilizados
na desinfec¢do das maos, visto que estes produtos
demonstram ser eficazes na reducdo da propagacao dos
principais microrganismos responsaveis pelas infecgdes
em ambientes de saude. Estes produtos podem ser
utilizados na forma de sabonetes liquidos, que exibiram
significativa atividade antimicrobiana. Através da
analise comparativa realizada neste estudo, pode-se
observar que os sabonetes contendo o6leo essencial
de A. millefolium nas concentragdes de 1,0% e 2,0%
demonstraram atividade antimicrobiana semelhante e
superior, respectivamente, ao sabonete de clorexidine
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na concentracao de 2.0%, enquanto que o sabonete
contendo triclosan inibiu em 100% o crescimento dos
microrganismos testados.

As plantas medicinais possuem em sua
composi¢cdo quimica substancias ativas que podem atuar
nas interagdes planta patégeno, como fungitéxicos ou
ativando os mecanismos de defesa da planta hospedeira
e isto mostra a importancia de se testar novos ativos
farmacologicos, principalmente ativos naturais, como o
o6leo essencial de Achillea millefolium, uma alternativa
para produtos de uso hospitalar, sabendo-se da alta
resisténcia dos microrganismos frente aos anti-sépticos
mais utilizados em ambientes hospitalares.
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