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RESUMO: A crescente resistência microbiana aos antibióticos é considerada uma das maiores 
ameaças à saúde pública a nível mundial e promove uma necessidade urgente de desenvol-
vimento de novas opções terapêuticas. O probiótico kefir tem vindo a ser apontado como um 
potencial agente antimicrobiano contra bactérias com capacidade de aquisição de multirresistên-
cias como Staphylococcus aureus. S. aureus resistente à meticilina (MRSA) é definido como priori-
dade de saúde pública, associado a infeções da comunidade e nosocomiais com elevadas taxas de 
mortalidade. Este estudo tem como objetivo avaliar a capacidade antagonista do probiótico kefir 
contra MRSA. Neste estudo foram utilizadas três variantes biológicas de grãos de kefir para testar a 
suscetibilidade de MRSA segundo os métodos de spot-on-lawn para avaliação de inibição de cres-
cimento e de diluição para contagem estimada de UFC/mL. O leite fermentado por kefir após 24 
horas de fermentação foi utilizado de forma integral, isto é, sem extração dos seus componentes. 
A análise de resultados obtidos demonstrou que a capacidade de inibição do MRSA pelo leite 
fermentado por kefir é dependente da dose e das variantes biológicas dos grãos. Estes resultados 
apontam o kefir como um potencial agente natural possível de ser utilizado como adjuvante para 
fins terapêuticos ou de descolonização contra o MRSA.
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Antagonistic activity of kefir fermented milk against methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus (MRSA)

ABSTRACT: Antibiotic resistance escalation is considered to be one of the greatest public 
health threats worldwide and has enhanced an urge for the implementation of new antimicrobial 
agents. The probiotic Kefir has been identified as a potential antimicrobial agent against bacteria 
with a tendency to acquire multidrug resistance, such as Staphylococcus aureus. S. aureus resis-
tant to methicillin (MRSA) is classified as a public health priority, associated with community and 
nosocomial infections with high mortality rates. The objective of this study is to evaluate the anta-
gonistic capacity of the probiotic kefir against MRSA. In this study, three samples of kefir grains 
from three different households were used, in which MRSA susceptibility was tested by the spot-
-on-lawn to evaluate inhibition and dilution methods for CFU/mL estimation. The 24-hour kefir 
fermented milk was used in its whole, that is, without extraction of its components. The analysis 
of the results obtained showed that the inhibition of MRSA by kefir-fermented milk is dependent 
on the dose and biological variations of the grains. Overall, our results suggest that the probiotic 
kefir should be considered as a potential natural agent that may be used for therapeutic adjuvant 
or decolonization purposes against MRSA.
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Introdução

Os antibióticos β-lactâmicos, pertencentes à classe de anti-
bióticos mais numerosa e mais utilizada em antibioterapia, 
atuam em enzimas designados por proteínas ligantes de 

penicilina (PBP, penicillin-binding proteins)1. Staphylococcus 
aureus resistentes à meticilina (MRSA) são o exemplo mais 
importante de aquisição de uma nova PBP. A resistência das 
estirpes de Staphylococcus aureus aos β-lactâmicos ocorre 
devido à aquisição do gene mecA, que codifica uma PBP 
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comiais e adquiridas na comunidade, com percentagens 
elevadas de estirpes resistentes a diversos antibióticos, antis-
séticos e desinfetantes17,23-24.

Este estudo tem como objetivo avaliar o potencial antago-
nista do leite fermentado por kefir contra MRSA, considerando 
a utilização do leite fermentado na sua totalidade de forma 
a maximizar a aproximação à realidade dos consumidores. 
Perspetiva-se que os resultados possam comprovar o poten-
cial do kefir como alternativa terapêutica e de descolonização, 
bem como para a prevenção de colonização.

Métodos

Amostras microbiológicas

Foram selecionadas de forma não aleatória por conve-
niência três amostras de grãos de kefir de origem não comer-
cial, provenientes de locais distintos, de maneira a garantir 
variabilidade biológica, passando estas a ser denominadas 
como kefir A, kefir B e kefir C.

A estirpe de MRSA utilizada como objeto de estudo foi 
adquirida a um laboratório de referência, devidamente certi-
ficado, pertencendo ao programa de controlo de qualidade 
externo UK NEQAS25.

Preparação do kefir

Os grãos de kefir (30 gramas) foram submetidos a seis 
ciclos de fermentação de 24 horas à temperatura ambiente 
em 150mL leite meio gordo. As três amostras de kefir foram 
tratadas separadamente. Terminado o período de fermen-
tação, os grãos de kefir foram separados do leite fermentado 
com recurso a um passador metálico, sendo o leite fermen-
tado armazenado.

Preparação da suspensão bacteriana

Foi preparada uma suspensão bacteriana de MRSA em soro 
fisiológico estéril à escala 1 de McFarland com aproximada-
mente 3x108 UFC/mL, correspondendo a uma absorvância de 
0,257 a um comprimento de onda de 600nm. Foi realizado 
um controlo da suspensão bacteriana em gelose de sangue.

Método spot-on-lawn

A suspensão bacteriana de MRSA foi semeada por 
distensão em placas de BHI Agar, sendo posteriormente 
adicionados 20μL de leite fermentado por kefir na superfície 
do meio. As placas foram incubadas durante 24 horas a 37 ⁰C. 
Após o período de incubação, a zona de contacto com o leite 
fermentado por kefir foi analisada, tendo sido classificada 
como presença ou ausência de inibição. O procedimento foi 
realizado em triplicado.

Método de diluição

Foram inoculados 100μL da suspensão bacteriana de MRSA 
em tubos de ensaio contendo concentrações crescentes (2, 
2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5 e 5,5mL) de leite fermentado por kefir e 
de meio BHI infusion (8, 7,5, 7, 6,5, 6, 5,5, 5 e 4,5mL), perfa-
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divergente das proteínas endógenas, designada de PBP2a ou 
PBP2’ sem sensibilidade para os antibióticos β-lactâmicos1-2.

MRSA é definido como prioridade de saúde pública na 
Europa, sendo Portugal um dos países com maior prevalência 
deste micro-organismo resistente3.

Atualmente os rastreios de indivíduos colonizados com 
MRSA são realizados e limitados apenas a amostras de exsu-
dados nasais com vista à sua descolonização com mupiro-
cina4; no entanto, investigações recentes comprovam que 
existe uma percentagem significativa de pacientes com colo-
nização extranasal5-7 e que a colonização intestinal pode faci-
litar a transmissão do micro-organismo8. Portadores extra-
nasais de MRSA são também uma fonte de contaminação e 
transmissão significativa9-11.

É importante exaltar que a deficiência no controlo e 
prevenção de infeções contribui para acelerar o processo de 
resistências aos antibióticos. Desta forma, devem ser tomadas 
as medidas necessárias para limitar a propagação de micro-
-organismos com genes de resistência associados12. As tera-
pias de descolonização têm surgido como possíveis medidas 
de controlo e prevenção; no entanto, devem ser tomadas 
considerando as indicações, vantagens e limitações deste 
procedimento. Dentre os motivos que levam à não recomen-
dação da descolonização encontram-se a possibilidade de 
favorecimento da ocorrência de resistência aos antibióticos13.

Estudos sobre o impacto de antibióticos orais na desco-
lonização intestinal de S. aureus evidenciam que o risco de 
bactérias resistentes emergentes é extremamente elevado 
e apontam para a importância de se explorar o potencial 
de descolonização de opções alternativas aos antibióticos 
convencionais que envolvam agentes naturais, como os 
probióticos, destacando a necessidade de se encontrar a 
melhor opção para a descolonização intestinal14.

Os probióticos são definidos como microrganismos vivos 
que, quando ministrados de forma adequada, conferem 
efeitos benéficos para a saúde do hospedeiro15. O kefir é 
um alimento funcional e um probiótico composto por leite 
fermentado por uma mistura de bactérias dos géneros Lacto-
bacillus, Lactococcus, Leuconostoc e Acetobacter, produtoras 
de ácido láctico, de ácido acético e leveduras (e.g., Candida, 
Saccharomyces, Brettanomyces e Kluyveromyces), que sinte-
tizam um polissacarídeo designado de kefiran e se agregam 
em grãos constituídos por uma matriz complexa de proteínas 
e hidratos de carbono, com consistência elástica e gelatinosa, 
rico em cálcio, proteínas e vitaminas, e é constituído por 
compostos bioativos, aos quais têm sido atribuídos diversos 
efeitos benéficos para a saúde16. Existe uma relação de 
simbiose entre o conjunto de micro-organismos responsável 
pela fermentação, que é evidenciada em diversos estudos 
pela ausência de crescimento no leite ou decréscimo na ativi-
dade bioquímica quando estas estirpes são separadas em 
culturas puras16-17.

A atividade antagonista in vitro do kefir tem sido demons-
trada em diversos estudos com avaliação da ação dos grãos 
de kefir18-19, da totalidade de estirpes do leite fermentado por 
kefir2,4, de estirpes isoladas21-22 e de proteínas extraídas deste 
composto19, contra diversas bactérias patogénicas, incluindo 
Staphylococcus aureus, o principal agente de infeções noso-
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zendo cada tubo um volume total de 10mL. Todos os tubos 
de ensaio foram homogeneizados no vórtex e incubados 
durante 24 horas a 37 ⁰C.

Após incubação foram realizadas passagens de 10μL de 
cada tubo de ensaio para placas de gelose de sangue através 
de sementeira por esgotamento. As placas foram incubadas 
durante 24 horas a 37 ⁰C, período após o qual foi estimado o 
número de unidades formadoras de colónias (UFC) para cada 
placa. Como teste confirmatório foi efetuado o teste de aglu-
tinação em látex Slidex Staph Kit (Biomerieux ref #73115).

De modo a assegurar que o efeito antagonista não se deve 
ao leite utilizado na fermentação do kefir foi efetuado um 
controlo contendo 2mL de leite, 8mL de BHI infusion e um 
controlo com 5,5mL de leite, 4,5mL de BHI infusion e 100μL 
da suspensão bacteriana de MRSA. Adicionalmente foi reali-
zado um controlo do meio de cultura BHI infusion, de modo a 
garantir a esterilidade do mesmo.

Considerações éticas

Este estudo cumpre as normas vigentes da Comissão de 
Ética da ESTeSL, não apresentando quaisquer obstáculos 
ético-legais.

Resultados

Leite fermentado por kefir induz inibição de crescimento 
de MRSA

Os resultados obtidos através da aplicação do método spot-
-on-lawn demonstraram o efeito de inibição de crescimento 
do MRSA na zona de contacto com o leite fermentado por 
kefir (cf. Figura 1).

contagem de UFC/10μL para os duplicados de cada uma das 
concentrações e calculada a média dos duplicados, sendo 
este valor convertido em UFC/mL.

Relativamente aos resultados observados após exposição 
ao leite fermentado por kefir, as contagens de UFC/mL das 
várias concentrações testadas apresentam valores entre 13,4 
x103 e 1,65 x103 UFC/mL. Os resultados obtidos demonstram 
que o efeito inibitório do leite fermentado por kefir é depen-
dente do volume, o que é demonstrado pela diminuição das 
contagens de UFC/mL de MRSA (cf. Figura 2).
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Figura 1. Zona de inibição de crescimento indicado por seta, de MRSA 
induzida pelo leite fermentado por kefir após 24 horas.

A diminuição de UFC/mL de MRSA por leite fermentado 
por kefir é dependente da concentração

O efeito de diferentes concentrações de leite fermentado 
por kefir nas UFC/mL de MRSA foi determinado através do 
método de diluição. Para as contagens de UFC foi efetuada a 

A variabilidade biológica do kefir afeta o antagonismo 
induzido a MRSA

De modo a avaliar o potencial efeito da variabilidade bioló-
gica dos grãos comerciais de kefir no seu efeito antagonista 
relativamente ao MRSA, foram avaliadas e comparadas três 
amostras comerciais de kefir para a maior concentração utili-
zada (5,5mL) anteriormente. Os resultados obtidos demons-
traram que o leite fermentado pelos grãos comerciais de kefir 
C apresentou um efeito antagonista mais acentuado que o 
leite fermentado pelo kefir A (variante biológica utilizada 
neste estudo anteriormente) e que o leite fermentado pelo 
kefir B, (cf. Figura 3). A descrição macroscópica do leite fermen-

Figura 2. Representação gráfica das UFC/mL de MRSA das várias 
concentrações avaliadas de leite fermentado por kefir.

Figura 3. Representação gráfica das UFC/mL para as concentrações de 
5,5mL de cada amostra de variantes biológicas comerciais kefir.
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tado pelo kefir C revelou que este apresenta uma consistência 
mais densa que os restantes. O leite fermentado pelos kefir A 
e B apresentava uma consistência semelhante entre si, o que 
é concordante com os resultados semelhantes obtidos.

Leite não fermentado por kefir não afeta o crescimento e 
UFC/mL de MRSA

De modo a avaliar o efeito do leite sem fermentação por 
kefir no crescimento de MRSA foram avaliadas as UFC resul-
tantes da exposição de 2mL e 5,5mL deste. Os resultados 
obtidos demonstraram que ambos apresentaram cresci-
mento de colónias, cujo resultado foi incontável (> 300 UFC)28 
(cf. Figura 4).

suscetível à meticilina (MSSA), através do método de diluição, 
concluindo que os biofilmes do kefir e seus compostos polis-
sacáridos poderão ser agentes antimicrobianos, anti-inflama-
tórios e cicatrizantes19.

 É também importante considerar que o processo de 
fermentação do kefir é amplamente influenciado pelas 
estirpes presentes, que são, por sua vez, influenciadas por 
diversos fatores que incluem as condições de manuseamento 
e armazenamento dos grãos16,20. Estudos realizados ante-
riormente por Kim et al.20, Anderson e Gilliland26 e Pintado 
et al.27 sugerem que diferentes variantes biológicas de kefir 
apresentam espectros antimicrobianos distintos, o que é 
concordante com os resultados obtidos, uma vez que o 
kefir C apresentou maior poder inibitório que os restantes. 
De acordo com estudos publicados anteriormente, o efeito 
antagonista induzido pelo leite fermentado por kefir contra 
estirpes de MRSA poderá estar associado à inibição direta por 
efeito combinado de ácido acético, ácido láctico e peróxido 
de hidrogénio, produção de bacteriocinas e por competição 
por nutrientes e locais de ligação17.

Tanto quanto se sabe, este trabalho apresenta o primeiro 
estudo desenvolvido em que é feita a avaliação do efeito do 
leite fermentado (sem extração de componentes) por kefir no 
fenótipo de resistência do MRSA, o que se aproxima à decor-
rente exposição efetiva humana a este probiótico.

Conclusões

O presente estudo demonstra que o kefir apresenta efeito 
antagonista contra o MRSA e que, por este motivo, poderá ser 
ponderada a sua utilização como terapêutica coadjuvante e/
ou como base de novos estudos que pretendem avaliar novas 
abordagens terapêuticas contra a resistência microbiana a 
antibióticos.
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Discussão
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