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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO KEFIR SOBRE AS BACTERIAS GRAM
POSITIVAS, GRAM NEGATIVAS E FUNGOS LEVEDURIFORMES.

RESUMO

Em resposta ao crescimento da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, a Organizagdo
Mundial de Satde (2017), publicou sua primeira lista de “agentes patogénicos prioritarios”
resistentes aos antibidticos com o objetivo de orientar e promover novas pesquisas de
substancias antimicrobianas. O kefir € um grdo que ap0s adicionado ao leite, ocorre um
processo fermentativo, € um probidtico de grande importancia na manutencdo da salde,
composto por um conjunto de bactérias e fungos que produzem substancias com atividade
antimicrobiana. O intuito desse estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana do substrato do
kefir frente as bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos leveduriformes. Nessa
pesquisa foram utilizados 17 tipos de cepas de bactérias e fungos leveduriformes, realizando o
antibiograma pelo método de disco-difusdo do CLSI, onde apenas a bactéria Pseudomonas
aeruginosa apresentou sensibilidade com a formacéo de halos de tamanhos 45/40/32/25 mm.
E uma bactéria gram-negativa de grande importancia em individuos imunocomprometidos e
um dos principais agentes em infecgdes hospitalares no Brasil. A partir da padronizagédo do
CLSI para tamanhos de halos de inibicdo, realizou-se uma compara¢do do halo obtido no
estudo, em relagdo aos antibidticos utilizados para combater essa bactéria e observou-se uma
consideravel diferenca entre eles. O estudo ndo representa condicBes reais, pois nao foi
possivel comprovar se 0 seu mecanismo de acdo inibiu completamente o crescimento da
bactéria ou apenas reduziu. E possivel que isso tenha ocorrido por conta de uma ou mais
substancias contidas no kefir fazendo com que potencializasse a sua agdo antimicrobiana.

Palavra-chave: kefir, antimicrobiana; antibiograma.

ABSTRACT

In response to the growth of bacterial resistance to antimicrobials, the World Health
Organization (2017) published its first list of antibiotic-resistant "priority pathogens" to guide
and promote new research on antimicrobial substances. The kefir is a grain that after added to
the milk, a fermentative process occurs, is a probiotic of great importance in the maintenance
of health, composed by a group of bacteria and fungi that produce substances with
antimicrobial activity. The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of the
kefir substrate against gram-positive, gram-negative and yeast-like fungi. In this research, 17
types of strains of bacteria and yeast fungi were used, performing the antibiogram by the disk-
diffusion method of the CLSI, where only the bacterium Pseudomonas aeruginosa showed
sensitivity with the formation of halos of sizes 45/40/32/25 mm. It is a gram-negative
bacterium of great importance in immunocompromised individuals and one of the main
agents in hospital infections in Brazil. From the CLSI standardization for inhibition halo
sizes, a comparison of the halo obtained in the study with respect to the antibiotics used to
combat this bacterium was made and a considerable difference was observed between them.
The study does not represent real conditions, because it was not possible to verify if its
mechanism of action completely inhibited the growth of the bacterium or only reduced it. It is
possible that this happened due to one or more substances contained in the kefir causing it to
potentiate its antimicrobial action.

Key words: kefir, antimicrobial; antibiogram.



1. INTRODUCAO

Em resposta ao crescimento da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, a
Organizacdo Mundial de Saude (2017), publicou sua primeira lista de “agentes patogénicos
prioritarios” resistentes aos antibioticos. A lista foi elaborada numa tentativa de orientar e
promover a Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) de novas substancias antimicrobianas.

O kefir € um grdo que apds adicionado ao leite, ocorre um processo fermentativo, é
composto por acido, contém etanol, rico em proteina e baixa concentracdo de carboidrato, alta
concentragdo de sais minerais e triptofano. E um alimento probi6tico que favorece a saude do
intestino e do corpo. O processo fermentativo produz uma série de compostos que caracteriza
0 sabor e o aroma especifico ao kefir, além de substancias bioativas responsaveis pela
prevencdo de doengas (DIAS et al, 2016).

Segundo Francisco (2016), pesquisas demonstram que o consumo de grdos de kefir
tem grande importdncia na manutencdo da salde, pois possuem func¢des antifungicas,
antibacterianas e antioxidantes.

As bactérias e os fungos presentes no kefir tem a capacidade de produzir varias
substancias antimicrobianas, como peréxido de hidrogénio, acidos organicos, peptideos,
bacteriocinas, polissacarideos, vitamina B12 e outras capazes de inibir o crescimento de
patdgenos. Possuem também atividades imunomodeladoras, anticarcinogénico, antitumoral,
reducdo de efeitos de intolerancia a lactose, balanco de microbiota intestinal entre outros
(GARCIA, 2017).

A principal importancia das substancias antimicrobianas produzidas pelo kefir € ter
como alternativa a vantagem de utilizar produtos naturais para tratamento de doencas
causadas por bactérias resistentes, onde seria utilizada como reforco ou até mesmo
substituicdo de antibidticos fortes, que causam danos & saude de pacientes
imunocomprometidos.

O aumento do consumo de antibidticos e com uso indiscriminado do mesmo, esta
ocorrendo uma resisténcia de algumas bactérias em relagéo a esses farmacos, tornando-se uma
preocupacdo para saude mundial (MARINO et al, 2016). De acordo com Moraes, Araljo e
Braga (2016, p.128), um dos fatores do aumento dessa resisténcia € a prescricdo médica sem
um exame préevio e a automedicacao.

A resisténcia bacteriana é ainda mais grave relacionada a pacientes internados em

hospitais, onde ha um grande indice de mortalidade causada por bactérias multirresistentes
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(PERNA et al, 2015). Devido essa ocorréncia, varios estudos buscam desenvolver compostos
que possam ser uma alternativa terapéutica diferente da tradicional e o kefir tem sido uma
proposta nova de antimicrobiano para bactérias gram-positivas, gram-negativas e até mesmo
para fungos (DIAS et al, 2018).

Existem Vvarios tipos de bactérias e fungos que causam danos a salde humana. As
bactérias sdo divididas em dois grandes grupos, Gram-positivas e as Gram-negativas. A
parede celular das bactérias Gram-positivas € composta por uma camada espessa de
peptideoglicano em volta da célula e também &cidos lipoteicdicos e polissacarideos. As
bactérias Gram-negativas possuem uma camada de peptideoglicano basal delgada e uma
membrana externa constituida de lipoproteinas, fosfolipidios, proteinas e lipopolissacarideo
(VIEIRA, 2012).

Os fungos leveduriformes apresentam membrana celular bem definida, pouco espessa
em células jovens e rigidas em células adultas. As leveduras ndo formam filamentos, séo
imdveis, quimio-heterotréficos e aerdbios facultativos. Sua reproducdo pode ser assexuada e
sexuada. S8o causadores de leveduroses, micoses superficiais que, geralmente sdo produzidas
por espécies do género Candida (OLIVEIRA, 2014).

O presente estudo foi realizado com o intuito de avaliar a atividade antimicrobiana do
substrato do kefir frente as bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos leveduriformes,

utilizando a técnica de antibiograma para verificar o possivel crescimento de halos.



2. METODOLOGIA

Trata-se de um estudo descritivo e qualitatitivo incluindo os estudos exploratorios,
onde foi realizado a técnica de antibiograma com disco-difuséo utilizando o substrato do kefir.
Para alcancar os objetivos propostos neste estudo, foi utilizado artigos referentes ao tema
como base tedrica.

Origem das amostras

Foram utilizadas cepas de bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos
leveduriformes doadas pelo Laboratério Carlos Chagas e os grdos de kefir foram obtidos por
meio de doacéo.

Obtencéo do Substrato do Kefir

Colocou-se leite pasteurizado em um frasco esterilizado, onde posteriormente 0s graos
de kefir foram adicionados e por um periodo de 20 horas ocorreu o processo de fermentacéo.
Em seguida, a amostra foi submetida a uma peneiragdo com abertura de 0,5 mm para
obtencg&o do substrato de kefir.

Sensibilidade in vitro

Foi realizado o in6culo das cepas de bactérias e fungos de acordo com o teste de
sensibilidade aos antimicrobianos (Método de Disco-Difusdo do CLSI) (COSTA, 2003).
Utilizou-se discos de papel filtro esterelizados com didmetro semelhante ao de antibiograma,
imergiu-se os discos no substrato do kefir com auxilio de uma pinca estéril e fixou-se em
placas de Petri com Agar Mueller Hinton, previamente inoculadas com bactérias e fungos.
Foram utilizadas 17 placas, onde em cada uma foi inserida quatro discos (em forma de
quadrante) umedecidos com o substrato. Posteriomente, incubou-se em estufa a 35°C+2 por
um periodo de 24 e 48 horas. Observou-se se houve formacéo de halos nos dois periodos.



3. RESULTADOS

Das 17 amostras analisadas, observou-se que a cepa de Pseudomonas aeruginosa

demonstrou sensibilidade ao substrato do kefir em relacao as outras bactérias e fungos.

Quadro 1. Diametros dos halos de inibicdo pelo método de disco-difusdo em bactérias gram-
positivas, gram-negativas e fungos leveduriformes.

Nomenclatura Sensivel | Resistente | . . |—_|a~lo s
inibicdo (mm)

Staphylococcus aureus - X -

BACTERIA .
GRAM POSITIVA Staphylococcus saprophyticus - X -
Enterococcus faecium - X -
Enterococcus faecalis - X -
Citrobacter diversus - X -
Enterobacter aerogenes - X -
Escherichia coli - X -
Escherichia coli (ESBL+) - X -
Klebisiella pneumoniae - X -

BACTERIA Klebisiella pneumoniae
GRAM - X -

(ESBL+)
NEGATIVA
Proteus - X -
Proteus sp. - X
: 45/40/32/25
Pseudomonas aeruginosa X -
mm
Stenotrophomonas
- - X -
maltophilia
Candida albicans clara - X -
FUNGOS ) :
LEVEDURIFOR- | Candida albicans escura - X -
MES _ —

Candida parapsilosis - X -

Fonte: CONCEICAO et al, 2018.




4. DISCUSSAO

Em um estudo conduzido por Fijan (2015), avalia-se que a atividade oposta de um
microrganismo contra outro pode ser causado por exclusdo, modulagdo imunoldgica, acdo de
sistemas de defesa do hospedeiro, producdo de &cidos organicos ou peroxido de hidrogénio
que diminuem o pH, producdo de antimicrobianos como bacteriocinas, antioxidantes,
producdo de moléculas sinalizadoras que desencadeiam mudancas no gene expressao etc.

Nesta pesquisa, confirmou-se a ocorréncia da diminui¢do do potencial patogénico da
P. aeruginosa frente ao substrato do kefir, considerando a formacéo de halos expressivos.

A Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria gram-negativa que causa enormes
encargos para a saude publica devido a sua capacidade de adaptar genoma e fisiologia durante
infeccbes cronicas. Uma das suas principais caracteristicas € ser um patdgeno oportunista,
principalmente em hospitais (FIJAN, 2015).

O substrato inibiu o potencial do patégeno, porém, os resultados indicaram que as
propriedades antagonistas do probidtico ndo sdo universais para todos 0s outros
microrganismos.

A inexisténcia da atividade antimicrobiana nos outros 16 microrganismos analisados,
pode se dever por competicdo de nutrientes, por sitios de adesdo e por modificacdo do
metabolismo microbiano por meio da alteracdo da atividade enzimatica (DIAS et al, 2016).

A partir da padronizagdo do CLSI para tamanhos de halos de inibig&o, realizou-se uma
comparagdo do halo obtido no estudo com o substrato do kefir em relagdo aos antibidticos

utilizados para combater a Pseudomonas aeruginosa.

Quadro 2. Comparacédo de tamanho dos halos de inibicéo.

TAMANHO DOS
GRUPO GERACAO | ANTIMICROBIANO HALOS DE REFERENCIAS
INIBICAO (mm)
3° CEFTAZIDIMA 18 mm
Cefalosporina
4° CEFEPIME 18 mm
CLSI
Quinolonas 2° CIPROFLOXACINA 21 mm
SUBSTRATO DO 35 CONCEICAO et
- - KEFIR mm al, 2018

Fonte: CLSI, 2017 e CONCEICAO et al, 2018.



O halo de inibicdo do substrato foi maior em relagdo aos antibiéticos. E possivel que
ISso tenha ocorrido por conta de uma ou mais substancias contidas no kefir fazendo com que

potencializasse a sua acao antimicrobiana.

5. CONCLUSAO

As substancias produzidas pelos microrganismos presente nos grdos de kefir séo
responsaveis pela sua acao antimicrobiana. O estudo revelou que o substrato do kefir possui
essa acdo contra cepas de Pseudomona aeruginosa, pois foi o Unico microrganismo que
apresentou formacdo de halos, porém, ndo representa condicdes reais. Entretanto, nos outros
microrganismos ndo ocorreu a mesma acao.

Nesta pesquisa, ndo foi possivel comprovar se 0 mecanismo de a¢do antimicrobiana do
kefir inibiu completamente o crescimento da bactéria ou apenas reduziu o seu crescimento.
Para tais resultados seriam necessarios estudos sobre 0s mecanismos exatos das interespécies

a fim de obter essa resposta.
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