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Resumo

As infec¢des hospitalares sdo consideradas um problema de satde publica, com impacto crescente nas taxas de
mortalidade e morbidade entre pacientes, e nos custos durante a assisténcia hospitalar. De acordo com a Organizacdo
Mundial da Satde (OMS), a resisténcia antimicrobiana ¢ considerada como uma das 10 principais ameagas globais a
satde publica e sua persisténcia ¢ atribuida principalmente ao mau uso sistematico e abundante de antimicrobianos.
Em uma analise de desenvolvimento clinico de antibidticos que atendem a ordem prioritaria de patdgenos resistentes a
antibidticos, apenas seis antibioticos foram considerados promissores em 2019 pela OMS. As bactérias causadoras de
infec¢des comuns, por sua vez, sdo 0 grupo que apresenta maiores taxas de resisténcia a antibidticos, o que justifica a
urgéncia de alternativas terapéuticas. E nesse contexto que a indagagdo de novas alternativas naturais antimicrobianas
se torna vantajosa. Este estudo tem como objetivo avaliar, in vitro, a atividade antimicrobiana da associagdo de
metabolitos secretados dos simbidticos kefir e resveratrol, frente a bactérias isoladas de pacientes com infecgdo
hospitalar.
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Abstract

Hospital-acquired infections are considered a public health problem, with an increasing impact on mortality and
morbidity rates among patients and on the costs associated with hospital care. According to the World Health
Organization (WHO), antimicrobial resistance is seen as one of the top ten global threats to public health, with its
persistence mainly attributed to the inappropriate and excessive use of antimicrobials. In a review of the clinical
development of antibiotics aimed at priority resistant pathogens, only six antibiotics were deemed promising by the
WHO in 2019. Bacteria causing common infections are the group with the highest antibiotic resistance rates,
underscoring the urgency for therapeutic alternatives. It is in this context that the search for new natural antimicrobial
alternatives becomes advantageous. This study aims to evaluate, in vitro, the antimicrobial activity of the combination
of metabolites secreted from the probiotics kefir and resveratrol against bacteria isolated from patients with hospital-
acquired infections.

Keywords: Probiotics; Prebiotics; Bacterial growth; Kefir; Resveratrol.
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Resumen

Las infecciones nosocomiales son consideradas un problema de salud publica, con un impacto creciente en las tasas
de mortalidad y morbilidad entre pacientes y en los costos asociados con la atenciéon hospitalaria. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la resistencia antimicrobiana es vista como una de las diez principales
amenazas globales para la salud publica, y su persistencia se atribuye principalmente al uso inadecuado y excesivo de
antimicrobianos. En un andlisis sobre el desarrollo clinico de antibioticos dirigidos a patdgenos resistentes prioritarios,
solo seis nuevos antibidticos fueron considerados prometedores por la OMS en 2019. Las bacterias que causan
infecciones comunes son el grupo con las tasas mas altas de resistencia a antibidticos, lo que refuerza la urgencia de
alternativas terapéuticas. Es en este contexto donde la busqueda de nuevas alternativas antimicrobianas naturales se
muestra ventajosa. Este estudio tiene como objetivo evaluar, in vitro, la actividad antimicrobiana de la combinacion de
metabolitos secretados de los simbidticos kéfir y resveratrol frente a bacterias aisladas de pacientes con infecciones
nosocomiales.

Palabras clave: Probidticos; Prebidticos; Crecimiento bacteriano; Kéfir; Resveratrol.

1. Introducio

As infeccdes hospitalares sdo consideradas um problema de satde publica, com impacto crescente nas taxas de
mortalidade e morbidade entre pacientes, ¢ nos custos durante a assisténcia hospitalar (Barros et al., 2012; Santos, 2004).

Caracterizada por qualquer processo infeccioso que se manifeste durante a permanéncia do paciente no hospital ou
decorrente da hospitalizagdo, as infec¢des hospitalares sdo influenciadas por variados fatores que incluem as caracteristicas
clinicas dos pacientes atendidos, a natureza dos procedimentos realizados e a tecnologia envolvida na assisténcia dos doentes
de cada ambiente hospitalar. Além disso, as taxas de infec¢des hospitalares refletem substancialmente a qualidade do sistema
de vigilancia epidemiologica e a efetividade dos programas de controle e prevencao instaurados nesses ambientes (Santos,
2004; Turrini, 2002).

Em dados de 2019, o Ministério da Satude estimou que a taxa de infecgdes hospitalares atinja 14% das internagdes no
Brasil. Entre as vitimas destacam-se pacientes vulneraveis devido a condi¢do de doente ou de imunossuprimidos que se
encontram mais suscetiveis a infecgdes hospitalares, principalmente quando sdo submetidos a procedimentos invasivos.
(Michelin et al., 2019).

Tendo em vista a propensdo do ambiente hospitalar em albergar inimeros microrganismos patogénicos ou nao, ¢
valido ressaltar a crescente ameaca as terapias anti infectivas: a resisténcia microbiana (Barros et al., 2012).

Com a descoberta da penicilina por Fleming em 1929, ocorreu uma intensa evolu¢ao farmacéutica no tratamento de
infecgdes bacterianas e fungicas. A medida que tais medicamentos foram globalizados, os microrganismos tornaram-se
resistentes as drogas. Cenario que é, até hoje, agravado pelo uso desmedido, indiscriminado e prolongado de antimicrobianos,
essencialmente antibioticos (Carreon et al., 2022; Michelin et al., 2018; Monika et al., 2020).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a resisténcia antimicrobiana ¢ considerada como uma das 10
principais ameagas globais a saude publica e sua persisténcia ¢ atribuida principalmente ao mau uso sistematico e abundante de
antimicrobianos. Em uma analise de desenvolvimento clinico de novos antibidticos que atendem a ordem prioritaria de
patogenos resistentes a antibioticos, apenas seis novos antibioticos foram considerados promissores em 2019 pela OMS.
(WHO, 2022).

As bactérias causadoras de infecgdes comuns, por sua vez, sdo o grupo que apresenta maiores taxas de resisténcia a
antibioticos, o que justifica a urgéncia de alternativas terapéuticas (Turrini, 2002). E nesse contexto que a indagagdo de novas
alternativas naturais antimicrobianas se torna vantajosa (Monika et al., 2020).

O kefir é constituido por um misto de bactérias e fungos, cultivados em leite caseiro, e sua caracteristica particular que
o difere de outros leites € seu fermento: os grdos de kefir. Os graos de kefir quando introduzidos em meio & cultura como o
leite, produzem acido latico, peptideos, bioativos e antibidticos (Erdogan et al., 2019). Entre seus beneficios a satide estdo: a

melhor digestdo e tolerancia a lactose, efeito antibacteriano, efeito hipocolesterolémico, controle da glicose plasmatica, efeito
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anti hipertensivo, efeito anti inflamatorio, atividade antioxidante, atividade anticancerigena e atividade antialérgica (Bengoa et
al., 2019).

A producao de Kefir conta com a presenca de Lactobacillus kefiranofaciens e Lactobacillus kefiri, dentre outros. Nos
graos de kefir, bactérias, principalmente bacilos, compdem a por¢do periférica. A por¢do interna do grio é constituida por
leveduras e na interface das duas porgdes estdo dispostas bactérias com filamentos longos de polissacarideos, leveduras e
fungos (Azizi et al.,, 2021). A microbiota presente no kefir desenvolve associagdes simbiodticas complexas. As bactérias
presentes produzem metabolitos que sdo utilizados pelas leveduras como fonte de energia. As leveduras por sua vez
contribuem para as bactérias, ao produzirem fatores de crescimento, aminoacidos e vitaminas. (Rosa et al., 2017; Zanirati et al.,
2015).

Para obtengo do kefir, os grios inoculados no leite dependem da proporc¢do e condigdes que sejam adequadas para
iniciar o processo de fermentagdo (Marque et al., 2020). O processo de producdo do kefir inclui a separagdo dos graos, adigdo
de leite aos graos, fermentagdo dos graos por 10 a 24 horas, separacao por filtragdo do leite fermentado. Ao refrigerar o kefir a
fermentacdo ocorre o que reduz o teor de lactose devido ao acumulo de CO», etanol e complexo vitaminico. Ao obter o leite
fermentado, os graos podem ser recuperados e utilizados em outra nova fermentacdo (Erginkaya et al., 2018).

O resveratrol ¢ um antioxidante polifendlico presente em intimeras plantas, como amendoim (Arachis hypogea),
mirtilos e cranberries (Vaccinium spp.), knotweed japonés (Polygonum cuspidatum), ¢ disponivel para consumo humano
principalmente em videiras (Vitis vinifera). A este composto sdo atribuidas propriedades anti carcinogénese,
antienvelhecimento e anti microbianas, as quais justificam sua recente manipulagdo como como nutracéutico (Singh et al.,
2019).

O resveratrol ¢ sintetizado por plantas em resposta a estresses, como ataque de fungos e irradiagdo ultravioleta (UV).
Essa sintese ¢ bem observada em cachos com uvas nio infectadas que circundam uvas infectadas pelo fungo Botrytis cinerea.
As uvas ndo infectadas sintetizam resveratrol em maior concentra¢do a fim de conter a proliferagdo do fungo para uvas sadias.
Tal produgdo, mediada por microrganismos, confere a esse metabolito caracteristicas antifingicas e pertencentes ao grupo das
fitoalexinas naturais (Vestergaard et al., 2019).

Dentre as atividades antimicrobianas, o polifendlico tem efeito fungicida contra Candida albicans. Ja a atividade
antibacteriana abrange efeito bacteriostatico ou bactericida contra variadas espécies bacterianas. As espécies afetadas pela agéo
bacteriostatica do resveratrol sdo Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Listeria monocytogenes.
Em contraste, a a¢do bactericida atua contra Propionibacterium acnes, Haemophilus ducreyi, Campylobacter spp. e Arcobacter
spp (Berman et al., 2017). Esse metabodlito vem sendo amplamente manipulado na tentativa de investigar suas propriedades
antimicrobianas como um agente Unico, ou na associagdo com antibioticos ou antifiingicos convencionais (Novelle et al.,
2015). A associacdo do resveratrol com o kefir contra agentes antimicrobianos ainda é pouco explorada (Salehi et al., 2018).

Dado o exposto, objetivou-se para esse estudo a avaliacdo in vitro da atividade antimicrobiana da associacdo de
metabolitos secretados da associagdo simbiotica do kefir e resveratrol, frente a microrganismos isolados de pacientes com

infecgdo hospitalar.

2. Metodologia

Este estudo descritivo e quantitativo emprega a técnica de microdilui¢do em placa, utilizando o substrato fermentado
de kefir associado ao resveratrol. Conforme destacado por Estrela (2018) em 'Metodologia Cientifica: Ciéncia, Ensino,
Pesquisa’, a escolha de técnicas apropriadas ¢ fundamental para a validade dos resultados em pesquisas cientificas.

A técnica de microdilui¢do é reconhecida por sua eficacia em determinar concentragdes minimas inibitorias, sendo

ideal para este estudo que busca compreender as interacdes entre kefir e resveratrol. Esta abordagem assegura a precisao e
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confiabilidade necessarias para estudos cientificos, estando em consonancia com os padrdes metodologicos atuais (Estrela,
2018).

Como disposto na Tabela 1, as amostras selecionadas de Profeus spp., Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Serratia marcescens, Pseudomonas spp., Hafnia alvei e Streptococccus pyogenes sao provenientes do Biobanco
do Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Medicina de Itajubé e foram isoladas de pacientes hospitalizados no periodo

de 2006 a 2008.

Tabela 1 - Apresentagdo numérica das amostras bacterianas selecionadas e reavivadas que foram obtidas no biobanco do

Laboratorio de Microbiologia da FMIT.

N’ DE AMOSTRAS N’ DE AMOSTRAS N° DE AMOSTRAS

SELECIONADAS REAVIVADAS NAO REAVIVADAS

Staphylococcus epidermidis 21 15 6
Staphylococeus aureus 14 8 6
Streptococcus spp. 19 il 8
Serratia marcescens 23 18 5
Proteus spp. 16 13 3
Hafnia alvei 12 5 7
Pseudomonas spp. 15 3 12

Fonte: Autores (2023).

E interessante observar na Tabela 1 que a cepa Serratia marcescens teve o maior numero de amostras reativadas com
sucesso. Em contraste, Pseudomonas spp. teve o maior nimero de amostras ndo reativadas. Estes dados podem indicar
diferencas na viabilidade ou na capacidade de recuperagdo destas cepas sob condigdes especificas de armazenamento ou

cultivo.

Reavivamento das amostras e plaqueamento das amostras viaveis

Em capela de fluxo laminar, ap6és o procedimento de descongelamento, & temperatura ambiente, das amostras
selecionadas, uma aliquota (aproximadamente 10 pL) de cada amostra foi transferida, com alga de repicagem, para meio de
cultura caldo nutriente, e incubadas em estufa microbioldgica por 48 horas a 37°C. A partir disso, foram selecionadas as
amostras que obtiveram crescimento significativo, identificado pela turvagdo do meio de cultivo. As cepas com crescimento
visivel foram transferidas, assepticamente, com alga de repicagem para placas de Petri contendo agar nutriente e incubadas em
estufa microbiologica por 48 horas a 37°C. Apos esse tempo, foi observado o crescimento das colonias, a contagem de

UFC/mL (Unidades Formadoras de Colonias) e, em seguida, realizado coleta por meio de raspagem da massa bacteriana.

Normatizacdo do nimero de bactérias para utilizaciao nos ensaios in vitro

Em capela de fluxo laminar, as cepas selecionadas foram coletadas com al¢a de repicagem das placas Petri,
anteriormente descritas, e transferidas para tubos contendo 5 mL de solugdo salina estéril (0,85%). Esses microtubos foram
vortezados para homogeneizar a suspensdo e seguinte afericdo da turbidez, por meio da densidade da suspensdo empregando o

cartdo de Wickeman até atingir 3+ (quando ocorre o desaparecimento das linhas), que corresponde a escala 0,5 de McFarland,
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correspondendo a aproximadamente 108 UFC/mL. Em seguida, cada amostra foi diluida para realizagdo do experimento de

analise da atividade antimicrobiana do simbiotico kefir e resveratrol em diferentes concentragdes.

Preparo dos graos de kefir
O leite pasteurizado foi colocado em um frasco esterilizado, onde posteriormente foram adicionados os graos de kefir,
deixados por um periodo de 20 horas para que ocorresse a fermentagdo. Em seguida, a amostra foi submetida a uma peneiracao

com microporos de 0,5mm para obteng¢ao do filtrado fermentado denominado substrato metaboélico de kefir.

Preparo do resveratrol
O resveratrol comercial liofilizado 1,500 mg (Trans-resveratrol, ©Purity Labs) foi diluido na concentragio de

1g/100mL em salina estéril e reservado a 4°C até o momento do uso.

Teste da atividade antimicrobiana do simbio6tico pela microdiuli¢do em placa

Para a avaliagdo do efeito de produtos secretados do kefir em associagdo com o resveratrol na inibigdo do crescimento
de cepas de bactérias patogénicas, foi utilizada a metodologia com microdiluicdo em placas como descrito a seguir (CLSI,
2023).

Com a pipeta Pasteur, foram colocados 40uL de caldo BHI (Brains Heart Infusion) em todos os pogos utilizados da
placa de ELISA (Figura 1). Em seguida, foram colocados 40 pL de extrato de kefir em concentragdes de 40, 20 e 10% nas trés
primeiras fileiras. Logo apos, foi colocado 40 pL de resveratrol e depois foi feito a associagdo de resveratrol e kefir a 40, 20 e
10% na quinta, sexta e sétima fileira respectivamente. Por ultimo, foi adicionado 40 pL de antibidtico.

As placas foram deixas incubando em estufa bacteriologica a 35°C, por 24 horas. Passadas as 24 horas, adicionamos
20 pL do revelador TTC (Tetrazolim Chloride, Cloreto de Trifeniltetrazolico) em todos os pogos. O revelador € responsavel por
identificar o crescimento microbiano por aspectos colorimétricos. Feito isso, as placas foram colocadas em estufa biologica a
35°C por 3 horas. Decorrido esse tempo, realizamos a leitura das placas através da coloragdo obtida com o revelador TTC da
seguinte maneira: colora¢do mais avermelhada/laranja: houve crescimento microbiano e cores amarelo escuro ¢ amarelo claro:

houve efeito inibitdrio sobre o crescimento microbiano.
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Figura 1 - Fotografia do teste de analise do extrato de kefir associado ao resveratrol na inibigdo do crescimento de cepas de
Serratia marcescens e Proteus mirabilis, pela técnica de microdilui¢cao em placas. Cada coluna possui uma amostra distinta e
alternadamente esta um controle positivo (solugdo salina estéril) para cada coluna de amostra. As trés primeiras linhas contém
a concentragdo do extrato de kefir nas diluigdes de 40%, 20% e 10% respectivamente. A quarta linha contém o resveratrol
isolado e as trés linhas seguintes representam resveratrol associado as diluigdes de kefir, de 40%, 20% e 10%, respectivamente.
A ultima linha contém o controle negativo (amoxicilina). A coloragdo avermelhada ou amarronzada evidencia o crescimento
bacteriano intenso.

Fonte: Autores (2023).

Na Figura 1 podemos notar que alguns po¢os mostram uma coloragdo mais intensa, avermelhada ou amarronzada.
Essa coloragdo sugere que em determinadas concentragdes, o kefir, o resveratrol ou a combinag¢do dos dois ndo foram
completamente eficazes em inibir o crescimento da bactéria. A cepa Serratia marcescens é representada pelos pogos marcados
com 'S'. Podemos notar que alguns pogos mostram uma coloragdo mais intensa, o que indica um crescimento bacteriano mais
proeminente.

Os pogos marcados com 'P' indicam a presenga da cepa Profeus mirabilis. Comparando com os pogos de Serratia
marcescens, parece haver uma variacdo na intensidade da coloracdo, o que implica diferentes niveis de susceptibilidade a
inibicdo pelo kefir e resveratrol. Pogos mais claros em colunas 'S' e 'P' indicam uma inibi¢do bem-sucedida do crescimento
bacteriano, enquanto pogos mais escuros sugerem uma menor eficacia do tratamento.

A comparacdo entre as coloragdes dos pocos associados a cada cepa e os controles positivos fornece uma indicagdo

visual do potencial antibacteriano dos tratamentos aplicados.

Analise estatistica dos dados
Os dados foram tabulados utilizado-se o programa Microsoft Excel 2020, para producdo grafica e interpretagdo

descritiva dos resultados.

3. Resultados

As cepas bacterianas utilizadas neste estudo foram obtidas do Biobanco do Laboratorio de Microbiologia da FMIT.
Essas cepas foram isoladas de pacientes hospitalizados no periodo de 2006 a 2008 e abrangem uma variedade de clinica e
demografica de pacientes (Tabela 2). No entanto, ¢ importante destacar que, devido a natureza retrospectiva do estudo e a falta
de informacdes detalhadas sobre os pacientes e suas infec¢des, ndo é possivel estabelecer uma relagdo direta entre a

prevaléncia das cepas, o local de infeccdo ¢ o perfil dos pacientes neste contexto especifico.
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Tabela 2 - Relacdo de cepas bacterianas analisadas, incluindo dados como o sexo e idade dos pacientes, bem como o sitio de
isolamento de cada amostra. Note que algumas lacunas ndo foram preenchidas devido a indisponibilidade de informagdes no
acervo de pesquisa.

SEXO DO | IDADE DO

ESPECIE BACTERIANA syppite e | spimnin,

| SITIO DE ISOLAMENTO

Proteus mirabilis 5208 M 75 -

{Proteus mirabilis 15988 - Urina
Proteus mirabilis 28831 1 Urina
Proteus mirabilis 3684 34 Liquidos e secregdes
Proteus mirabilis 3726 63 Liquidos e secregdes

Proteus mirabilis 4319 - Liquidos e secregbes

Proteus mirabilis 6231 65 Liquidos e secregdes
Proteus mirabilis 3000 69 Liquidos e secregbes
Proteus mirabilis 17011 78 Urina
|Proteus mirabilis 21315 85 Urina
\Proteus mirabilis 22414 82 Urina
Proteus mirabilis 4738 39 Liquidos e secregbes
|Proteus vulgaris 22399 3 Urina

Streptococeus pyogenes 3856 Liquidos e secregdes

mZImnZZ2mnZZZ2nmZEnEnZ2 2T ™

Streptococeus pyogenes 6296 12

Streptococcus pyogenes 3370 10 Liquidos e secregdes
|Streptococcus pyogenes 3774 8 Liquidos e secregdes
Streptococcus pyogenes 6386 94 -
|Streptococcus pyogenes 2848 15 Liquidos e secregdes
\Streptococcus pyogenes 3186 36 Liquidos e secregdes
|Streptococcus pyogenes 3587 71 -
Streptococeus pyogenes 9028 56 Urina
|Streptococcus pyogenes 3497 17 -
Streptococeus pyogenes 29191 25 Urina
Staphylococcus aureus 10 A - =
Staphylococcus aurcus 6330 M 83 -
Staphylocaccus aureus 444 M 31 Hemmocultura
‘Staphylococcus aureus 6543 M - Liguidos e secregbes
Staphylococcus aureus 250 M TI Hemocultura
Staphylococcus aureus 6552 M 76 Liguidos e secregbes
Staphylococcus aureus 5554 F 63 -
Staphylococcus aureus 18635 F 84 Urina
Staphylococcus epidermidis 5568 M 64 -
Staphylococcus epidermidis 254 M 40 Hemocultura
Staphylococcus epiderm F 25 Liquidos e secregdes
Staphylococcus epidermidis 4298 M - Liguidos e secregdes
Staphylococcus epidermidis 5440 M - -
Staphylococcus epidermidis 4873 - 5:::[2; Liquidos e secregdes
Staphylococcus epidermidis 4181 F 67 Liquidos e secregdes
Staphylococcus epidermidis 402 M 15 Hemocultura
Staphylococcus epidermidis 956 F 68 Hemocultura
Staphylococcus epidermidis 4989 M 48 Liquidos e secregdes
Staphylococcus epidermids 5518 M 81 Liquidos e secregdes
Staphylococcus epidermidis 1147 M - Hemocultura
Staphylococcus epidermidis 4970 M 49 Liquidos e secregdes
‘Staphylococcus epidermidis 330 F - Hemocultura
‘Staphylococcus epidermidis 5791 F 90 -

Serratia marcescens 6022 F 10 -

Serratia marcescens 5033 F 48 | Liquidos e secregdes
\Serratia marcescens 25373 F - Urina
Serratia marcescens 5337 F 33 [ -

\Serratia marcescens 777 F 14 dias Hemocultura
Serratia marcescens 20124 M 76 Urina
Serratia marcescens 24795 M - Urirna
‘Serratia marcescens 29641 M 66 Urina
‘Serratia marcescens 6119 F 16 -

Serratia marcescens 6132 F 12 [ -

\Serratia marcescens 4754 F 4 Liquidos e secregdes
Serratia marcescens 4929 F - | Liquidos e secregdes
\Serratia marcescens 28239 M - Urina
Serratia marcescens 303 M 24 [ Hemocultura
\Serratia marcescens 5324 M 80 -

Serratia marcescens 6287 F 51 Liquidos e secregdes
\Serratia marcescens 834 15 e Hemocultura
Serratia marcescens 4810 M 25 | Liquidos e secregdes
Pseudomonas 4696 M 18 dias Liquidos e secregdes
Pseudomonas 29708 M 86 [ Urina
Pseudomonas 4516 B - Liquidos e secregdes
Hafnia alvei 26479 M - Urina
Hafnia alvei 9957 M - Urina
Hafnia alvei 24167 M 74 Urina
Hafnia alvei 2868 M 38 Liquidos e secregdes
Hafnia alvei 9779 F 52 Urina

Fonte: Autores (2023).
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A Tabela 2 oferece observagdes validas: o sitio de isolamento varia, sendo a urina e liquidos e secre¢des os mais
comuns, o que pode indicar infec¢des associadas ao trato urinario ou infecgdes de feridas, respectivamente. A presenca de
Streptococcus pyogenes e Staphylococcus aureus em amostras de urina pode ser particularmente interessante, pois estes nao
sdo comumente associados a infec¢des urindrias, sugerindo talvez infecgdes secundarias ou casos clinicos incomuns. Além
disso, a idade dos pacientes varia significativamente, o que pode ser relevante na analise de susceptibilidade a infeccdes e na
eficacia do tratamento em diferentes faixas etarias. Essa andlise ¢ crucial para compreender padrdes de infecgdo, resisténcia
bacteriana e para aprimorar abordagens terapéuticas.

Nesta pesquisa, identificamos padrdes distintos de inibicdo do crescimento bacteriano quando expostos ao kefir,
resveratrol ¢ a combinagdo de ambos, o que denominamos simbiotico. A eficdcia das inibi¢des variou conforme a concentragio
utilizada e a espécie bacteriana em questdo. Devido a especificidade dos resultados para cada patdgeno testado, descrevemos e

analisamos os achados de maneira individualizada para cada espécie bacteriana.

Proteus spp.

Nas cepas de Proteus spp. (Figura 2), o cultivo de kefir em concentragdo de 40% resultou em forte inibicdo do
crescimento em 84,6% das cepas, ¢ inibicdo moderada em 15,4%. Ja o cultivo de kefir a 20% resultou em forte inibi¢do do
crescimento de 92,3, e moderada em 7,7%. Ao reduzir a concentra¢do cultivada do kefir a 10%, houve forte inibigdo do
crescimento em 23% das cepas. A maioria, cerca de 69%, apresentou inibicdo moderada, enquanto 8% resistiram
completamente a acdo do kefir.

Quando cultivado isoladamente, o resveratrol resultou na inibi¢do fraca de 46%, na inibicdo moderada de 31%, e ndo
exibiu efeito sobre 23% das cepas. A combinacdo do polifendlico com kefir a 40% mostrou resultados variados: 38,46% das
cepas tiveram forte inibicdo, 30,76% apresentaram inibicdo moderada e outras 30,76% mostraram inibi¢ao fraca, indicando
crescimento na presenga do simbidtico. Em associa¢do a concentragdes de 20% e 10% de kefir, os resultados do resveratrol

foram similares: 7,7% das cepas mostraram forte inibigdo, 23% moderada, 53,8% fraca e 15,4% sem inibigéo.

Figura 2 - Comportamento de cepas de Proteus spp. cultivadas in vitro com diferentes concentragdes de kefir e/ou resveratrol.
As barras ilustram o nivel de inibi¢do do crescimento bacteriano, variando de ausente a forte, e as substancias em cultura sao

detalhadas na parte inferior, demonstrando a eficacia relativa de cada inibicao.

Comportamento de Cepas de Profeus mirabilis Cultivadas, i viiro, com Kefir e/on Resveratrol em Diferentes Concentragdes
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Na Figura 2, observe que cada conjunto de colunas representa uma cepa de Proteus mirabilis, identificada por um
numero especifico. O padrdo de preenchimento dentro de cada coluna indica o tipo de substrato testado: kefir (K) nas
concentragoes de 40%, 20% e 10%; resveratrol (RSV) sozinho ou em combinacdo com kefir em diferentes concentragdes; e
um controle de antibidtico. A altura de cada coluna reflete o grau de inibicdo do crescimento bacteriano exercido por cada
substrato, onde colunas mais altas significam maior inibicdo e colunas mais baixas ou auséncia de coluna indicam menor

inibicdo. Isso permite uma comparagao visual rapida do efeito inibitdrio de cada tratamento sobre as diferentes cepas.

Streptococcus pyogenes

A analise das amostras de Streptococcus pyogenes (Figura 3) cultivadas in vitro com kefir a 40% revelou que 64%
foram fortemente inibidas, enquanto as demais apresentaram inibigdo moderada ou fraca em proporgdes iguais de 18%. Na
presenca do kefir a 20%, 45,5% das amostras exibiram forte inibi¢do, 36,4% tiveram uma inibicdo moderada e 18,2%
mostraram fraca inibi¢do. Em contraste, o kefir a 10% gerou um padr@o mais consistente, com 72,7% das amostras
apresentando inibi¢do moderada e 27,3% fraca.

Ao avaliar o impacto isolado do resveratrol, observou-se um equilibrio entre inibi¢do moderada e fraca (ambas a
36,4%), com 27,3% das cepas ndo exibindo inibi¢do. No entanto, quando combinado com o kefir a 40%, o resveratrol realgou
a inibi¢do, com 54,5% das linhagens fortemente inibidas, 36,4% fracamente e 9,1% moderadamente. Esta combinagio,
comparada ao kefir 40% isolado, sugere um refor¢o da inibi¢do pelo resveratrol, evidenciado pelo aumento de linhagens
fracamente inibidas. Por outro lado, a combinagdo de resveratrol e kefir a 20% mostrou diminui¢do na poténcia inibitoria, pois
100% das linhagens tiveram inibi¢ao fraca. Com a concentrag@o de resveratrol + kefir a 10%, 91% das amostras exibiram fraca
inibicdo e 9% nao foram afetadas, indicando uma possivel atenuagdo da eficacia do kefir nesta concentragdo pela presenca do

resveratrol.

Figura 3 - Comportamento de cepas de Streptococcus pyogenes quando cultivadas in vitro com diferentes concentragdes de
kefir e/ou resveratrol. As barras indicam o nivel de inibi¢do do crescimento bacteriano, desde ausente até forte. As substincias

aplicadas e suas concentragdes sdo especificadas na base do grafico, indicando a eficacia de cada uma.

Comportamento de Cepas de Streptococcus ssp Cultivadas, i vitro, com Kefir e Resveratrol em Diferentes Concentragoes
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Na representacdo grafica da Figura 3, cada agrupamento vertical de barras corresponde a uma cepa distinta de
Streptococcus pyogenes, que ¢ distinguida por uma numeragdo Unica. As diferentes texturas nas barras representam variados
tratamentos, incluindo kefir em trés concentragdes distintas (40%, 20% e 10%), resveratrol sozinho, ou a combinagdo de
resveratrol com kefir, além de um padr@o de antibidtico para referéncia. A escala vertical das barras ¢ um indicativo direto do
nivel de inibi¢do que cada tratamento impde ao crescimento bacteriano: barras mais elevadas apontam para uma inibi¢cdo mais

significativa, enquanto barras mais curtas ou sua auséncia sugerem uma eficacia menor.

Staphylococcus aureus

Se tratando de S. aureus (Figura 4), interessantemente, 100% das cepas testadas apresentaram forte inibigao frente o
cultivo, in vitro, com todas as diferentes concentragdes de kefir, 40%, 20% ¢ 10%. O resveratrol isolado apresentou menor
competéncia na inibi¢do do crescimento de cepas de S. aureus, pois 75% das cepas foram fracamente inibidas, enquanto 25%,
moderadamente. De maneira clara, o resveratrol impactou o potencial inibitorio do kefir, pois quando associados, houve uma
reducdo do potencial de inibicdo observado em diferentes concentragdes do probiotico kefir em cultivo isolado. Por exemplo, a
associagdo resveratrol + kefir a 40% e resveratrol + kefir a 20%, resultou em 50% das cepas com forte inibi¢do do crescimento,
25% com moderada e 25% com fraca inibigdo. Quando se diminuiu a quantidade de kefir no simbidtico, resveratrol + kefir a
10%, o impacto modular do resveratrol no potencial inibitorio do kefir foi ainda mais evidente, onde apenas 37,5% das cepas

apresentaram forte inibi¢do, 37,5% com moderada inibigdo e, 25% com crescimento fracamente inibido pelo simbiotico.

Figura 4 - Comportamento de cepas de Staphylococcus aureus cultivadas in vitro com variadas concentracdes de kefir e/ou
resveratrol. O efeito inibidor sobre o crescimento bacteriano ¢ ilustrado pelas barras, que vao de ausente a forte inibigdo. As
substancias e suas concentragoes sdo detalhadas no eixo horizontal, refletindo a poténcia relativa de cada combinagao.
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Fonte: Autores (2023).

Na Figura 4, observe que cada conjunto de colunas representa uma cepa de Staphylococcus aureus, identificada por
um numero especifico. O padrdo de preenchimento dentro de cada coluna indica o tipo de substrato testado: kefir (K) nas
concentragoes de 40%, 20% e 10%; resveratrol (RSV) sozinho ou em combinagdo com kefir em diferentes concentragdes; e

um controle de antibiotico. A altura de cada coluna reflete o grau de inibigdo do crescimento bacteriano exercido por cada
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substrato, onde colunas mais altas significam maior inibicdo e colunas mais baixas ou auséncia de coluna indicam menor

inibigdo. Isso permite uma comparagao visual rapida do efeito inibitdrio de cada tratamento sobre as diferentes cepas.

Staphylococcus epidermidis
Resultados envolvendo S. epidermidis (Figura 5) em cultivo com kefir em concentracdes de 40%, 20% e 10%
demonstram uma inibi¢@o significativa do crescimento, afetando 100% das cepas testadas. Ao utilizar apenas o resveratrol,
40% das amostras manifestaram inibigdo moderada, 33,33% mostraram forte inibigdo, ¢ 26,66% apresentaram inibig¢do leve.
A associacdo de resveratrol com kefir a 40% proporcionaram predominantemente uma forte inibi¢ao em 86,6% ¢ uma
inibigdo moderada em 13,3% das cepas. Esta propor¢do se manteve mesmo ao diminuir a concentragdo de kefir para 20% na
combinag@o com resveratrol. Contudo, ao reduzir a concentracdo de kefir para 10% em combinagdo com o resveratrol, 66,6%

das amostras sofreram forte inibi¢ao, e 33,3% mostraram inibicdo moderada.

Figura 5 - Comportamento de cepas de Staphylococcus epidermidis cultivadas in vitro com diferentes concentragoes de kefir
e/ou resveratrol. As barras retratam o grau de inibi¢ao bacteriana, classificadas de ausente até forte. O eixo horizontal descreve
as substancias e suas respectivas concentragdes, evidenciando a eficiéncia correspondente.

Comportamento de Cepas de Staphvlococcus epidermidis Cultivadas, in vitro, com Kefir e Resveratrol em Diferentes
Concentragdes
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Fonte: Autores (2023).

Na Figura 5, cada série de colunas representa uma cepa unica de Staphylococcus epidermidis, cada uma marcada por
um codigo numérico. Os tratamentos aplicados sdo diferenciados visualmente no grafico por meio de padrdes de
preenchimento: estes variam desde o kefir em concentragdes de 40%, 20% e 10%, passando pelo resveratrol isoladamente, até
a sua associagdo com o kefir em diferentes proporgdes, € um controle com antibiotico. A altura de cada coluna ¢é proporcional
ao grau de inibi¢do causado aos microrganismos, com colunas mais altas indicando uma inibi¢do mais proeminente e colunas

mais baixas, ou a sua inexisténcia, denotando uma inibigdo menos expressiva.

11


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v12i12.43973

Research, Society and Development, v. 12, n. 12, €67121243973, 2023
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v12i12.43973

Serratia marcescens

Para Serratia marcescens (Figura 6) cultivadas com kefir 40%, 72,2% das cepas apresentaram forte inibi¢ao, 22,2%
moderada e 5,5% fraca. Com kefir 20%, 66,7% mostraram forte inibi¢cdo e 33,3% inibicdo moderada. No cultivo com kefir a
10%, 61% das cepas foram fortemente ¢ 39% moderadamente inibidas. Utilizando apenas resveratrol, 22% das cepas nao
foram inibidas, 67% indicaram pouca inibi¢do e 11% inibicdo moderada. Na combinacdo resveratrol + kefir a 40%, 44% das
cepas mostraram forte inibicdo e 56% moderada. Notavelmente, as combinacdes resveratrol + kefir a 20% e a 10%
apresentaram resultados semelhantes: em ambas, 55,5% das cepas indicaram pouca inibig¢do, 27,8% inibi¢do moderada e

16,7% com auséncia de inibigdo.

Figura 6 - Comportamento de cepas de Serratia marcescens cultivadas in vitro com diferentes concentragdes de kefir e/ou
resveratrol. As barras verticais representam niveis variaveis de inibi¢do bacteriana, de ausente a forte, enquanto as substancias
testadas estdo detalhadas no eixo horizontal, mostrando a eficacia relativa de cada combinagao.
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No grafico da Figura 6, é possivel observar que cada grupo de colunas esta associado a uma cepa especifica de
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Fonte: Autores (2023).

Serratia marcescens, identificavel por um numero atribuido. As texturas variadas nas colunas sinalizam os diferentes
substratos testados: concentragdes de kefir de 40%, 20% e 10%, resveratrol por si s6 ou em mistura com o kefir, e um controle
de antibiotico. A altura das colunas ¢ inversamente proporcional a atividade bacteriana, com alturas maiores indicando uma
maior inibi¢do e alturas menores apontando para uma menor acgao inibitoria. Este arranjo facilita a analise comparativa do

impacto de cada substrato sobre as cepas em estudo.

Pseudomonas spp.

Ao observamos o comportamento de cepas de Pseudomonas spp. (Figura 7) com kefir a 40%, 20% e 10%,
consideramos que 100% das cepas tiveram pouca inibigdo nessas dilui¢des. Ja ao analisarmos o resultado do resveratrol
isoladamente, a maioria ndo inibiu, representando 66,66% e apenas 33,33% houve pouca inibigdo, obtendo o mesmo resultado
na associagdo de resveratrol e kefir 40%. Por sua vez, no simbiotico resveratrol + kefir a 20%, resveratrol + kefir 10% e

antibidtico ocorreram pouca inibi¢do na totalidade (100%) das cepas.
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Figura 7 - Comportamento de cepas de Pseudomonas spp. cultivadas in vitro com diferentes concentragdes de kefir e/ou
resveratrol. As barras ilustram o nivel de inibi¢do do crescimento bacteriano, variando de ausente a forte, e as substancias em

cultura s@o detalhadas na parte inferior, demonstrando a eficacia relativa de cada inibicao.
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Fonte: Autores (2023).

Na representacdo grafica da Figura 7, cada agrupamento vertical de barras corresponde a uma cepa distinta de
Pseudomonas spp., que € distinguida por uma numeracdo Unica. As diferentes texturas nas barras representam variados
tratamentos, incluindo kefir em trés concentragdes distintas (40%, 20% e 10%), resveratrol sozinho, ou a combinagdo de
resveratrol com kefir, além de um padréo de antibidtico para referéncia. A escala vertical das barras ¢ um indicativo direto do
nivel de inibi¢do que cada tratamento impde ao crescimento bacteriano: barras mais elevadas apontam para uma inibi¢do mais

significativa, enquanto barras mais curtas ou sua auséncia sugerem uma eficacia menor.

Hafnia alvei

Para as cepas de Hafnia alvei (Figura 8), o kefir a 40% provocou forte inibigdo em 80% e moderada em 20%. Com
20% de kefir, 60% das cepas foram fortemente inibidas e 40% moderadamente. No kefir a 10%, a inibicdo foi
majoritariamente moderada (80%), com 20% de forte inibi¢ao. O resveratrol isolado resultou em 60% de cepas ndo inibidas e
40% levemente inibidas. Quando combinado ao kefir 40%, 60% das cepas apresentaram inibicdo moderada e 40% forte. Ja na
combinagdo com kefir 20%, 80% das cepas foram levemente inibidas e 20% moderadamente. Na combinacdo resveratrol +

kefir 10%, tivemos 60% de leve inibi¢do, 20% moderada e 20% sem inibi¢do.
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Figura 8 - Comportamento de cepas de Hafnia alvei cultivadas in vitro com diferentes concentragdes de kefir e/ou resveratrol.
As barras ilustram o nivel de inibigdo do crescimento bacteriano, variando de ausente a forte, e as substancias em cultura sdao
detalhadas na parte inferior, demonstrando a eficacia relativa de cada inibicao.
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Na Figura 4, cada série de colunas representa uma cepa Unica de Hafnia alvei, cada uma marcada por um cédigo
numérico. Os tratamentos aplicados s@o diferenciados visualmente no grafico por meio de padrdes de preenchimento: estes
variam desde o kefir em concentracdes de 40%, 20% e 10%, passando pelo resveratrol isoladamente, até a sua associagcdo com
o kefir em diferentes propor¢des, e um controle com antibidtico. A altura de cada coluna é proporcional ao grau de inibi¢ao
causado aos microrganismos, com colunas mais altas indicando uma inibi¢do mais proeminente ¢ colunas mais baixas, ou a sua

inexisténcia, denotando uma inibi¢do menos expressiva.

4. Discussao

Dada a complexidade das interagdes e a diversidade de resultados observados neste estudo, ¢ essencial uma
investigagdo mais aprofundada das interagdes entre o kefir e o resveratrol. No contexto em que a resisténcia bacteriana aos
antibidticos sdo preocupagdes validas, estudos clinicos para avaliar a eficacia pratica in vivo destes agentes sdo cruciais, ndo
apenas para determinar sua seguranga e eficacia, mas também para entender precisamente os mecanismos de agdo envolvidos
em todos os cenarios microbioldgicos apresentados.

Embora o kefir e o resveratrol tenham propriedades antimicrobianas reconhecidas, seus efeitos combinados nao
necessariamente se traduzem em maior eficacia. Pode haver interagdes entre os componentes bioativos do kefir e o resveratrol
que afetam suas capacidades combinadas em inibir o crescimento bacteriano. Além disso, ¢ importante considerar que
diferentes cepas podem ter diferentes niveis de resisténcia ou susceptibilidade a estes agentes, o que pode influenciar os
resultados observados.

Os componentes bioativos no kefir, como acidos orgéanicos, peptideos e polissacarideos, parecem desempenhar um
papel vital na inibi¢do bacteriana. O kefir também pode atuar competindo por nutrientes e locais de adesdo, bem como

desestabilizando biofilmes. Existe uma clara relagdo dose-resposta entre a concentragao de kefir e sua eficacia (Azizi et al.,
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2021). A combinagdo de kefir e resveratrol também apresentou uma dindmica interessante de concentragdo, mostrando sinergia
em alguns cenarios e antagonismo em outros.

O kefir mostrou uma eficacia antimicrobiana contra as cepas de Profeus spp. que varia conforme sua concentragao.
Curiosamente, enquanto esperariamos uma maior inibi¢do com o aumento da concentragdo, o kefir a 20% superou o kefir a
40% na inibi¢do forte das cepas. Isso sugere que a presenga de componentes bioativos no kefir, como 4cidos orgéanicos,
peptideos e polissacarideos, pode desempenhar um papel significativo na inibicdo do crescimento bacteriano, mas que a
eficacia pode se estabilizar ou até mesmo diminuir em concentragdes muito altas.

Quando cultivado isoladamente, o resveratrol demonstrou uma inibi¢do menos pronunciada em comparagdo com o
kefir. A inibigdo fraca foi predominante, sugerindo que, embora o resveratrol possua propriedades antimicrobianas, ele pode
ndo ser tdo eficaz contra Proteus spp. como o kefir. A combinacdo de resveratrol com kefir a 40%, ndo pareceu aumentar
significativamente a forte inibicdo quando comparada ao kefir isolado. De fato, houve uma distribuicdo quase igual entre forte,
moderada e fraca inibicdo, sugerindo que a presenga de resveratrol pode ter alterado a eficacia do kefir nessa concentrag@o.
Nas concentragdes de 20% e 10%, os resultados foram consistentes, com a maioria das cepas sendo fracamente inibidas pelo
simbidtico.

Em relag@o ao Streptococcus pyogenes, pode-se observar uma clara dependéncia da concentragdo do kefir quanto a
sua eficacia inibitoria. Na concentragdo de 40%, o kefir mostrou a maior propor¢éo de cepas fortemente inibidas quando
comparada a inibi¢cdo obtida na concentragdo de 20%. Em uma concentragdo ainda menor, 10%, o kefir parece perder sua
capacidade de inibicao forte, mas se mantém eficaz em gerar uma resposta inibitoria moderada na maioria das amostras.

O resveratrol, por si s6, exibiu uma eficcia inibitoéria mais moderada contra Streptococcus pyogenes. A auséncia de
qualquer inibi¢do forte e o equilibrio entre inibi¢do moderada e fraca, além de uma propor¢do significativa de cepas nao
afetadas, sugerem que o resveratrol pode ndo ser tao eficaz contra esta bactéria especifica.

O simbidtico a 40% pareceu potencializar o efeito inibitdrio do kefir, como evidenciado pelo aumento na proporgéo
de cepas fortemente inibidas. No entanto, essa potencializagdo ndo foi observada nas concentragdes mais baixas de kefir. Na
verdade, a combinagdo com 20% e 10% de kefir resultou em uma inibi¢do predominantemente fraca, sugerindo que o
resveratrol pode atenuar a eficacia do kefir nesses niveis.

O kefir exibiu um forte poder inibitorio contra Staphylococcus aureus em todas as concentracdes testadas, inibindo
100% das cepas. Este padrdo sugere um mecanismo de agdo altamente eficaz do kefir contra Staphylococcus aureus que pode
ser atribuido a producdo de acidos organicos pelo kefir, gerando um ambiente indspito, e na liberacdo de bacteriocinas que
neutralizam diretamente a bactéria. Além disso, os constituintes do kefir competem ativamente por nutrientes e locais de
fixagdo, limitando a oportunidade para Staphylococcus aureus se estabelecer e proliferar (Erdogan et al., 2019)

O resveratrol mostrou-se menos competente na inibi¢do de Staphylococcus aureus, com inibi¢des fracas em
proporgdes trés vezes maiores que a por¢do com inibi¢do moderada. Nenhuma forte inibicdo foi registrada, sugerindo que o
resveratrol ndo ¢ tdo eficaz quanto o kefir contra a espécie bacteriana.

A sinergia potencial entre kefir e resveratrol ndo se materializou como esperado. Ao invés de melhorar, a combinagao
na verdade reduziu a eficdcia inibitdoria do kefir em todas as concentragdes testadas. Especificamente, nas concentragdes de
kefir a 40% e a 20%, a inibi¢o forte caiu para metade das cepas. A combinagdo de kefir a 10% e resveratrol apresentou uma
inibi¢do forte em um pouco menos que dois tergos das cepas, contrastando acentuadamente com a eficacia de 100% do kefir
isolado.

Assim como para as cepas de Staphylococcus aureus, o kefir, independentemente da concentragdo, se mostrou eficaz
em inibir 100% das cepas de Staphylococcus epidermidis. Essa eficacia chama ateng¢do para o potencial do kefir como agente

antimicrobiano contra patégenos do género Staphylococcus, sugerindo seu uso promissor em abordagens terapéuticas ou
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profilaticas. As similaridades em suas estruturas celulares ¢ mecanismos metabolicos podem ser a chave para entender a
eficacia do kefir contra ambas espécies. O kefir age através da produgdo de acido lactico e acido acético, e da secrecdo de
bacteriocinas que atacam diretamente a parede celular gram-positiva, podendo penetrar e desestabilizar biofilmes, tornando as
bactérias mais susceptiveis a inibicao (Erginkaya et al., 2018).

O resveratrol isolado também demonstrou eficdcia contra Staphylococcus epidermidis, embora com uma variedade de

respostas. Isto sugere que, embora o resveratrol possa nao ser tdo universalmente eficaz quanto o kefir, ele ainda tem valor
como um agente antimicrobiano contra certas cepas da bactéria.
Ao combinar o kefir e o resveratrol, notou-se um aumento na propor¢ao de cepas que sofrem forte inibigdo, especialmente nas
concentragdes mais elevadas de kefir (40% e 20%). Esta sinergia positiva sugere que a combinacdo dos dois agentes pode
aprimorar suas respectivas agdes antimicrobianas, resultando em uma inibi¢do mais evidente. A diminuicdo da eficacia
inibitoria da combinagdo, quando a concentragdo de kefir foi reduzida para 10%, destaca uma possivel relagcdo dose-resposta
entre o kefir e o resveratrol. Isso propde que o impacto sinérgico do resveratrol pode ser mais efetivo quando presente em
combinag¢do com maiores concentragdes de kefir.

Vale ressaltar a importancia clinica de Staphylococcus epidermidis, frequentemente associada a infec¢des hospitalares,
especialmente em dispositivos médicos implantaveis (Michelin et al., 2019). Portanto, encontrar agentes naturais eficazes
contra essa bactéria ¢ crucial na pratica médica.

A avalia¢do do potencial inibitério do kefir e do resveratrol, seja isoladamente ou em combinagdo, sobre Serratia
marcescens, revelou nuances interessantes sobre a interacdo desses agentes com a bactéria. O cultivo com concentragdes
decrescentes de kefir ainda apresentava eficacia substancial, com mais da metade das cepas sendo fortemente inibidas mesmo
na menor concentracao de 10%.

Quando aplicado isoladamente, o resveratrol mostrou ser menos efetivo contra Serratia marcescens, com a maioria
das cepas exibindo apenas fraca inibi¢do e a por¢do restante ndo mostrando inibigdo alguma. Estes resultados reforgam a nogao
de que o resveratrol pode ndo ser a primeira escolha como agente inibitdrio alternativo para esta bactéria.

Ao contrario do observado para Staphylococcus aureus, a combinacdo de resveratrol com kefir para Serratia
marcescens nao reduziu drasticamente a eficacia inibitoria do kefir, mas houve uma mudanca. Na concentracdo de 40% de
kefir, a combinag@o ainda manteve uma inibi¢ao substancial. Entretanto, nas concentragdes de 20% e 10% de kefir, a presenca
de resveratrol parece atenuar a eficacia do kefir, aumentando a porcentagem de cepas com inibi¢do fraca e, inclusive,
introduzindo uma propor¢ao de cepas que nao foram inibidas.

Independentemente da concentragdo de kefir (40%, 20% ou 10%), as cepas de Pseudomonas spp. exibiram apenas
uma inibi¢do fraca. Isto é surpreendente, considerando a eficacia do kefir observada contra outras bactérias avaliadas. Estes
resultados podem indicar que as cepas de Pseudomonas spp. possuem mecanismos de resisténcia ou de adaptagdo especificos
que as tornam menos suscetiveis ao efeito antimicrobiano do kefir.

O resveratrol isoladamente ndo exerceu um efeito inibitorio significativo sobre a Pseudomonas spp. Com dois tercos
das cepas ndo mostrando inibi¢do e apenas um ter¢o exibindo inibigdo fraca, fica claro, também, que o resveratrol sozinho
pode ndo ser uma opg¢ao viavel contra esta bactéria.

A adigdo do resveratrol ao kefir em uma concentragdo de 40% ndo aumentou a inibi¢cdo da bactéria. O mesmo perfil
de inibi¢do observado com o resveratrol isolado foi mantido. Nas dilui¢cdes de 20% ¢ 10%, a associacdo também resultou
apenas em inibigdo fraca. Isso sugere que a combinagdo nao tem um efeito sinérgico sobre Pseudomonas spp. como observado
para outros microrganismos, reforcando o reconhecido desafio associado a resisténcia antimicrobiana das cepas de

Pseudomonas spp., tornando a busca por alternativas antimicrobianas para este patégeno ainda mais critica.
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O kefir mostrou ser eficaz na inibicdo de Hafnia alvei, especialmente nas concentragdes mais clevadas. A forte
inibigdo observada em 80% das cepas com kefir a 40% e em 60% das cepas com kefir a 20% indica que os componentes
bioativos presentes no kefir sdo substancialmente eficazes contra esta bactéria. Notavelmente, 8 medida que a concentracio de
kefir diminui, a inibi¢do passa a ser predominantemente moderada, sugerindo uma relacao dose-resposta.

O resveratrol, por si s6, mostrou-se menos eficaz contra a espécie, com a maioria das cepas ndo apresentando inibicao.
Quando associado com o kefir (40%), a combinacdo resultou em inibicdo moderada ou forte, similar ao padrao observado com
kefir sozinho, indicando que o resveratrol pode ndo adicionar beneficios significativos nessa concentragdo. No entanto, nas
concentragdes de kefir mais baixas (20% e 10%), o resveratrol parece atenuar o efeito inibitorio do kefir. Em particular, com
kefir a 20%, a combinagdo resultou em uma inibigdo predominantemente leve, enquanto o kefir sozinho havia mostrado forte ¢
moderada inibicdo. As diferengas nas respostas inibitdrias podem ser atribuidas as diversas interagdes quimicas e bioldgicas
entre os componentes do kefir, do resveratrol e da propria bactéria. Possivelmente, a presenga do resveratrol pode alterar de
alguma forma o ambiente ou a acdo dos componentes antimicrobianos do kefir.

Por fim, neste estudo o potencial do kefir destacou-se particularmente contra cepas do género Staphylococcus. Além
desta, propriedades inibitorias também foram evidentes para Streptococcus pyogenes, Serratia marcescens ¢ Hafnia alvei. No
entanto, sua combinagdo com resveratrol demonstrou resultados variaveis, com sinergias positivas em alguns casos, enquanto
em outros, a adi¢do de resveratrol atenuou os efeitos inibitorios do kefir.

Por outro lado, o resveratrol ndo se mostrou tdo potente quanto o kefir contra muitos dos patdgenos testados. A
combinacdo de ambos, em certas situagcdes, ndo apresentou a sinergia positiva esperada. Especificamente em relacdo a
Pseudomonas spp., tanto o kefir quanto o resveratrol tiveram eficacia limitada. Isso refor¢a a necessidade de aprofundar
estudos envolvendo estas e outras cepas, buscando novas alternativas de inibi¢do as quais elas sejam sensiveis.

Em tultima analise, enquanto o kefir e o resveratrol mostram potencial em contextos especificos, uma abordagem
cautelosa e baseada em evidéncias é necessaria antes de considera-los como alternativas viaveis ou complementares aos
antibidticos convencionais.

Ao avaliar a aplicabilidade clinica do kefir ¢ do resveratrol, seja isoladamente ou em combinacdo, é imperativo
considerar as concentragdes, as cepas bacterianas especificas e os mecanismos de intera¢do entre os agentes. Cada patdogeno
apresentou uma resposta unica, propondo a necessidade de abordagens individualizadas e uma pesquisa continua para otimizar

o uso destes agentes na pratica clinica.

5. Consideracdes Finais

O kefir, isolado ou em combina¢do com o resveratrol, revelou propriedades antimicrobianas competentes. A eficacia
na inibi¢ao do crescimento bacteriano esté intrinsecamente ligada a concentrag@o do extrato empregado, a sua interagdo com o
resveratrol e & particularidade da cepa bacteriana em estudo. Reforcamos a necessidade de abordar a aplicacdo clinica do kefir
e do resveratrol com profundidade. A generalizagdo de sua eficicia é inviadvel devido a singularidade da resposta de cada
patogeno. Antes de serem aceitos como alternativas ou complementos confidveis aos antibidticos tradicionais, € vital a busca
continua por evidéncias solidas.

Para trabalhos futuros, recomendamos uma exploragdo mais aprofundada da sinergia entre o kefir e o resveratrol no
combate a diferentes patdogenos, com énfase na variacdo das concentragdes e na interacdo especifica com cada tipo de cepa
bacteriana. Estudos adicionais devem ser direcionados para entender as vias moleculares envolvidas na agdo antimicrobiana
destes agentes, bem como a eficacia em modelos in vivo. Além disso, a pesquisa deve estender-se para avaliar a seguranga e a

viabilidade da utilizagdo clinica destes compostos, seja como monoterapias ou em combinacdo, em comparagdo com o0s
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tratamentos antibidticos convencionais. Isso ¢ crucial para estabelecer o kefir e o resveratrol como alternativas terapéuticas
legitimas no cenario de crescente resisténcia antimicrobiana.

Finalmente, este estudo contribui para futuras investigacdes. Reitera-se a necessidade de uma abordagem meticulosa,
individualizada e dindmica no desenvolvimento de estratégias terapéuticas envolvendo kefir, resveratrol ou qualquer outro

agente promissor no combate a patdogenos resistentes.
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