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Resumo
Objetivo – Verificar ação antimicrobiana da Oleuropeína isolada e em conjunto como Hipiclorito de Sódio 1%. Métodos – A resistência
a sanitizantes foi avaliada pela Concentração Inibitória Mínima (CIM) para SA (cepa ATCC 25923) Laborclin® Brasil, utilizando-se o mé-
todo de diluição em caldo e incubados a 37°C/24h para comparação dos tubos. Para o método disco difusão em ágar (DDA), após cor-
reção das bactérias em 108 UFC (escala 0,5 McFarland) foram plaqueadas pela técnica swab de algodão padronizado, para espalhamento
da suspensão na placa de Petri contendo TSA (Ágar Tríptico de Soja, Sigma-Aldrich). Colocou-se discos de 6mm de papel filtro, embebidos
nos sanitizantes e incubados em estufa a 37°C/24h, seguida da leitura dos halos de inibição. Resultados – A turvação e o halo de inibição
ponta a Ole mais eficaz contra as células de Staphylococcus aureus em relação ao HS 1%. Isso ocorre devido ao fosfatidilglicerol presente
nos derivados da Oliveira. Conclusão – A OLE tem efeito sanitizante contra a S. aureus, porém são necessários novos estudos. O HS não
deve sofrer diluições para a limpeza das superfícies hospitalares para não perder seu efeito antibacteriano. 

Descritores: Oleuropeína; Hipocloreto de sódio; Staplylococcus aureus

Abstract
Objective – to verify the antimicrobial action of Oleuropein alone and together as Sodium Hypochlorite 1%. Methods – The resistance
to sanitizers was evaluated by the Minimum Inhibitory Concentration (CIM) for SA (strain ATCC 25923) Laborclin® Brasil, using the
dilution method in broth and incubated at 37ºC / 24h for comparison of tubes. For the disc agar diffusion method (DDA), after correction
of the bacteria in 108 CFU (0.5 McFarland scale), they were plated using the standardized cotton swab technique to spread the sus-
pension on the Petri dish containing TSA (Triptych Soy Agar, Sigma-Aldrich). 6mm discs of filter paper were placed, soaked in sanitizers
and incubated in an oven at 37ºC / 24h, followed by the reading of the inhibition halos. Results – Turbidity and the tip of Ole inhibition
halo more effective against Staphylococcus aureus cells in relation to HS 1%. This is due to the phosphatidylglycerol present in the
derivatives of Oliveira. Conclusion – OLE has a sanitizing effect against S. aureus, however further studies are needed. HS should not
be diluted to clean hospital surfaces so as not to lose its antibacterial effect.

Descriptors: Oleuropein; Sodium hypochlorite; Staphylococcus aureus.

Introdução
Com a resistência dos microrganismos, as instituições

vêm investindo em novos saneantes, tendo como obje-
tivo minimizar as Infecções Relacionadas à Assistência
à Saúde (IRAS). 

Segundo o Programa Nacional de Prevenção e Con-
trole de Infecções Relacionadas à Assistência à Saúde,
PNPCIRAS, (ANVISA, 2016)1, quando reconhecida a
magnitude do problema e aderido programas para pre-
venção e controle de IRAS, as infecções caem até 70%.

Uma forma eficaz de diminuir a incidência de IRAS
é a higienização de superfícies, com métodos e produ-
tos eficientes. O profissional, ao entrar em contato com
as superfícies, deposita grandes cargas microbianas,
com isso, os instrumentos utilizados para o atendimento
ao paciente, quando colocado nas superfícies com mi-
crorganismos, são contaminados, ocasionando uma in-
fecção cruzada. 

As IRAS são comuns e relevantes devido à sua fre-
quência, morbidade e mortalidade, destacando-se den-

tre elas as infecções ocasionadas pela bactéria 
Staphylococcus aureus (LIMA, 2015)2.  

A S. aureus, presente na microbiota humana, tem sido
considerada um dos principais agentes de infecções em
ambientes hospitalares. Sua transmissão pode se dar
por contato interpessoal direto e também por meio de
objetos contaminados (OLIVEIRA, 2015)3. Segundo Azu-
lay4, 1997 e Teixeira5, 2005, as manifestações da S. au-
reus podem ser tanto superficiais como abcessos cutâ-
neos, como sistêmicas, sendo a pneumonia.

Outros estudos apontam que a bactéria se caracteriza
por ser sensível à alta temperatura, soluções antissépti-
cas e sanitizantes como o Hipoclorito de Sódio 1%,
porém, pode desenvolver resistência. O HS é um grande
saneante utilizado pelos hospitais, pela sua ação bac-
tericida, o mesmo carrega uma ação antibacteriana
contra vários tipos de microrganismos, entre eles a 
Staphylococcus aureus.  

Segundo Srebernich6, 2007, a ação sanitizante do
HS é exercida a partir da destruição da cápsula bacte-
riana de proteção e a oxidação do protoplasma celular,
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formando cloraminas tóxicas que vão alterar a permea-
bilidade celular, impedindo a regeneração enzimática,
porém pode causar resistência bacteriana.

A partir disso pesquisas vem sendo feitas com a Oleu-
ropeína (OLE), um composto das folhas de oliveiras. 
O polifenol ocupa cerca de 73% do total dos compostos
(PEREIRA et al., 2007)7.

Descoberta em 1908 por Bourquelet e Vintilesco (RA-
NALLI et al., 2006)8, possui grandes benefícios, como
redução de inflamações, combate de infecções virais,
fortalecimento do sistema imunológico, propriedades
anticancerígenas, combate doenças cardiovasculares,
osteoporose (MILLEZI, 2012)9 e é antibacteriana. A OLE
se mostra um eficiente sanitizante orgânico, que, por
sua origem, facilita a penetração na membrana celular,
destruindo as bactérias resistentes a sanitizantes comuns.

O presente trabalho visou à averiguação da oleuro-
peína usada em conjunto com o hipoclorito de sódio a
1% ou isoladamente, a fim de saber sobre a destruição
da bactéria Staphylococcus aureus.

Métodos
O conjunto de atividades globais a serem realizados

no experimento encontra-se representado esquemati-
camente no fluxograma da Figura 1.

Isolado bacteriano
Para este estudo foram utilizados isolados de Staphy-

lococcus aureus (cepa ATCC 25923) Laborclin®, Brasil,
obtidas comercialmente e mantidas sob -80°C em caldo
de infusão de cérebro e coração (BHI - Brain Heart In-
fusion) (Merck, Alemanha) com glicerol (Synth, Brasil)

a 15% (v/v) para formar uma suspensão de estoque, ar-
mazenados no laboratório de Microbiologia da UNIP
– Universidade Paulista, Campus São José do Rio
Pardo/SP.

Avaliação comparativa da atividade bactericida da
oleuropeína com o sanitizante químico Hipoclorito
de Sódio

Perfil de resistência por determinação da Concen-
tração Inibitória Mínima

A Oleuropeína utilizada neste experimento foi obtida
da Empresa Folhas de Oliva, doação do proprietário
Cosmo Pacetta, que forneceu a concentração para ex-
perimento, através da cromatografia líquida de alta efi-
ciência (Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE)
ou High Performance Liquide Chromatography (HPLC),
cujo método de análise foi em Cromatógrafo Shimadzu
série 20ª. Coluna: Nucleodur C18 250 x 3.0 mm, 5µm
(Macharey Nagel). Fase móvel: Metano/ácido trifluo-
roacético 0,1% em água (40:60), pH 2,0, fluxo 0,7
ml/min. Detector UV a 280. Volume de injeção: 20µl.
Padrão de Oleuropeíma cat N0 008011 – 96,6%
(Chengdu Biopurify Phytochemicals). Amostra OLI-
VEAGE lote 01/2013, líquido, teor de oleuropeína 29,3
mg/100 ml, 0,03% (p/v), 293 mg/L. Essa metodologia
foi baseada nos estudos de Dominciano (2015)10. 

Além da OLE, foi utilizado o princípio ativo do saniti-
zante químico Hipoclorito de Sódio 1%, para fins de
comparação com a atividade bactericida da oleuropeína.
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Figura 1. Fluxograma representando os diferentes métodos utilizados para avaliação da redução
de S. aureus como células em suspensão ao ser testados com a oleuropeína isolada ou associada
ao sanitizante hipoclorito de sódio, em suas análises quantitativas
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Figura 2. Esquema do método de diluição em caldo. O 1º tubo será retirado 5mL de sanitizante
e inserido no 2º tubo e assim sucessivamente. Os controles serão os tubos 11(C-), contendo BHI
com sanitizante e o tubo 12(C+), que contém apenas BHI com o inóculo. 

Figura 3. Imagem dos tubos contendo Oleuropeína e a turvação negativa.

O perfil de resistência a sanitizantes foi avaliado atra-
vés da Concentração Inibitória Mínima (CIM) para a
bactéria testada, utilizando-se o método de diluição
em caldo, que mede quantitativamente a atividade in
vitro de um agente antimicrobiano contra um determi-
nado isolado bacteriano. Para a realização do teste, fo-
ram preparados tubos de ensaio com meio de cultura
BHI para a bactéria S. aureus. A seguir, os tubos foram
inoculados com uma suspensão padrão do organismo
(100 µL) testado contra diversas concentrações dos
agentes antimicrobianos. Após incubação a 37°C/24
horas, foi feita a comparação visual dos tubos. 

Foram distribuídos 5 mL de meio de cultura BHI para
cada tubo, exceto para o primeiro. Todos os tubos foram
autoclavados com o meio de cultura a 121°C por 15
minutos. Os experimentos foram realizados com sani-
tizante puro e com o sanitizante acrescido de oleuro-
peína (para cada 10 mL de sanitizante foi acrescido 5
mg de oleuropeína). 

Em uma série de 12 tubos de ensaio com meio de
cultura BHI foram acrescentadas diversas concentrações
dos agentes antimicrobianos, onde no primeiro tubo
foi adicionado 10 mL de sanitizante (diluição 100%),
sendo 5 mL transferidos para o segundo tubo (diluição



50%) e assim sucessivamente até o tubo 11. O tubo de
número 11 foi considerado o controle negativo (BHI+
antimicrobiano) e o tubo de número 12 o controle po-
sitivo (BHI+ CEPA). Os tubos foram homogeneizados
e, em seguida, incubados em estufa a 37°C/24h, para
comparação visual. A CIM do antimicrobiano testado
foi considerada como a concentração do tubo de maior
diluição onde foi verificada a ausência de crescimento
bacteriano (PACHECO, 2006)11. Todos os ensaios foram
realizados em duplicata.

A Tabela 1 demonstra as concentrações de solução
de sanitizantes nos tubos e os controles. 

Teste de Resistência através de Disco Difusão em
Ágar 

A resistência dos isolados de S. aureus à oleuropeína
e ao sanitizantes comercial hipoclorito de sódio 1%
foram testadas pelo método DDA, o qual foi adaptado
da metodologia preconizada pelo National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003)13. A
cultura de bactérias foi corrigida em 108 UFC (escala
0,5 de McFarland) e logo após foram plaqueadas em-
pregando-se a técnica de swab de algodão padronizado,
previamente esterilizado, para espalhamento da sus-
pensão na placa de Petri contendo TSA (Ágar Tríptico
de Soja, Sigma-Aldrich).

Foram colocados discos de 6mm de papel filtro, em-
bebidos nos sanitizantes, em seguida, as placas de S.
aureus foram incubadas em estufa a 37°C/24h.

Resultados 
Concentração Inibitória Mínima 

Os resultados da pesquisa foram baseados em expe-
rimentos realizados no laboratório da universidade para
comprovar tal eficácia do sanitizante e a oleuropeína
em conjunto ou isolados.

Nos tubos em que havia HS 1% isolado e HS+OLE
misturado, a turvação iniciou a partir do 3º tubo (dilui-
ção 1:2) e os tubos com OLE isolados, a turvação ocor-
reu a partir do 4º tubo (diluição 1:4).  

Disco Difusão 
Os resultados apontaram a classificação como inter-

mediária para todas as placas, contudo os dados nu-
méricos apontam que a Oleuropeína isolada teve ação
mais eficaz comparada ao Hipoclorito de Sódio 1%
isolado e em conjunto com a OLE. 

Discussão
Nos tubos em que havia HS 1% isolado e HS+OLE

em conjunto, a turvação iniciou a partir do 3º tubo,
demonstrando que quanto mais diluído o HS for, menor
a eficácia. Pereira et al. (2015)13 mostrou que o HS
perdeu sua eficácia perante um aumento de matéria
orgânica, ou seja, pode-se apontar que o HS usado em
dissolução aumentada, permite aos microrganismos a
capacidade de se tornarem resistentes, corroborando
os resultados deste estudo. 

Já os tubos com OLE isolados, a turvação ocorreu a
partir do 4º tubo. Estudos de Dominciano et al. (2016a14
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Tabela 1. Diluição e conteúdo dos tubos de ensaio para determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) DOMINCIANO
(2015)10.

Tubo Diluição Conteúdo

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

1:1 ou 100%
1:2 ou 50%
1:4 ou 25%
1:8 ou 12,5%
1:16 ou 6,25%
1:32 ou 3,12%
1:64 ou 1,56%
1:128 ou 0,78%
1:256 ou 0,39%
1:512 ou 0,19%

-
-

10 mL de sanitizante
5 mL de BHI e 5 mL de sanitizante do tubo 1
5 mL de BHI e 5 mL do tubo 2
5 mL de BHI e 5 mL do tubo 3
5 mL de BHI e 5 mL do tubo 4
5 mL de BHI e 5 mL do tubo 5
5 mL de BHI e 5 mL do tubo 6
5 mL de BHI e 5 mL do tubo 7
5 mL de BHI e 5 mL do tubo 8
5 mL de BHI e 5 mL do tubo 9
5 mL de BHI e 5 mL do tubo 10 (Controle -)
5 mL de BHI + CEPA (Controle +)

Tabela 2. Resultado da CIM contra OLE e HS, isolados e
misturados contra S. aureus

Sanitizantes Concentração Diluição/Tubo

OLE
HS (1% v/v)

OLE+HS (1% v/v)

5 ml
5 ml
10l

1:4
1:2
1:2

Tabela 3. Suscetibilidade de S. aureus contra *OLE e HS iso-
lados e em combinação no método de disco difusão

Solução/sanitizante Diâmetro do Halo1 Classificação2

OLE (0,03% p/v)
HS (1%, v/v)

OLE+HS (1%, v/v)

8.7 ± 0.8
7.1 ± 1.7
7.5 ± 1.2

Intermediário
Intermediário
Intermediário
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e 2016b15) resultaram numa potencialização dos sani-
tizantes químicos quando misturados a OLE, o que não
ocorreu neste estudo. Segundo a autora, OLE tem po-
tencial antibactericida, o que pode facilitar sua atuação
contra a membrana celular dos microrganismos de S
aureus, por ser um sanitizante orgânico. 

No experimento realizado por Disco Difusão os re-
sultados foram compatíveis com o experimento de CIM,
pois apesar de todas as placas, os halos foram classifi-
cados como intermediários, os dados numéricos apon-
taram que a Oleuropeína é mais eficaz que o Hipoclo-
rito de Sódio.

Embora os mecanismos de atividade antimicrobiana
de OLE não sejam ainda completamente compreendi-
dos, estudos anteriores (TATARIDOU; KOTZEKIDOU,
2015)16 mostraram que OLE interage com fosfatidil-
glicerol na superfície da parede celular bacteriana, e
causam alterações na membrana citoplasmática, o que
poderia levar ao rompimento do envelope celular (CA-
SAS-SANCHEZ, 2007)17. Os estudos de Dominciano
(2016a)14 apresenta que a OLE tem potencial para in-
crementar o efeito bactericida de sanitizantes, porém
nesse estudo os resultados não defendem essa questão.

Conclusão
Conclui-se que a OLE tem efeito sanitizante contra

microrganismos em suspensão estudados in vitro de S.
aureus, porém são necessários incentivos a novos estu-
dos para um melhor entendimento do seu mecanismo
de ação. Também é importante testar novos sanitizantes
orgânicos com potencial antimicrobiano e antibacteri-
cida para redução das IRAS.

Contudo, o sanitizante químico HS não deve sofrer
diluições não perder seu efeito antibacteriano. 
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