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RESUMO 

Cães e gatos tornaram-se uma parte essencial na vida humana, aumentando o interesse pelo 

cuidado com a saúde e bem-estar dos pets. O uso de probióticos seria uma alternativa para 

manutenção da microbiota e auxiliar em quadros de disbioses. Apesar da expansão do mercado 

de probiótico para pets, há poucos estudos investigando o uso de probióticos em gatos, sendo 

necessário isolar e caracterizar linhagens bacterianas com potencial probiótico que possam 

trazer impacto na saúde e bem-estar desses felinos. Bactérias do ácido lático foram isoladas de 

fezes e saliva de 3 gatos recém-desmamados e suas características probióticas foram 

investigadas. Foram identificadas 26 bactérias entre as espécies Limosilactobacillus reuteri 

(70,59%), Limosilactobacillus mucosae (2,94%), Lactiplantibacillus plantarum (2,94%), e 8 

isolados entre Enterococcus spp. (11,76%) e Staphylococcus spp. (11,76%). Os isolados foram 

submetidos a ensaios para avaliar as características funcionais (resistência ao suco gástrico 

artificial e sais biliares), benéficas (hidrofobicidade da superfície celular, produção de 

exopolissacarídeos, auto-agregação, co-agregação e antagonismo com patógenos) e de 

segurança (produção de gelatinase e hemólise, susceptibilidade a antimicrobianos). Vinte e 

nove isolados resistiram ao suco gástrico, sendo 23 tolerantes ou sensíveis a sais biliares. A 

baixa hidrofobicidade celular foi observada em 32 isolados, e nenhum produziu 

exopolissacarídeos. Auto-agregação média (33% - 66%) foi observada em nove, e dois 

mostraram alta co-agregação (>66%) com P. aeruginosa. Entretanto, 22 isolados demonstram 

atividade antagonista contra S. Typhimurium. Dez isolados foram selecionados para 

caracterização de segurança, todos os quais não apresentaram produção de gelatinase ou 

hemólise, e foram sensíveis a pelo menos 6 dos 10 antibióticos testados. Dentre esses, três 

linhagens foram selecionadas para avaliação in vivo em modelo murino de infecção por S. 

Typhimurium. Duas linhagens demonstraram alguma resistência com percentual de 

sobrevivência de 18,18% e 8,33%, indicando que embora promissoras os isolados necessitam 

mais estudos para aprimorar a eficácia. 
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ABSTRACT 

Dogs and cats have become integral to human life, driving increased attention to their health 

and well-being. Among emerging strategies to support pet health, probiotics represent a 

promising alternative for maintaining intestinal microbiota balance and managing dysbiosis. 

Research on probiotic use in cats remains limited, need to isolate and characterize bacterial 

strains with potential benefits for feline health. Lactic acid bacteria were isolated from the feces 

and saliva of three kittens and evaluated for their probiotic potential. 26 isolates were identified, 

comprising Limosilactobacillus reuteri (70.59%), Limosilactobacillus mucosae (2.94%), and 

Lactiplantibacillus plantarum (2.94%), in addition to eight isolates of Enterococcus spp. 

(11.76%) and Staphylococcus spp. (11.76%). The isolates were tested for functional (resistance 

to artificial gastric juice and bile salts), beneficial (cell surface hydrophobicity, 

exopolysaccharide production, auto-aggregation, co-aggregation, and pathogen antagonism), 

and safety (gelatinase and hemolysis production, antimicrobial susceptibility) characteristics. 

Twenty-nine isolates demonstrated resistance to gastric juice and 23 were tolerance or 

sensitivity to bile salts. Low cell surface hydrophobicity was noted in 32 isolates, and none 

produced exopolysaccharides. Moderate auto-aggregation (33%–66%) was observed in nine 

isolates, and two demonstrated high co-aggregation (>66%) with Pseudomonas aeruginosa. 

However, 22 isolates showed antagonistic activity against Salmonella Typhimurium. Ten 

isolates were selected for safety characterization, all don't have gelatinase and hemolytic 

activity, and were sensitive to at least six of ten antibiotics tested. From these, three strains were 

chosen for in vivo evaluation in a murine model of S. Typhimurium infection. Two strains 

obtained protective effects, with survival rates of 18.18% and 8.33%, these indicate probiotic 

potential, but further studies are necessary to enhance the efficacy of these strains. 

 

Keywords: probiotic; cat; lactic acid bacteria; pathogens; dysbiosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Felinos como animais de estimação 

 O número de cães e gatos como animais de companhia vem crescendo, tornando-se uma 

parte estável na vida dos seres humanos (YANG & WU, 2023). De acordo com Zha, Zhu e Che 

(2024), globalmente, as famílias possuem 471 milhões de cães e 373 milhões de gatos de 

estimação. Somente nos Estados Unidos, uma a cada duas famílias, e na China, uma em cada 

quatro famílias possuem um cachorro ou um gato como animal de companhia (ZHA; ZHU; 

CHE, 2024). No Brasil, segundo a Pesquisa Nacional de Saúde, a população de cães e gatos 

chega a 52,2 e 22,1 milhões, respectivamente (DEFELIPE; SAVALLI; OTTA, 2020). Em 

locais como os Estados Unidos e a Europa, a população de gatos já supera a de cães como 

animais domésticos, e o Brasil também apresenta essa tendência, com um maior crescimento 

da população felina (FELIPETTO et al, 2022). 

 Dentro deste cenário de aumento da população de animais de estimação, a interação 

com os animais de companhia tem sido relacionada a benefícios a saúde física e mental dos 

tutores (SCORESBY et al., 2021; LEE et al., 2022; YANG & WU, 2023). Segundo Defelipe, 

Savalli e Otta (2020), os donos de animais de estimação apresentam uma responsabilidade em 

relação aos animais, o que influencia na organização do cotidiano. As rotinas de cuidados 

diários para manter os animais de estimação motivam a prática de atividades físicas, como 

caminhadas diárias, cuidados de higiene e banho, e visitas ao veterinário. Além disso, a posse 

de animais de estimação também se relaciona com níveis mais baixos de depressão 

(DEFELIPE; SAVALLI; OTTA, 2020). 

A humanização dos animais de estimação é um fenômeno que reconhece os animais 

como membros da família e os trata como indivíduos com emoções (LEE et al., 2022). Um 

exemplo dessa humanização são animais de estimação realizando atividades humanas, como 

festas de aniversários para cães e gatos e dormir com os donos na cama (DEFELIPE; 

SAVALLI; OTTA, 2020). Os animais de companhia tornaram-se uma parte valiosa da vida dos 

seres humanos, com isso, nos últimos anos, tem aumentando o interesse na saúde e bem estar 

dos pets (LEE et al., 2022). Melhorias dos serviços veterinários, a redução da mortalidade e 

morbidade dos animais, e o aprimoramento na prevenção e combate a doenças desempenham 

um papel importante no aumento da qualidade de vida dos animais de estimação (RUDENKO 

et al., 2021). Entretanto, a proximidade dos pets com seus tutores possibilita condições 
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favoráveis para a transmissão de diversos patógenos, sendo fator de risco para zoonoses 

(FELIPETTO et al, 2022). 

1.2 Microbiota intestinal de felinos 

Os gatos evoluíram como animais carnívoros, com dietas ricas em proteínas e um trato 

gastrointestinal relativamente simples, mas que desempenha um papel importante na saúde 

desses animais, sendo necessário uma dieta rica em proteínas para suprir suas necessidades 

nutricionais (LEE et al, 2022). Contudo, ainda há poucos estudos sobre a microbiota do trato 

gastrointestinal de felinos (YANG &WU, 2023). Como os seres humanos, os animais 

domésticos possuem uma microbiota complexa, constituída principalmente de bactérias 

anaeróbias estritas ou facultativas (SUCHODOLSKI, 2022). 

 Em animais saudáveis, fatores como o sexo do animal e a idade podem influenciar a 

microbiota (LYU et al., 2020). O envelhecimento em animais também tem sido associado a 

diversas mudanças intestinais e, de alguma forma, relacionado à saúde desses animais (LEE et 

al., 2022). A composição da dieta também tem sido relacionada com alterações na população 

microbiana e no metabolismo do intestino de humanos e animais (LYU et al., 2020; 

SUCHODOLSKI, 2022) Outros fatores, como doenças e medicamentos, como antibióticos e 

quimioterápicos também podem influenciar a composição da microbiota intestinal 

(SUCHODOLSKI, 2022). O microbioma presente no trato gastrointestinal, atua em diferentes 

vias, afetando tanto a absorção quanto o metabolismo de diferentes nutrientes e na proteção do 

hospedeiro (LEE et al., 2022). 

 Em animais saudáveis, a diversidade e a carga microbiana aumentam ao longo do trato 

gastrointestinal (LYU et al., 2020). O número de bactérias presentes no estômago, intestino 

delgado, colón e fezes em cães e gatos é de maneira geral 104 – 105 UFC/g, 105 – 109 UFC/g, 

109 – 1011 UFC/g e 108 – 1011 UFC/g, respectivamente (YANG & WU, 2023). Os filos que 

predominam na microbiota intestinal de cães e gatos são Firmicutes, Fusobacteria e 

Bacteroidetes, os quais, quando presentes em equilíbrio pode exercer influência positiva na 

saúde do hospedeiro, modulando o sistema imune, defendendo contra patógenos intestinais e 

provendo vitaminas e nutrientes (SUCHODOLSKI, 2022). 

O trato gastrointestinal dos felinos possui uma grande variabilidade de microrganismos 

(LEE et al., 2022). Estudos mostram que espécies de Bacteroides ssp., Clostridium ssp., 
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Enterococcus ssp., Streptococcus ssp., Fusobacteria ssp. e Eubacteria ssp. estão presentes no 

intestino dos felinos (LEE et al., 2022; LYU et al., 2020;). O trato gastrointestinal de gatos 

inclui, como representantes de bactérias do ácido lático (BAL) L. acidophilus, L. salivarius, L. 

johnsonii, L. reuteri e L. sakei, que são bactérias láticas comumente encontradas no intestino 

de animais, incluindo humanos, embora a quantidade varie de indivíduo para indivíduo (LEE 

et al., 2022). 

 As bactérias possuem contato direto com as células epiteliais intestinais por estarem 

presente no lúmen intestinal ou aderidas à superfície da mucosa ou nas criptas intestinais 

(ZIESE & SUCHODOLSKI, 2021). Além das bactérias, os mamíferos abrigam no intestino 

outros microrganismos, como fungos, vírus e protistas; entretanto, a relação entre eles não está 

clara (SUCHODOLSKI, 2022; YANG & WU, 2023). Uma microbiota equilibrada e estável é 

fundamental para manter a saúde intestinal, produzindo metabólitos que podem ter um efeito 

positivo na saúde do hospedeiro, além de contribuir para a produção de energia pela degradação 

de nutrientes (YANG & WU, 2023; ZHA; ZHU; CHEN, 2024). Entre esses metabólitos está a 

produção de ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) por bactérias fermentadoras de 

carboidratos, principalmente butirato e propionato, que são utilizados como substrato 

energético pelas células epiteliais intestinais, contribuem para a integridade da barreira epitelial 

e possuem efeitos anti-inflamatórios (YANG & WU, 2023). A microbiota também pode 

promover resistência à colonização por potenciais patógenos, através da exclusão competitiva, 

e contribuir para a modulação da resposta imune inata e adaptativa (LYU et al., 2020; PLAZA-

DIAZ, 2019; ZHA; ZHU; CHEN, 2024). 

1.2.1 Disbiose em felinos 

Várias doenças têm sido relacionadas com a desregulação da microbiota intestinal, 

como a doença inflamatória do intestino, que, em gatos, se apresenta juntamente com uma 

quantidade alterada dos grupos de microrganismos intestinais (LYU et al., 2020; YANG & WU, 

2023). Sabe-se que a microbiota gastrointestinal desempenha um papel importante nas doenças 

que afetam o intestino; entretanto, as relações entre microbiota e doenças intestinais não estão 

bem esclarecidas (LYU et al., 2020). Estudar e caracterizar a microbiota intestinal de cães e 

gatos, identificar e entender os biomarcadores da microbiota associados a doenças do trato 

gastrointestinal é fundamental para entender a relação hospedeiro-microbiota e o 
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desenvolvimento de produtos para auxiliar na saúde dos animais domésticos (YANG & WU, 

2023). 

 Assim como em seres humanos, o desequilíbrio da microbiota em felinos pode levar a 

distúrbios gastrointestinais causados pela proliferação de enteropatógenos, bem como pelos 

processos metabólicos nos quais esses microrganismos participam (LYU et al., 2020). Essa 

perturbação da microbiota normal, que interrompe a relação de equilíbrio microbiota-

hospedeiro, e pode levar ao início de doenças, é definida como disbiose (LEE et al., 2022; LYU 

et al., 2020). Um exemplo é a redução de Bifidobacterium e aumento de Escherichia coli 

relatados em gatos com doença inflamatória intestinal (YANG & WU, 2023). Conforme 

observado por Zha, Zhu e Chen (2024), os antibióticos são comumente utilizados para tratar 

doenças nos animais de estimação, principalmente as do trato gastrointestinal. O uso frequente 

de antibióticos e a dosagem excessiva pode levar a resistência bacteriana ao antibiótico e 

perturbar o equilíbrio da microbiota intestinal, deixando os animais propensos a diarreia, 

constipação e outras doenças do trato gastrointestinal (ZHA; ZHU; CHEN, 2024). 

 Outros agentes além dos antibióticos podem auxiliar na prevenção e no tratamento de 

doenças em animais de estimação, sendo os probióticos a alternativa preferida para auxiliar no 

tratamento de problemas de saúde em felinos (LEE et al., 2022; ZHA; ZHU; CHEN, 2024). 

1.3 Probióticos 

 Define-se como probiótico um microrganismo vivo que, quando administrado em 

quantidades adequadas, confere benefícios à saúde do hospedeiro, devendo ser capazes de 

sobreviver à passagem pelo trato gastrointestinal e proliferar no intestino; ou seja, eles devem 

ser resistentes ao suco gástrico e capazes de crescer na presença de bile no intestino 

(FAO/WHO, 2002; HILL et al., 2014). 

 A ANVISA (2021) destaca que a avaliação do uso de probióticos inclui três fatores 

essenciais: comprovação da identidade da linhagem, segurança e efeito benéfico do 

microrganismo. Juntamente com a Autoridade Europeia para Segurança Alimentar (EFSA), a 

ANVISA também recomenda a presunção qualificada de segurança (QPS) para 

microrganismos empregados na produção de alimentos e ração (ANVISA, 2021; LEE et al., 

2022). O conhecimento prévio do microrganismo, como histórico de uso, aplicação industrial, 

reportes clínicos e banco de dados público, pode ser considerado como importante evidência 

para avaliar o uso seguro de algumas espécies microbiológicas (ANVISA, 2021; LEE et al., 
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2022). As diretrizes do QPS também estipulam que microrganismos que produtores de toxinas 

ou com fatores de virulência não poderem ser utilizados como probióticos. E deve ser 

assegurado que não existam genes adquiridos de resistência microbiana a antibióticos (LEE et 

al., 2022). A lista do QPS inclui unidades taxonômicas para bactérias, leveduras e vírus dos 

quais Lactobacillus e Bifidobacterium são representativos devido a um extenso registro de uso 

seguro (LEE et al., 2022). 

Lee et al (2022) observaram que os probióticos relacionados ao intestino, produzidos 

para cães e gatos, vêm ganhando popularidade entre os tutores no tratamento de doenças em 

felinos, sendo cada vez mais comercializados devido aos benefícios que podem trazer aos 

animais de companhia. O uso de probióticos demonstram prevenir e favorecer a recuperação de 

distúrbios digestivos, podendo ser também interessantes como auxiliares no tratamento de 

distúrbios metabólicos, como obesidade e diabetes tipo 2 (PLAZA-DIAS et al., 2019). 

Os probióticos fornecem benefícios ao hospedeiro ao modificar a microbiota 

gastrointestinal (LEE et al., 2022), bem como ao inibir a colonização por patógenos através da 

resistência à colonização e produção de substâncias antimicrobianas, como as bacteriocinas e 

os ácidos orgânicos (YANG & WU, 2023). Os probióticos também auxiliam na manutenção da 

integridade da barreira epitelial intestinal que é essencial para a homeostase intestinal, por ser 

a primeira barreira contra o ambiente externo, estimulando a produção de mucinas e proteínas 

de junção estreita, direta ou indiretamente (PLAZA-DIAS et al., 2019; YANG & WU, 2023). 

Podem influenciar as funções imunológicas, promovendo a diferenciação das células T, 

controlando os níveis de citocinas pró e anti-inflamatórias e estimulando a produção de sIgA – 

Imunoglobulina A secretória (PLAZA-DIAS et al., 2019). 

Vale ressaltar que o mecanismo de ação dos probióticos é heterogêneo e específico da 

linhagem (YANG & WU, 2023). Embora haja poucos relatos de eventos adversos relacionados 

ao consumo de probióticos em animais de pequeno porte, ainda se faz necessário abordar a 

segurança do consumo para os animais-alvos, fabricantes e proprietários. Um exemplo é o fato 

de linhagens do gênero Enterococcus, bactéria intestinal comum em cães e gatos, utilizadas 

como probiótico, não ser utilizadas em alguns países devido ao risco de infecção do hospedeiro 

pela transferência de genes de resistência antimicrobiano (LEE et al., 2022). Os Enterococcus 

possuem de maneira intrínseca a resistência a várias classes de antibiótico, além de serem 

microrganismos oportunistas que podem colonizar o intestino e, posteriormente atuar como 
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doadores de genes de resistência antimicrobiana para a microbiota indígena (BORTOLAIA et 

al., 2016). 

 O alvo direto dos probióticos é o trato gastrointestinal; porém, os efeitos benéficos desde 

consumo podem ser locais ou sistêmicos, atuando por múltiplos mecanismos de ação (YANG 

& WU, 2023). Estudos têm demonstrado que o uso de probióticos exercem atividade profilática 

ou terapêutica em doenças como diarreia, câncer de cólon, alergias e diabetes tipo 2 

(AINDELIS et al, 2020; ANATRIELLO et al, 2019; DANG et al, 2018; YUE et al, 2020). 

O intestino, estando diretamente em contato como o ambiente externo, desempenha um 

papel crucial na defesa contra infecções, permitindo a absorção de nutrientes e prevenindo a 

invasão por patógenos (HALLORAN & UNDERWOOD, 2019). A barreira intestinal, 

composta por células epiteliais, junções estreitas entre essas células, camada de muco e a 

atividade imunológica da lâmina própria (linfócitos, macrófagos e células dendríticas), limita a 

translocação bacteriana, e os probióticos contribuem para a manutenção ao reduzir a 

permeabilidade intestinal, alterando a camada de muco e as proteínas das junções estreitas 

(HALLORAN & UNDERWOOD, 2019). Além disso, conforme destacado por Plaza-Dias et 

al. (2019), os probióticos ajudam na exclusão competitiva de patógenos, competindo por sítios 

de receptores no trato gastrointestinal, sendo os mecanismos propostos para a exclusão 

bacteriana a redução do pH luminal, a competição por fontes nutricionais e a produção de 

bacteriocinas ou similares (PLAZA-DIAZ et al., 2019). 

Os probióticos influenciam a resposta imunológica inata e adaptativa do hospedeiro ao 

modular as células imunes como as células dendríticas, macrófagos e linfócitos B e T 

(HALLORAN & UNDERWOOD, 2019, MAZZIOTTA et al., 2023). Na superfície intestinal, 

incluindo o epitélio e o tecido conjuntivo subjacente, onde contém células efetoras do sistema 

imunológico, ocorrem as principais interações entre células intestinais e probióticos 

(HALLORAN & UNDERWOOD, 2019). As bactérias probióticas ativam as células epiteliais 

por meio de receptores de reconhecimento padrão (PRRs), estimulando as células T reguladoras 

que mantêm a homeostase imune na mucosa intestinal, enquanto antígenos intestinais são 

transferidos para células dendríticas por enterócitos, conhecidos por células microdobradas 

(células M), que processam e apresentam os probióticos para a células T, e as direciona para as 

células T auxiliares Th1, Th2, Th17 ou padrões regulatórios (MAZZIOTTA et al., 2023). Os 

probióticos também regulam a produção de imunoglobulina (Ig) A pelas células B, que ajudam 
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a controlar a adesão bacteriana ao tecido intestinal ao se ligarem e neutralizarem antígenos 

estranhos de agentes patogênicos (HALLORAN & UNDERWOOD, 2019). 

A população microbiana intestinal de felinos pode ser influenciada por fatores como 

dieta, estado de saúde e estilo de vida, com o aumento de bactérias patogênicas durante períodos 

de estresse e infecção, o que pode levar a problemas digestivos como redução de apetite, 

vômitos e diarreia (LEE et al., 2022). A suplementação da dieta de gatos com probiótico pode 

ser uma alternativa para aumentar o número de bactérias benéficas em felinos (ZHA; ZHU; 

CHEN, 2024). Alguns candidatos a probióticos melhoram a saúde de felinos (LEE et al., 2022); 

entretanto, os efeitos dos probióticos na promoção da saúde ainda não estão totalmente 

confirmados e os mecanismos não foram completamente esclarecidos (ZHA; ZHU; CHEN, 

2024). Além disso, faltam informações sobre as características inerentes de cada linhagem 

probiótica (LEE et al., 2022). 

O trato gastrointestinal dos felinos possui grande variabilidade microbiana com 

potencial probiótico, porém, ainda se faz necessário estudos para isolar e caracterizar linhagens 

bacterianas com potencial probiótico que possam trazer impacto na saúde e bem-estar dos gatos. 
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2. OBJETIVOS GERAL E ESPECÍFICOS 

 O objetivo geral deste trabalho foi obter linhagens de bactérias ácido-láticas da cavidade 

oral e de fezes de gatos, isoladas, identificadas e com o potencial probiótico comprovado por 

ensaios in vitro e in vivo. 

 Os objetivos específicos foram: 

1. Isolar bactérias láticas de fezes e da cavidade oral de gatos domésticos recém- 

desmamados, sem distinção de raça, que não tivessem sido submetidos, bem como as 

suas genitoras a antibioticoterapia; 

2. Identificar as linhagens bacterianas isoladas; 

3. Avaliar a capacidade de crescimento em aerobiose; 

4. Avaliar as linhagens isoladas quanto à sensibilidade ao suco gástrico artificial e a sais 

biliares; 

5. Avaliar a hidrofobicidade da superfície celular; 

6. Avaliar a capacidade hemolítica das bactérias isoladas; 

7. Avaliar a produção de exopolissacarídeos; 

8. Avaliar o potencial de auto-agregação e co-agregação com patógenos; 

9. Avaliar in vitro o antagonismo das bactérias isoladas contra bactérias patógenas; 

10. Avaliar a susceptibilidade a antibióticos; 

11. Avaliar a produção de gelatinase; 

12. Avaliar o efeito protetor de linhagens selecionadas por testes in vitro em modelo murino 

de infecção por Salmonella Typhimurium. 
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3. METODOLOGIA 

3.1 Isolamento, identificação, manutenção e cultivo de bactérias 

Após o consentimento livre e esclarecido de seus respectivos tutores (ANEXO A), 

foram realizadas coletas de fezes e swab oral em cinco filhotes de gato doméstico (Felis catus), 

de qualquer raça, com aproximadamente 40 dias de vida, que não tivessem recebido outra dieta 

a não ser o leite materno e que não tivessem sido submetidos a antibioticoterapia. Esse 

procedimento contou com a aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG, número 177/2023) (ANEXO B). Após 

a coleta, o material experimental foi armazenado a 4°C e processado no menor tempo possível. 

Todas as amostras foram homogeneizadas e diluídas em água peptonada, plaqueadas em ágar 

MRS (De Man, Rogosa e Sharpe) e incubadas em jarras de anaerobiose por 24 - 48 horas a 

37ºC. As colônias com morfotipos diferentes foram cultivadas em caldo MRS, por 24 horas a 

37ºC. Para a identificação preliminar, os isolados foram submetidos à coloração de Gram e 

exame de morfologia bacteriana. Bactérias Gram positivas, com morfologia de bacilos ou 

cocobacilos, foram testados para a atividade da catalase. Aqueles isolados com resultado 

negativo para catalase foram considerados como prováveis bactérias láticas e foram 

armazenadas em freezer -80ºC até o momento da identificação final, por espectrometria de 

massa MALDI-TOF (OLIVEIRA et al., 2020; ZANIRATI et al., 2015). Para a verificação da 

capacidade de crescimento em aerobiose, as linhagens isoladas foram cultivadas por duas vezes 

consecutivas em caldo MRS incubado a 37ºC durante 24 horas em anaerobiose. Em seguida, 

foram inoculadas em caldo MRS e incubadas a 37ºC em aerobiose. O acompanhamento do 

crescimento foi realizado durante 24 horas por leitura de densidade ótica a 600nm e contagem 

de colônias em placas. Antes de cada experimento subsequente, as linhagens isoladas e 

selecionadas por sua capacidade de crescer em aerobiose foram cultivadas duas vezes em caldo 

MRS com 4% v/v de uma cultura estacionaria fresca e incubado a 37ºC durante 24 horas em 

aerobiose (ZANIRATI et al., 2015). 

3.2 Sensibilidade a suco gástrico artificial 

Em dois microtubos foram distribuídos 100µL de suspensão de cada linhagem, crescidas 

como descrito no item 3.1. Estes foram centrifugados a 13000 rpm (Thermo Scientific 

Centrifuga Heraeus Megafuge 8R), por 1 minutos. Ao precipitado de cada tubo foi adicionada 

1mL de solução salina 0,85% com pH 7,0 (tubo controle) ou 1mL suco gástrico artificial (NaCl 
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2 g/L, pepsina 3,2 g/L, pH 2,5), diluindo-os 10x. Os microtubos foram incubados a 37 °C por 

2 horas e, posteriormente, centrifugados nas mesmas condições anteriores. O precipitado foi 

ressuspendido em caldo MRS. Para avaliar a viabilidade das células, alíquotas de 200 µL dos 

inóculos do controle e das amostras tratadas com suco gástrico artificial foram aplicadas, em 

triplicata, em poços de microplaca. As placas foram incubadas em um leitor ELISA (Microplate 

Spectrophotometer System SpectraMax 340 – Molecular Devices) a 37 °C. A absorbância do 

cultivo foi determinada pela leitura de DO 600nm a cada 30 minutos, durante 24 horas e a 

porcentagem de inibição de crescimento foi calculada pela fórmula (CT-SG/CT) x 100, sendo 

que SG e CT correspondem à área sob a curva de crescimento das bactérias tratadas com suco 

gástrico artificial e do controle, respectivamente. As linhagens foram classificadas como: 

sensíveis (% inibição > 60%), tolerantes (60% ≥ % inibição ≥ 40%) ou resistentes (% inibição 

< 40%) (SILVA et al, 2013). O ensaio foi realizado em duplicata. 

3.3 Sensibilidade à sais biliares 

Para avaliar a resistência aos sais biliares foi adaptado a partir do protocolo de Silva et 

al. (2013). Foram preparados inóculos a 2% v/v em caldo MRS puro (controle) ou MRS 

suplementado com 0,30% de sais biliares. A fim de avaliar a viabilidade das células, 200 µL 

dos inóculos do controle e das amostras desafiadas com sais biliares foram distribuídas, em 

triplicata, nos poços de microplaca. As placas foram incubadas a 37ºC em leitor ELISA 

(Microplate Spectrophotometer System SpectraMax 340 – Molecular Devices). A absorbância 

do cultivo foi determinada pela leitura de DO 600nm a cada 30 minutos durante 18 horas, e o 

percentual de inibição de crescimento foi calculado pela fórmula (CT-SB/CT) x 100, sendo SB 

e CT correspondem à área sob as curvas de crescimento das bactérias na presença de sais 

biliares e do controle, respectivamente. As linhagens foram classificadas como sensíveis (% 

inibição > 60%), tolerantes (60% ≥ % inibição ≥ 40%) e resistentes (% inibição < 40%). O 

ensaio foi realizado em duplicata. 

3.4 Hidrofobicidade da superfície celular 

As medidas de hidrofobicidade celular foram determinadas através da adesão a 

solventes, determinado pelo MATS (Microbial Adhesion to Solvents). As culturas foram 

centrifugadas, lavadas duas vezes com PBS (solução salina, pH=7,4) e ressuspendidas com 

solução de KNO3 (0,1 M, pH 6,2). A turbidez foi ajustada para uma DO 600nm de 0,6-0,9 (A0). 

Um volume de 0,6 mL de xileno (solvente apolar) foi adicionado a 3,6 mL da suspensão 
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microbiana e após 10 minutos de pré-incubação à temperatura ambiente, as duas fases do 

sistema foram homogeneizadas por 2 minutos em vórtex. A fase aquosa foi removida após 50 

minutos de repouso e sua DO 600nm foi medida (A1). A porcentagem de MATS foi calculada 

segundo a fórmula (A0 – A1/ A0) x 100, onde A0 é a medida da turbidez ajustada e A1 a medida 

turbidez após repouso. Bactérias láticas com resultados de % MATS > 66% foram classificadas 

como hidrofóbicas; % MATS entre 33% e 66%, classificadas como moderadamente 

hidrofóbicas e % MATS < 33%, classificadas como hidrofílicas (SILVA et al, 2013). O 

experimento foi realizado em duplicata. 

3.5 Avaliação da produção de exopolissacarídeos 

A verificação de produção de exopolissacarídeos (EPS) foi observada através do 

crescimento dos microrganismos estriados em três diferentes meios de cultura: ágar MRS e ágar 

MRS modificado por substituição da glicose (2%) por sacarose (8%) (sMRS) ou lactose (5%) 

(lMRS). As placas foram incubadas em aerobiose a 37°C por 48 horas. Foram considerados 

produtores de EPS as linhagens que apresentaram colônias viscosas nos meios acrescidos dos 

açúcares lactose ou sacarose (PAIVA et al., 2016). Para controle positivo foi utilizado uma 

linhagem de Weissella paramesentroides WpK4 produtora de EPS. 

3.6 Potencial de auto-agregação 

 Quatro mililitros de cada linhagem após crescimento em caldo MRS foram 

centrifugados a 1400 rpm (Thermo Scientific Centrifuga Heraeus Megafuse 8R) por 10 minutos, 

lavados duas vezes com solução salina 0,85% e ajustada para uma DO 600 nm de 0,6-0,7. Em 

um microtubo foi colocado 1 mL da amostra e agitado por 2 minutos em vórtex. Em seguida, 

as amostras permaneceram em repouso por 2 horas. Após esse período, 100 µL da porção 

superior da suspensão do tubo foram retirados para a leitura da absorbância final a 600nm. Os 

resultados foram obtidos através da fórmula: 1 – (AT/A0) x 100, na qual AT corresponde à 

absorbância no tempo 2 horas e A0, a absorbância no tempo 0. As linhagens foram classificadas 

quanto à autoagregação como alto (67-100%), médio (34 - 66%) e baixo (0 - 33%) 

(STEINBERG et al., 2022). 

3.7 Potencial de co-agregação com patógenos 
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Os experimentos de co-agregação foram realizados com as seguintes bactérias 

patogênicas: Salmonella enterica subsp. enterica sorovar. Typhimurium (ATCC 14028), 

Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25853), Listeria 

monocytogenes (ATCC 15313) e Staphylococcus aureus (ATCC 292130). Os patógenos 

pertencem à coleção de culturas do Laboratório de Biologia e Biotecnologia de Bactérias e estão 

conservadas em criotubos contendo caldo BHI (Acumedia) acrescido de 20% glicerol (80% 

v/v), mantidos em freezer -80 ºC. Antes de cada experimento, os patógenos foram ativados no 

mínimo duas vezes em caldo BHI e incubados em aerobiose por 24 horas a 37°C. 

Bactérias láticas e patógenos foram cultivados a 37ºC em 10 mL de caldo MRS e caldo 

BHI, respectivamente. Em seguida, foram centrifugados a 1400 rpm (Thermo Scientific 

Centrifuga Heraeus Megafuge 8R) por 10 minutos, lavadas 2 vezes com solução salina 0,85%, 

homogeneizados em 10 mL desta mesma solução e ajustada para uma DO 600 nm de 0,6-0,7. 

Para os tubos controle, 2 mL de cada suspensão de bactérias láticas e 2 mL de suspensão de 

cada patógeno foram retirados e agitados por 2 minutos antes da leitura da absorbância a 600 

nm. Nos demais tubos, 1 mL de cada linhagem foi misturado com 1 mL de cada patógeno, 

sendo agitados por 2 minutos antes da leitura da absorbância a 600 nm. Após 3 horas de 

manutenção das amostras em repouso, 100 µL da porção superior da suspensão contida em cada 

tubo foram retirados para leitura da absorbância a 600 nm. O experimento foi realizado em 

duplicata. Os resultados foram obtidos através da fórmula, sendo AX a absorbância do tubo 

controle das bactérias láticas e AY o controle do patógeno, enquanto A(X+Y) corresponde à 

absorbância do tubo contendo a mistura (BAL + PAT): % C𝑜-agregação = {[(𝐴X + 𝐴𝑌)/2 – 

A(X + Y)] / (𝐴X + 𝐴Y)/ 2)} 𝑥 100. As linhagens foram classificadas quanto à co-agregação 

como alto (67-100%), médio (34 - 66%) e baixo (0 - 33%) (STEINBERG et al., 2022). 

3.8 Teste de antagonismo in vitro contra bactérias patogênicas 

O teste in vitro para verificar a produção de substâncias inibitórias difusíveis foi 

realizado pelo método de difusão em camada dupla, adaptado de Silva et al. (2013), em 

duplicata. Foram utilizados os mesmos patógenos do ensaio de co-agregação. Cinco microlitros 

de cada cultura de bactéria lática foram inoculados no centro de uma placa contendo ágar MRS, 

seguindo-se incubação a 37ºC por 24-48 horas para o crescimento do microrganismo. Para 

interromper a multiplicação microbiana, a cultura foi exposta ao vapor de clorofórmio por 30 

minutos. Em seguida, as placas foram abertas pelo mesmo tempo para evaporação do solvente 
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residual. Uma sobrecamada de 5 mL de ágar BHI semi-sólido, inoculada com 25 µL (0,5% v/v) 

de uma cultura bacteriana patogênica reveladora, será espalhada sobre o ágar MRS. As placas 

foram incubadas a 37ºC por 24-48 horas e o diâmetro dos halos de inibição foram medidos com 

paquímetro digital (Mitutoyo, Japão). As amostras foram consideradas produtoras de 

substâncias antagonistas quando houver halo de inibição de crescimento da bactéria reveladora, 

independentemente do tamanho. 

3.9 Avaliação da capacidade hemolítica 

Para determinar a atividade hemolítica, as linhagens foram estriadas em placas de ágar 

MRS adicionado de 5% v/v de sangue de carneiro desfibrinado. Em seguida foram incubadas 

até 48 horas a 37°C. Para o controle positivo da β-hemólise foi utilizado uma linhagem de 

Streptococcus pyogenes (ATCC 19615). O desenvolvimento de uma zona clara de hemólise em 

torno das colônias foi considerado como resultado positivo. O experimento foi realizado em 

duplicata (FADDA et al., 2017). 

3.10 Avaliação da produção de gelatinase 

 Tubos contendo caldo MRS suplementado com 12% de gelatina foram inoculados com 

três colônias de cada linhagem, utilizando uma agulha de repicagem, e incubados a 37°C por 

72 horas. Após incubação, os tubos foram refrigerados por 30 minutos e, em seguida, foram 

verificados se houve solidificação completa do meio (gelatinase negativa) ou se permaneceu 

líquido (gelatinase positiva) (OLIVEIRA et al., 2020). 

3.11 Teste de susceptibilidade a antimicrobianos 

A susceptibilidade a antimicrobianos foi determinada pelo método de difusão em meio 

sólido utilizando-se discos impregnados com antimicrobianos, em duplicata. Para cada 

antimicrobiano testado, os microrganismos foram classificados como sensível, moderadamente 

sensível ou resistente de acordo com os pontos de corte sugeridos por CHARTERIS et al. (1998) 

e ANVISA (2005). Para este teste, as culturas foram inoculadas em ágar MRS e incubadas a 

37°C por 24-48h, em aerobiose. A partir da cultura em meio sólido, foram preparadas 

suspensões de cada linhagem em solução salina 0,85% (p/v), esterilizada, até atingir a turbidez 

equivalente a 0,5 da escala de Mac Farland, correspondente a cerca de 108 UFC/mL. Alíquotas 

de 0,1 mL das suspensões bacterianas foram então semeadas em ágar MRS com o auxílio de 



27 
 

 
 

um swab estéril. Em seguida os discos antimicrobianos - foram Doxiciclina (30µg), 

Clorafenicol (30µg), Amoxilina (10µg), Cefazolina (30µg), Cefoxitina (30µg), Marbofloxacina 

(5µg), Enrofloxacina (5µg), Cefalexina (30µg), Ceftriaxona (30µg), Penicilina (10 U) - foram 

depositados sobre a superfície da placa e incubadas a 37°C por 24-48 horas, em aerobiose e a 

medida dos halos de inibição foram realizadas com paquímetro digital (Mitutoyo, Japão). 

3.12 Avaliação do potencial probiótico in vivo – Modelo murino de infecção por Salmonella 

enterica subsp. enterica sorovar. Typhimurium 

 Foram utilizados camundongos BALB/c, fêmeas, com 3-4 semanas de idade fornecidas 

pelo Biotério Central/ UFMG. Os animais foram mantidos em mini-isoladores (Alesco, Monte 

Mor, SP, Brasil), mantidos em sistema de gaiolas ventiladas em biotério com iluminação 

controlada (12 horas de luz e 12 horas de escuro), umidade (60 – 80%) e temperatura (22 ± 

5ºC), recebendo água e dieta comercial (Nuvital, Curitiba, Brasil) ad libitum. Esse experimento 

conta com a aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de 

Minas Gerais (CEUA/UFMG, número 177/2023) (ANEXO B). 

 Para o ensaio de sobrevivência foi adaptado de ALVIM et al (2016), os animais foram 

divididos em quatro grupos contento 12 animais em cada, sendo 1 grupo controle e 3 

experimentais. Para os grupos experimentais, três isolados foram selecionados baseados nos 

ensaios in vitro quanto às suas características funcionais e de segurança, e para o grupo controle 

foi utilizado solução salina à 0,85%. As culturas puras das linhagens selecionadas ou a solução 

salina foram administradas diariamente nos animais por gavagem (100µL da suspensão 

contendo aproximadamente 108 UFC/mL) durante todo o experimento. No 10º dia de 

administração das linhagens selecionadas os animais foram desafiados com 100 µL de 

suspenção contendo 107 UFC/mL da bactéria Salmonella enterica subsp. enterica sorovar. 

Typhimurium (ATCC 14028), previamente cultivada em caldo BHI por 24h a 37ºC. A 

administração oral das linhagens selecionadas ou solução salina continuaram até o final do 

experimento. A sobrevivência e desenvolvimento ponderal foi observado até o 38º dia (ALVIM 

et al, 2016). 

3.13 Análises estatísticas 

Os resultados foram analisados no GraphPad Prism Versão 8 (GraphPad software Inc., 

San Diego, CA, Estados Unidos), sendo considerados como diferença estatística os valores com 
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nível de significância inferior a 5%. As variáveis paramétricas foram submetidas à análise de 

variância (ANOVA) seguida pelos pós-testes quando necessário (Tukey ou teste t). 
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4. RESULTADOS 

4.1 Isolamento, caracterização morfofisiológica e identificação dos isolados 

 Inicialmente as amostras passaram por uma diluição seriadas e a plaqueadas em 

duplicatas. A diluição 107 foi contada obtendo uma média de 1,33x1010 UFC/g na primeira 

amostra, 1,50x1010 UFC/g na segunda amostra e 2,38x1010 UFC/g na terceira amostra de fezes 

de gato. 

Quarenta e nove isolados bacterianos foram obtidos de 3 amostras de fezes e 10 de saliva 

de filhote de gatos e submetidos à coloração de Gram e teste de catalase. Trinta e quatro foram 

selecionadas após identificação preliminar, por atenderem às características das bactérias 

láticas, ou seja, sendo essas Gram positivas como morfologia de bacilo ou cocos, e catalase 

negativa. Após a identificação preliminar os 34 isolados foram encaminhados para identificação 

final por espectrometria de massa MALDI-TOF (Tabela 1). 

Tabela 1: Identificação bacteriana dos isolados felinos. 

Isolado Local Espécie Isolado Local Espécie 

A6C Fezes Limosilactobacillus 

reuteri 

S3A Saliva Enterococcus hirae 

6E Fezes Limosilactobacillus 

reuteri 

S4A Saliva Enterococcus hirae 

A6F Fezes Limosilactobacillus 

reuteri 

S5B Saliva Enterococcus hirae 

6G Fezes Staphylococcus hominis S6D Saliva Limosilactobacillus 

reuteri 

A6H Fezes Limosilactobacillus 

reuteri 

S6E Saliva Limosilactobacillus 

reuteri 

A7A Fezes Limosilactobacillus 

reuteri 

S9A Saliva Limosilactobacillus 

reuteri 

A7B Fezes Limosilactobacillus 

reuteri 

S9C Saliva Limosilactobacillus 

reuteri 

A7D Fezes Limosilactobacillus 

reuteri 

S10B Saliva Limosilactobacillus 

reuteri 

A7E Fezes Limosilactobacillus 

reuteri 

6 A1 Fezes Lactiplantibacillus 

plantarum 

A7J Fezes Limosilactobacillus 

reuteri 

A6D2 Fezes Limosilactobacillus 

reuteri 

A7K Fezes Limosilactobacillus 

reuteri 

7C1 Fezes Limosilactobacillus 

reuteri 

A8C Fezes Limosilactobacillus 

mucosae 

A7F2 Fezes Staphylococcus warnei 

A8E Fezes Limosilactobacillus 

reuteri 

A7G1 Fezes Limosilactobacillus 

reuteri 

A8G Fezes Limosilactobacillus 

reuteri 

A7H2 Fezes Limosilactobacillus 

reuteri 
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8H Fezes Limosilactobacillus 

reuteri 

A7I1 Fezes Limosilactobacillus 

reuteri 

8K Fezes Limosilactobacillus 

reuteri 

S6A Saliva Staphylococcus 

epidermidis 

S2A Saliva Enterococcus hirae S6B Saliva Staphylococcus caprae 

 Ao todo, 34 isolados foram identificados, sendo 23 (67,65%) provenientes de amostras 

fecais e 11 (32,35%) da cavidade oral de felinos. Dentre as espécies encontradas, 20 (70,59%) 

pertenciam a Limosilactobacillus reuteri, 1 (2,94%) a Limosilactobacillus mucosae e 1 (2,94%) 

a Lactiplantibacillus plantarum. Além de 8 isolados entre Staphylococcus ssp. (11,76%) e 

Enterococcus ssp. (11,76%) (Figura 1). 

Figura 1: Gráfico de diversidade das espécies isoladas em felinos. 

4.2 Caracterização probiótica in vitro 

 A caracterização das propriedades funcionais in vitro observa o comportamento 

específico das linhagens e estabelece critérios para seleção de testes in vivo posteriores. 

4.2.1 Resistência a suco gástrico 

 Para analisar a resistência dos isolados de felinos a suco gástrico, os microrganismos 

foram inoculados em suco gástrico artificial com pH 2,5 por 2 horas e o crescimento em MRS 

dos isolados foi acompanhado por 24 horas. Os dados foram compilados em gráficos e o 

percentual de inibição foi calculado pela diferença da área sob a curva de crescimento gerada 

do controle em relação aos microrganismos que tiveram contato com suco gástrico (Tabela 2). 
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Tabela 2: Percentual de inibição frente ao desafio de suco gástrico 

Isolados Classificação % inibição 

Média 

SD¹ 

A6C Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE 6,18 1,39 

6E Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE 22,63 18,86 

A6F Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE 18,16 25,34 

6G Staphylococcus hominis SENSÍVEL 88,53 1,45 

A6H Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE 10,35 0,34 

A7A Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE -4,77 13,46 

A7B Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE 1,78 1,41 

A7D Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE 6,61 3,83 

A7E Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE 8,77 1,00 

A7J Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE 12,40 11,66 

A7K Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE 5,92 4,24 

A8C Limosilactobacillus mucosae RESISTENTTE -69,37 1,64 

A8E Limosilactobacillus reuteri TOLERANTE 47,83 54,01 

A8G Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE 10,55 14,21 

8H Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE 7,89 13,48 

8K Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE 19,64 20,10 

S2A Enterococcus hirae RESISTENTTE 14,71 19,83 

S3A Enterococcus hirae RESISTENTTE 9,49 8,07 

S4A Enterococcus hirae RESISTENTTE 21,27 4,43 

S5B Enterococcus hirae RESISTENTTE 29,83 3,22 

S6D Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE -1,85 5,41 

S6E Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE -10,51 16,91 

S9A Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE -2,98 1,25 

S9C Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE 12,28 4,87 

S10B Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE 1,38 2,13 

6 A1 Lactiplantibacillus plantarum RESISTENTTE 19,71 3,61 

A6D2 Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE 4,36 19,93 

7C1 Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE -9,03 1,71 

A7F2 Staphylococcus warnei SENSÍVEL 83,25 13,56 

A7G1 Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE -3,57 1,92 

A7H2 Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE -6,44 3,91 

A7I1 Limosilactobacillus reuteri RESISTENTTE -8,06 1,75 

S6A Staphylococcus epidermidis SENSÍVEL 79,25 15,19 

S6B Staphylococcus caprae SENSÍVEL 89,75 3,49 
1 SD – Desvio Padrão. 

Como pode ser observado na Tabela 2, 29 isolados (85,29%) expostos ao suco gástrico 

artificial mostraram-se resistentes, apresentando percentuais de inibição inferiores a 40%. As 

amostras Staphylococcus hominis – 6G, Staphylococcus warnei – A7F2, Staphylococcus 

epidermidis – S6A e Staphylococcus caprae – S6B foram classificadas como sensíveis, com 

percentuais de inibição superiores a 60%. Apenas uma amostra, Limosilactobacillus reuteri – 

A8E, foi considerada tolerante com o percentual de inibição entre 40 e 60% (47,83%). No 

Apêndice A é mostrado os gráficos com a cinética de crescimento de cada um dos isolados. 
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4.2.2 Resistência a sais biliares 

 A resistência a sais biliares foi avaliada observando o crescimento dos isolados na 

presença de sais biliares (Oxgall) por 18 horas. A curva de crescimento foi avaliada pela 

diferença da área sob a curva na ausência (MRS puro) ou presença (MRS + 0,3% Oxigall) de 

sais biliares e classificados quanto a sua tolerância, como pode ser observado na Tabela 3. 

Tabela 3: Percentual de inibição e classificação dos isolados quanto à tolerância a sais biliares 

Isolados Classificação % inibição 

Média 

SD¹ 

A6C Limosilactobacillus reuteri SENSÍVEL 69,00 5,10 

6E Limosilactobacillus reuteri TOLERANTE 58,75 29,24 

A6F Limosilactobacillus reuteri SENSÍVEL 68,97 6,12 

6G Staphylococcus hominis TOLERANTE 56,79 9,33 

A6H Limosilactobacillus reuteri TOLERANTE 59,89 9,47 

A7A Limosilactobacillus reuteri SENSÍVEL 61,14 1,43 

A7B Limosilactobacillus reuteri TOLERANTE 43,27 11,36 

A7D Limosilactobacillus reuteri RESISTENTE 37,21 17,52 

A7E Limosilactobacillus reuteri TOLERANTE 58,10 0,65 

A7J Limosilactobacillus reuteri TOLERANTE 43,68 2,20 

A7K Limosilactobacillus reuteri SENSÍVEL 63,92 12,11 

A8C Limosilactobacillus mucosae TOLERANTE 47,38 4,74 

A8E Limosilactobacillus reuteri TOLERANTE 59,67 2,74 

A8G Limosilactobacillus reuteri TOLERANTE 50,33 7,88 

8H Limosilactobacillus reuteri TOLERANTE 51,53 5,58 

8K Limosilactobacillus reuteri TOLERANTE 59,45 23,96 

S2A Enterococcus hirae RESISTENTE 8,13 8,25 

S3A Enterococcus hirae RESISTENTE 9,49 9,93 

S4A Enterococcus hirae RESISTENTE 9,34 0,05 

S5B Enterococcus hirae RESISTENTE 12,45 8,09 

S6D Limosilactobacillus reuteri TOLERANTE 44,36 128,70 

S6E Limosilactobacillus reuteri SENSÍVEL 62,45 2,94 

S9A Limosilactobacillus reuteri SENSÍVEL 63,84 1,52 

S9C Limosilactobacillus reuteri TOLERANTE 58,02 0,72 

S10B Limosilactobacillus reuteri SENSÍVEL 84,33 2,02 

6 A1 Lactiplantibacillus plantarum RESISTENTE 29,32 7,64 

A6D2 Limosilactobacillus reuteri TOLERANTE 54,45 3,74 

7C1 Limosilactobacillus reuteri TOLERANTE 55,40 2,94 

A7F2 Staphylococcus warnei SENSÍVEL 86,01 0,05 

A7G1 Limosilactobacillus reuteri SENSÍVEL 74,12 4,12 

A7H2 Limosilactobacillus reuteri SENSÍVEL 67,40 5,15 

A7I1 Limosilactobacillus reuteri SENSÍVEL 64,66 4,99 

S6A Staphylococcus epidermidis RESISTENTE 39,52 0,97 

S6B Staphylococcus caprae TOLERANTE 40,65 1,36 
1 SD – Desvio Padrão. 

 O desafio à sais biliares se mostrou um fator de segregação uma vez que apenas 20,59% 

dos isolados se mostraram resistente a presença de sais biliares. Os isolados resistentes foram: 
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Limosilactobacillus reuteri – A7D, Lactiplantibacillus plantarum – 6A1, Enterococcus hirae- 

S2A, Enterococcus hirae – S3A, Enterococcus hirae – S4A, Enterococcus hirae – S5B e 

Staphylococcus epidermidis – S6A. Entretanto, os percentuais de isolados tolerantes ou 

sensíveis foram de 47,06% e 32,35%, respectivamente. 

As figuras abaixo ilustram as curvas de crescimento classificadas como resistente 

(Figura 2), tolerante (Figura 3) e sensível (Figura 4) à presença de sais biliares. No Apêndice 

B, são mostrados os gráficos com a cinética de crescimento de cada um dos isolados, tanto na 

presença quanto na ausência de sais biliares (0,3% Oxgall). 

 
Figura 2: Curva de crescimento do isolado Lactiplantibacillus plantarum - 6A1 resistente a sais biliares 

(Oxgall 0,3%). 

 
Figura 3: Curva de crescimento do isolado Limosilactobacillus reuteri - A6D2 tolerante a sais biliares 

(Oxgall 0,3%). 
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Figura 4: Curva de crescimento do isolado Limosilactobacillus reuteri - A7H2 sensível a sais biliares 

(Oxgall 0,3%). 

4.2.3 Hidrofobicidade da superfície celular 

 Para avaliar a hidrofobicidade da superfície celular dos isolados foi utilizado o teste de 

MATS utilizando o hidrocarboneto xileno como solvente orgânico. Os isolados foram 

classificados como hidrofóbicos (% MATS > 66%), moderadamente hidrofóbicos (% MATS 

entre 33% e 66%) e hidrofílicos (% MATS < 33%), como demonstrado na Tabela 4. 

Tabela 4: Teste de adesão dos microrganismos a solventes 

Isolados % MATS SD¹ 

A6C Limosilactobacillus reuteri - 2,41 3,34 

6E Limosilactobacillus reuteri - 2,56 14,29 

A6F Limosilactobacillus reuteri - 1,85 6,61 

6G Staphylococcus hominis 10,08 6,37 

A6H Limosilactobacillus reuteri - 10,65 21,91 

A7A Limosilactobacillus reuteri - 12,23 16,77 

A7B Limosilactobacillus reuteri - 11,02 24,40 

A7D Limosilactobacillus reuteri - 5,66 7,39 

A7E Limosilactobacillus reuteri - 0,39 6,99 

A7J Limosilactobacillus reuteri - 2,57 9,87 

A7K Limosilactobacillus reuteri 6,42 11,47 

A8C Limosilactobacillus mucosae 20,18 25,33 

A8E Limosilactobacillus reuteri 11,27 18,85 

A8G Limosilactobacillus reuteri 7,81 5,48 

8H Limosilactobacillus reuteri - 8,74 3,94 

8K Limosilactobacillus reuteri - 3,16 4,79 

S2A Enterococcus hirae 12,39 6,74 

S3A Enterococcus hirae 1,36 5,75 

S4A Enterococcus hirae 7,85 4,49 

S5B Enterococcus hirae 10,31 4,24 

S6D Limosilactobacillus reuteri - 2,27 6,65 

S6E Limosilactobacillus reuteri 2,74 9,54 

S9A Limosilactobacillus reuteri 0,20 3,34 

S9C Limosilactobacillus reuteri 0,39 6,36 
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S10B Limosilactobacillus reuteri - 2,75 9,77 

6 A1 Lactiplantibacillus plantarum 35,99 46,00 

A6D2 Limosilactobacillus reuteri 0,55 16,71 

7C1 Limosilactobacillus reuteri 9,39 13,33 

A7F2 Staphylococcus warnei 65,37 20,81 

A7G1 Limosilactobacillus reuteri - 3,16 5,99 

A7H2 Limosilactobacillus reuteri - 12,38 10,96 

A7I1 Limosilactobacillus reuteri - 4,97 17,69 

S6A Staphylococcus epidermidis - 7,45 10,22 

S6B Staphylococcus caprae 8,47 58,82 

1 SD – Desvio Padrão. 

 O teste de adesão a solvente foi realizado em triplicada e apenas 2 microrganismos 

mostraram-se moderadamente hidrofóbicos, com %MATS superior a 33%, sendo estes 

Lactiplantibacillus plantarum – 6A1 e Staphylococcus warnei – A7F2. Todos os outros 32 

isolados foram classificados como hidrofílicos, com valores inferiores a 33%. 

4.2.4 Produção de Exopolissacarídeos 

A produção de EPS, foi observada pelo o crescimento dos isolados nos diferentes meios de 

cultura, sendo esses o ágar MRS e o MRS modificado por substituição da glicose por sacarose 

ou lactose. Percebeu-se dificuldade das colônias em crescer nos meios modificados, observando 

pouco ou nenhum crescimento dos isolados como mostrado na Figura 5. 

 

Figura 5: Crescimento do isolado A6C Limosilactobacillus reuteri nos meios com substituição da 

glicose. MRS modificados por substituição da glicose: (A) sMRS (MRS + 8% de sacarose), (B) ágar 

MRS industrial, (C) gMRS (MRS +2% de glicose), (D) lMRS (MRS+5% de lactose). 

 Nove dos 34 isolados cresceram nos meios em que a glicose foi substituída por sacarose 

ou lactose, como pode ser mostrado na Tabela 5. Entretanto, não foi observada a produção de 

A 

D C 

B A B 

D C 
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EPS pelos isolados (Figura 6), ou seja, não foram observadas colônias com aspecto viscoso 

nos meios acrescidos dos açúcares lactose e sacarose. 

Tabela 5: Crescimento dos isolados nos meios modificados 

Isolados MRS gMRS sMRS lMRS 

A6C Limosilactobacillus reuteri + - ± ± 

6E Limosilactobacillus reuteri + - ± ± 

A6F Limosilactobacillus reuteri + - ± ± 

6G Staphylococcus hominis + + + ± 

A6H Limosilactobacillus reuteri + - ± ± 

A7A Limosilactobacillus reuteri + - ± ± 

A7B Limosilactobacillus reuteri + - ± ± 

A7D Limosilactobacillus reuteri + - ± ± 

A7E Limosilactobacillus reuteri + - ± ± 

A7J Limosilactobacillus reuteri + - ± ± 

A7K Limosilactobacillus reuteri + - ± ± 

A8C Limosilactobacillus mucosae + - - - 

A8E Limosilactobacillus reuteri + - ± ± 

A8G Limosilactobacillus reuteri + - ± ± 

8H Limosilactobacillus reuteri + - ± ± 

8K Limosilactobacillus reuteri + ± ± ± 

S2A Enterococcus hirae + + + + 

S3A Enterococcus hirae + + + + 

S4A Enterococcus hirae + + + + 

S5B Enterococcus hirae + + + + 

S6D Limosilactobacillus reuteri + - - ± 

S6E Limosilactobacillus reuteri + - ± ± 

S9A Limosilactobacillus reuteri + - ± ± 

S9C Limosilactobacillus reuteri + ± ± ± 

S10B Limosilactobacillus reuteri + - ± ± 

6 A1 Lactiplantibacillus plantarum + + + + 

A6D2 Limosilactobacillus reuteri + ± ± ± 

7C1 Limosilactobacillus reuteri + - - ± 

A7F2 Staphylococcus warnei + + + + 

A7G1 Limosilactobacillus reuteri + ± ± ± 

A7H2 Limosilactobacillus reuteri + ± - ± 

A7I1 Limosilactobacillus reuteri + ± ± ± 

S6A Staphylococcus epidermidis + + + + 

S6B Staphylococcus caprae + + + + 
O “+” representa que houve crescimento do isolado, “-“ representa que não houve crescimento e “±” representa 

que houve pouco crecimento. 

MRS modificados por substituição da glicose: gMRS (MRS +2% de glicose), sMRS (MRS + 8% de sacarose), 

lMRS (MRS+5% de lactose). 
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Figura 6: Crescimento do isolado 6G, Staphylococcus hominis, nos meios com substituição da glicose. 

MRS modificados por substituição da glicose: (A) gMRS (MRS +2% de glicose), (B) lMRS (MRS+5% 

de lactose), (C) sMRS (MRS + 8% de sacarose), (D) ágar MRS industrial. 

4.2.5 Potencial de auto-agregação e co-agregação com patógenos 

 A capacidade dos isolados se unirem espontaneamente foi avaliada pelo potencial de 

auto-agregação. Nove (26,47%) amostras obtiveram um potencial de auto-agregação médio 

com um % de auto-agregação entre 33% e 66%, enquanto as demais foram classificadas como 

baixo potencial (<33%) (Tabela 6).  

Tabela 6: Potencial de auto-agregação dos isolados 

Isolados Classificação Auto-agregação 

(%) 

SD¹ 

A6C Limosilactobacillus reuteri BAIXO 28,84 19,71 

6E Limosilactobacillus reuteri MÉDIO 33,20 9,68 

A6F Limosilactobacillus reuteri BAIXO 24,00 3,85 

6G Staphylococcus hominis MÉDIO 34,14 1,87 

A6H Limosilactobacillus reuteri BAIXO 20,86 10,70 

A7A Limosilactobacillus reuteri MÉDIO 39,15 19,86 

A7B Limosilactobacillus reuteri BAIXO 27,66 1,61 

A7D Limosilactobacillus reuteri BAIXO 26,20 12,13 

A7E Limosilactobacillus reuteri BAIXO 32,81 31,66 

A7J Limosilactobacillus reuteri BAIXO 27,82 16,17 

A7K Limosilactobacillus reuteri BAIXO 26,07 15,11 

A8C Limosilactobacillus mucosae BAIXO 26,68 12,13 

A8E Limosilactobacillus reuteri BAIXO 24,24 8,66 

A8G Limosilactobacillus reuteri MÉDIO 36,02 12,52 

8H Limosilactobacillus reuteri BAIXO 15,70 1,86 

8K Limosilactobacillus reuteri BAIXO 24,47 3,53 

S2A Enterococcus hirae MÉDIO 42,25 7,39 

S3A Enterococcus hirae MÉDIO 33,21 17,99 

S4A Enterococcus hirae MÉDIO 39,78 7,01 

S5B Enterococcus hirae MÉDIO 38,70 10,65 

A 

C 
D 

B 

C D 

B 
A 
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S6D Limosilactobacillus reuteri BAIXO 28,37 6,77 

S6E Limosilactobacillus reuteri MÉDIO 40,31 10,45 

S9A Limosilactobacillus reuteri BAIXO 21,14 5,05 

S9C Limosilactobacillus reuteri BAIXO 30,98 13,66 

S10B Limosilactobacillus reuteri BAIXO 21,51 7,19 

6 A1 Lactiplantibacillus plantarum BAIXO 19,99 17,85 

A6D2 Limosilactobacillus reuteri BAIXO 22,65 11,21 

7C1 Limosilactobacillus reuteri BAIXO 29,17 7,98 

A7F2 Staphylococcus warnei BAIXO 22,81 12,72 

A7G1 Limosilactobacillus reuteri BAIXO 17,58 7,91 

A7H2 Limosilactobacillus reuteri BAIXO 24,83 5,09 

A7I1 Limosilactobacillus reuteri BAIXO 30,46 6,32 

S6A Staphylococcus epidermidis BAIXO 14,19 14,25 

S6B Staphylococcus caprae BAIXO 23,01 12,65 
1 SD – Desvio Padrão. 

 Para avaliar o potencial de co-agregação com patógenos foram utilizados patógenos 

comuns em enteropatias (Tabela 7). 

Tabela 7: Potencial de co-agregação com patógenos 

Isolados 
Co-agregação (%) 

Se Pa Lm Ef Sa 

A6C Limosilactobacillus reuteri 57,30 55,36 48,68 29,03 55,37 

6E Limosilactobacillus reuteri 27,78 41,09 48,71 12,51 42,55 

A6F Limosilactobacillus reuteri 15,54 54,44 45,75 4,03 45,17 

6G Staphylococcus hominis 44,60 62,76 50,69 33,66 - 20,99 

A6H Limosilactobacillus reuteri 32,85 48,55 29,23 7,68 43,57 

A7A Limosilactobacillus reuteri 33,49 43,27 54,18 28,00 40,15 

A7B Limosilactobacillus reuteri 40,58 45,10 48,85 48,00 42,21 

A7D Limosilactobacillus reuteri 29,12 45,13 42,28 33,25 54,00 

A7E Limosilactobacillus reuteri 51,42 59,39 53,67 53,44 49,84 

A7J Limosilactobacillus reuteri 34,76 66,04 48,38 49,74 46,87 

A7K Limosilactobacillus reuteri 38,67 49,93 46,00 35,11 47,59 

A8C Limosilactobacillus mucosae 24,91 32,91 41,38 14,14 28,32 

A8E Limosilactobacillus reuteri 50,49 54,75 41,22 5,76 64,25 

A8G Limosilactobacillus reuteri 14,92 31,57 31,07 - 9,84 32,34 

8H Limosilactobacillus reuteri 32,41 53,32 30,81 22,24 47,21 

8K Limosilactobacillus reuteri 22,13 39,69 37,38 20,33 38,02 

S2A Enterococcus hirae 33,93 42,53 41,68 16,11 44,60 

S3A Enterococcus hirae 32,82 45,67 43,04 19,32 47,52 

S4A Enterococcus hirae 51,23 47,03 51,24 31,12 58,32 

S5B Enterococcus hirae 45,87 64,04 44,19 41,09 54,10 

S6D Limosilactobacillus reuteri 38,13 49,13 51,22 38,22 56,95 

S6E Limosilactobacillus reuteri 27,48 47,84 39,04 21,68 56,01 

S9A Limosilactobacillus reuteri 37,66 55,56 52,19 27,28 45,09 

S9C Limosilactobacillus reuteri 40,69 52,80 38,45 26,48 47,36 

S10B Limosilactobacillus reuteri 26,05 49,53 36,76 27,23 57,57 

6 A1 Lactiplantibacillus plantarum 34,15 69,09 48,57 30,10 50,91 

A6D2 Limosilactobacillus reuteri 40,87 52,24 43,75 24,15 59,21 

7C1 Limosilactobacillus reuteri 36,90 45,92 40,40 29,16 47,77 

A7F2 Staphylococcus warnei 36,93 61,28 48,96 35,64 53,15 
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A7G1 Limosilactobacillus reuteri 24,63 47,21 35,19 27,72 43,43 

A7H2 Limosilactobacillus reuteri 32,96 45,80 46,69 34,27 44,96 

A7I1 Limosilactobacillus reuteri 51,71 49,35 52,07 32,64 55,73 

S6A Staphylococcus epidermidis 43,12 48,07 47,94 33,02 56,47 

S6B Staphylococcus caprae 15,08 36,94 41,09 13,22 44,28 
Se: Salmonella enterica subsp. enterica sorovar. Typhimurium; Pa: Pseudomonas aeruginosa; Lm: Listeria 

monocytogenes; Ef: Enterococcus faecalis; Sa: Staphylococcus aureus. 

Contra os patógenos, os isolados apresentaram um potencial médio de co-agregação (% 

co-agregação entre 33% e 66%), com dois isolados (Limosilactobacillus reuteri – A7J e 

Lactiplantibacillus plantarum – 6A1) exibindo percentuais de co-agregação superiores a 66%, 

sendo classificados com alto potencial de co-agregação contra P. aeruginosa. Para Salmonella 

Typhimurium, 20 isolados (58,8%) foram classificados com médio potencial de co-agregação, 

com o percentual entre 33,49% (Limosilactobacillus reuteri – A6C) e 57,30% 

(Limosilactobacillus reuteri – A7A). 

4.2.6 Antagonismo a bactérias patogênicas 

 Os isolados foram mantidos em ágar MRS para crescimento, permitindo a produção e 

difusão de substâncias antagônica, em seguida foram utilizadas as mesmas bactérias 

patogênicas utilizadas para o teste de co-agaregação para observar o efeito das substâncias 

produzidas pelos isolados. Os resultados podem ser observados na Tabela 8 categorizado como 

positivo (+) ou negativo (-) baseado no tamanho dos halos de inibição. 

Tabela 8: Atividade antagonista contra patógenos 

Isolados 
Presença de zonas de inibição de crescimento 

Se Pa Lm Ef As 

A6C Limosilactobacillus reuteri + + - + - 

6E Limosilactobacillus reuteri + + - + - 

A6F Limosilactobacillus reuteri + + - + - 

6G Staphylococcus hominis - - + - + 

A6H Limosilactobacillus reuteri - + - + + 

A7A Limosilactobacillus reuteri - + - - + 

A7B Limosilactobacillus reuteri + + - + - 

A7D Limosilactobacillus reuteri - + + + + 

A7E Limosilactobacillus reuteri - + + + + 

A7J Limosilactobacillus reuteri - + + + + 

A7K Limosilactobacillus reuteri + + + + + 

A8C Limosilactobacillus mucosae + - - - - 

A8E Limosilactobacillus reuteri - - + - - 

A8G Limosilactobacillus reuteri - - - + - 

8H Limosilactobacillus reuteri + + + - - 

8K Limosilactobacillus reuteri + + + - - 

S2A Enterococcus hirae + - + - + 

S3A Enterococcus hirae + + + - + 
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S4A Enterococcus hirae + + + - - 

S5B Enterococcus hirae + + + - + 

S6D Limosilactobacillus reuteri - + - - - 

S6E Limosilactobacillus reuteri + + - + + 

S9A Limosilactobacillus reuteri + + - + - 

S9C Limosilactobacillus reuteri + + - + - 

S10B Limosilactobacillus reuteri + + - + - 

6 A1 Lactiplantibacillus plantarum + + + + + 

A6D2 Limosilactobacillus reuteri + + - + - 

7C1 Limosilactobacillus reuteri + + - + - 

A7F2 Staphylococcus warnei - - + - - 

A7G1 Limosilactobacillus reuteri + + + + + 

A7H2 Limosilactobacillus reuteri + + - + - 

A7I1 Limosilactobacillus reuteri + + + + - 

S6A Staphylococcus epidermidis - - - - + 

S6B Staphylococcus caprae - - - - - 
Foram utilizadas as bactérias as seguir para revelar atividade antagônica, Se: Salmonella enterica subsp. enterica 

sorovar. Typhimurium; Pa: Pseudomonas aeruginosa; Lm: Listeria monocytogenes; Ef: Enterococcus faecalis; 

Sa: Staphylococcus aureus. + = presença de zonas de inibição de crescimento; - = ausência de zona de inibição de 

crescimento. 

 Dos 34 isolados, apenas o Staphylococcus caprae – S6B não apresentou produção de 

substâncias antagônica às bactérias patogênicas reveladoras. Todos os outros isolados 

mostraram atividade antagônica contra pelo menos 1 bactéria patogênica, como mostrado na 

Tabela 8. Os isolado Limosilactobacillus reuteri – A7K, Lactiplantibacillus plantarum – 6A1 

e Limosilactobacillus reuteri - A7G1 apresentaram produção de substâncias inibidoras contra 

todos 5 patógenos. 

O patógeno menos resistente contra as substâncias antagônicas produzidas pelos 

isolados foi a P. aeruginosa, 26 dos 34 isolados foi possível observar zonas de inibição. E a 

bactéria S. aureus foi o mais resistente, apenas 16 dos 34 isolados foi observado atividade 

antagônicas. No Apêndice C é possível observar o tamanho médio dos halos formado pela 

atividade de substâncias antagônicas produzidas pelos isolados. 

 Baseados nas características funcionais in vitro dos isolado, 10 linhagens foram 

selecionadas e testada quanto suas características de segurança. Na Tabela 9, é possível ver 

uma síntese dos resultados das propriedades dos isolados selecionados para caracterização de 

segurança, e no Anexo D um resumo de todos os isolados. 
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Tabela 9: Síntese dos resultados de caracterização dos probiótica dos isolados selecionados para caracterização de segurança 

Isolados SG¹ SB¹ MATS 
Auto-

Agregação 

Co-agregação 
Antagonismo 

Se² Pa² Lm² Ef² Sa² 

6 A1 Lactiplantibacillus plantarum R R Hidrofóbica Baixo M A M B M + + + + + 

A6D2 Limosilactobacillus reuteri R T Hidrofílica Baixo M M M B M + + - + - 

7C1 Limosilactobacillus reuteri R T Hidrofílica Baixo M M M B M + + - + - 

A7D Limosilactobacillus reuteri R R Hidrofílica Baixo B M M M M - + + + + 

A7E Limosilactobacillus reuteri R T Hidrofílica Baixo M M M M M - + + + + 

A7J Limosilactobacillus reuteri R T Hidrofílica Baixo M A M M M - + + + + 

A8C Limosilactobacillus mucosae R T Hidrofílica Baixo B B M B B + - - - - 

8H Limosilactobacillus reuteri R T Hidrofílica Baixo B M B B M + + + - - 

S5B Enterococcus hirae R R Hidrofílica Médio M M M M M + + + - + 

S9C Limosilactobacillus reuteri R T Hidrofílica Baixo M M M B M + + - + - 
¹ SG: Suco Gástrico, SB: Sais Biliares, R: Resistente, T: Tolerante, S: Sensível 

² Se: Salmonella enterica subsp. enterica sorovar. Typhimurium; Pa: Pseudomonas aeruginosa; Lm: Listeria monocytogenes; Ef: Enterococcus faecalis; Sa: Staphylococcus 

aureus. A: Alto, M: Médio, B: Baixo 
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Dos 10 isolados selecionados, as linhagens Enterococcus hirae – S5B e 

Limosilactobacillus reuteri – S9C são derivadas da cavidade oral de felinos, enquanto as outras 

se originaram das fezes desses animais. Todas são resistentes ao suco gástrico, e apenas 3 

linhagens (Lactiplantibacillus plantarum – 6A1, Limosilactobacillus reuteri – A7D e 

Enterococcus hirae – S5B) são também resistentes a sais biliares; as outras sete linhagens foram 

classificadas como tolerantes. Nove das linhagens foram classificadas como hidrofílicas, e 

Enterococcus hirae – S5B apresentou um potencial médio de auto-agregação, enquanto as 

outras apresentaram potencial baixo. 

Em relação ao potencial de co-agregação com patógenos, a maioria foi classificada com 

potencial médio, com destaque as linhagens Lactiplantibacillus plantarum – 6A1 e 

Limosilactobacillus reuteri – A7J que demonstraram alto potencial de co-agregação contra o 

patógeno Pseudomonas aeruginosa. A linhagem Lactiplantibacillus plantarum – 6A1 também 

apresentou antagonismos contra os 5 patógenos testados. 

4.3 Características de segurança 

4.3.1 Produção de gelatinase e hemólise 

 Para avaliar a degradação de gelatina e de células vermelhas pelos isolados bacterianos 

foram utilizados meios suplementados e um patógeno como controle positivo, sendo estes 

Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes, respectivamente. 

Figura 7: Produção de gelatinase. A esquerda controle positivo (meio sem inóculo) e negativo (meio 

inoculado com S. aureus) da produção de gelatinase, e a direita resultado negativo da amostra 

Lactiplantibacillus plantarum – 6A1. 

 Os 10 isolados selecionados após caracterização foram negativos para produção de 

gelatinase e para produção de hemólise. As Figura 7 e 8 mostram os resultados obtidos. 
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Figura 8: Produção de hemólise: crescimento dos isolados em ágar sangue. 

A – Controle positivo com patógeno Streptococcus pyogenes, no qual é possível observar zonas claras 

em torno das colônias, indicativas de hemólise. B e C – Resultados negativos dos isolados felinos; nota-

se a ausência de áreas claras ao redor das colônias, características da hemólise. 

4.3.2 Susceptibilidade a antimicrobianos 

 Para avaliar o perfil antimicrobiano dos isolados foram selecionados antimicrobianos 

das classes betalactâmicos (Amoxilina, Cefazolina, Cefalexina, Cefoxitina, Ceftriaxona, 

Penicilina), fluoroquinolonas (Enrofloxacina, Marbofloxacina), tetraciclinas (Doxiciclina) e 

fenicóis (Clorafenicol). Os resultados encontram-se na Tabela 10, classificados como 

resistentes (R), moderadamente sensível (MS) ou sensível (S) ao antimicrobiano testado e no 

Apêndice E é possível observar o tamanho dos halos formados. 

Tabela 10: Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados 

Isolados 
Antibióticos 

DO CL AM CZ CF MR EN CE CR PE 

6 A1 Lactiplantibacillus 

plantarum 
S S S S R R R S S MS 

A6D2 Limosilactobacillus 

reuteri 
S S S S S R R S S S 

7C1 Limosilactobacillus 

reuteri 
S S S S R R R S S S 

A7D Limosilactobacillus 

reuteri 
S S S S R R - S S S 

A7E Limosilactobacillus 

reuteri 
S S S S R R - S S S 

A7J Limosilactobacillus 

reuteri 
S S S S R R - S S S 

A8C Limosilactobacillus 

mucosae 
S S S S R R R S S S 

8H Limosilactobacillus 

reuteri 
S S S S R R R R S S 

S5B Enterococcus hirae S S S S S - - S S S 

S9C Limosilactobacillus 

reuteri 
S S S S S R - R S S 

Os antimicrobianos utilizados foram Doxiciclina (DO), Clorafenicol (CL), Amoxilina (AM), Cefazolina (CZ), 

Cefoxitina (CF), Marbofloxacina (MR), Enrofloxacina (EN), Cefalexina (CE), Ceftriaxona (CR), Penicilina (PE) 

A C B 
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4.4 Teste in vivo potencial probiótico 

 Posteriormente a caracterização de segurança, três isolados (Lactiplantibacillus 

plantarum – 6A1, Limosilactobacillus reuteri – A6D2 e Limosilactobacillus mucosae – A8C) 

foram selecionados para teste in vivo quanto ao potencial probiótico. Os animais foram 

divididos em 4 grupos sendo 1 controle e 3 tratamentos, e foram observados por 38 dias, 

recebendo tratamento diariamente. 

 Durante os 10 dias iniciais, os animais do grupo controle foram tratados com solução 

salina e os outros 3 grupos receberam o tratamento com os probióticos. O grupo controle obteve 

um percentual de ganho de peso de 8,34% enquanto os grupos de tratamento dos isolados 

Lactiplantibacillus plantarum – 6A1, Limosilactobacillus reuteri – A6D2 e Limosilactobacillus 

mucosae – A8C obtiveram 8,72%, 9,71% e 6,72% respectivamente, a Figura 9 mostra a curva 

de ganho de peso. 
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Figura 9: Percentual de ganho de peso anterior ao desafio com Salmonella Typhimurium. 

Acompanhamento do ganho de peso nos 10 primeiros dias do teste de potencial probiótico dos isolados. 

 No décimo dia todos os animais foram desafiados com S. Typhimurium e a mesma 

diluição fornecida aos animais foram crescidas em placas MacConkey e contadas após 24 horas 

obtendo 1,06x108 UFC/mL. Cada animal recebeu 100µL recebendo 107 UFC. Após o desafio 

os animais foram observados até o 38º dia. 

 No 38º dia os grupos Controle e A8C obtiveram um percentual de sobrevivência de 

zero, enquanto os grupos 6 A1 e A6D-2 obtiveram 8,33% e 18,18% de sobrevivência 

respectivamente. A Figura 10 mostra a curva de sobrevivência dos grupos testados. 
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Figura 10: Sobrevivência após desafio com Salmonella Typhimurium. (ST) no 10º dia de tratamento 

recebendo, aproximadamente 107 UFC. 6 A1 p = 0,6297; A6D2 p = 0,1676 e A8C p = 0,6293 (Log-

rank, Mantel-Cox test) 

 A mediana de sobrevivência ocorreu no 17º dia, onde em torno de 50% dos animais de 

cada grupo foram a óbito, não há diferença significativa entre as curvas de controle e tratamento. 

  

ST 
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5. DISCUSSÃO 

O uso de probióticos para animais de companhia é recente, porém as evidências sugerem 

benefícios na promoção de saúde e prevenção de doenças, sendo uma abordagem promissora 

na modulação da microbiota do trato gastrointestinal (YANG & WU, 2023). A maioria das 

bactérias presente no intestino são anaeróbias estritas e os métodos tradicionais de cultivo em 

aerobiose e microaerofilia podem subestimar o número de microrganismos presente nas 

amostras de fezes (SUCHODOLSKI, 2022). 

Após uma pré-seleção pela caracterização morfofisiológica, onde os isolados Gram 

positivo como morfologia de bacilo ou coco e catalase negativa foram selecionados, estes foram 

submetidos a identificação por espectrometria de massa MALDI-TOF. Foram identificados 34 

isolados, tendo Limosilactobacillus reuteri como a espécie prevalente, perfazendo 70,59% dos 

isolados. Limosilactobacillus reuteri é uma espécie abundante presente na microbiota intestinal 

de mamíferos (SILVA et al., 2013). As espécies identificadas como o Limosilactobacillus 

mucosae e Lactiplantibacillus plantarum isolados nesse trabalho foram previamente descritas 

como parte da microbiota de felinos por outros autores (GRZEŚKOWIAK et al., 2015; LEE et 

al., 2022).  

 Os ensaios in vitro são uma triagem importante para a seleção de um potencial 

probiótico e uma abordagem relevante para selecionar os mais promissores para teste em 

modelos animais. Microrganismos com potencial probiótico devem cumprir critérios de seleção 

que incluem a tolerância a ácidos gástrico e sais biliares, habilidade de aderir a células do tecido 

epitelial, produção de substâncias antagônicas e evitar infecções, ser não patogênicos, não 

tóxicos e não invasivos, e não transmitirem horizontalmente genes de resistência a 

antimicrobianos (ALVIM et al., 2016; SILVA et al., 2013). A caracterização das propriedades 

funcionais in vitro foi realizada, observando-se o comportamento dos isolados quando 

submetidos ao suco gástrico artificial e aos sais biliares, e testados quanto à capacidade de 

hidrofobicidade da superfície celular, à produção de exopolissacarídeos, ao potencial de auto-

agregação e co-agregação com patógenos, além do antagonismo contra bactérias patogênicas. 

 A viabilidade das células é um critério importante para a eficácia das bactérias do ácido 

lático como probióticos. Ao entrar no trato gastrointestinal, os isolados devem ser capazes de 

resistir ao baixo pH estomacal e aos sais biliares. O efeito que o estresse causado pela redução 

do pH aos microrganismos ainda não foi completamente entendido, entretanto a acidificação 
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intracelular pode reduzir a atividade de enzimas ácido-sensíveis e causar danos nas proteínas e 

DNA. Já os sais biliares do hospedeiro podem exercer um efeito antimicrobiano, uma vez que 

as moléculas anfipáticas presente agem como detergentes na membrana dos microrganismos, 

enfraquecendo-as ou danificando-as (SILVA et al., 2013). A viabilidade das células dos 

isolados foram avaliadas após 2 horas de repouso em suco gástrico artificial. Dos isolados 

testados, 85,39% mostrou-se resistente ao suco gástrico artificial com pH 2,5. Estudos como os 

de Liang et al (2024) e Kim et al (2021) que isolaram bactérias láticas de felinos, avaliaram a 

tolerância das mesmas em suco gástrico artificial com pH 2 e pH 3-4 respectivamente, e 

observaram alta tolerância dos isolados a redução drástica de pH. Telles et al. (2021) realizou 

um estudo caracterizando o pH em gatos saudáveis, usando um sistema de monitoramento 

contínuo e observou valores médio de pH gástrico para pré e pós alimentação de 2,7 e 2,0, 

sendo similar ao utilizado neste estudo. 

 Em geral, são considerados resistente a sais biliares, microrganismos que podem 

sobreviver na concentração de até 0,3% de sais biliares (LIANG et al., 2024; KIM et al., 2021). 

A viabilidade das células das amostras desafiadas com 0,3% de sais biliares foi acompanhada 

por 18 horas no leitor de ELISA onde, 20,50% das bactérias foram consideradas resistentes 

com o percentual de resistência entre 8,13 e 39,52%. Liang et al. (2024) e Kim et al. (2021) 

também avaliaram a tolerância dos isolados a sais biliares em concentrações que variaram de 0 

a 0,6% de sais biliares (Oxgall), observando que a taxa de sobrevivência aumentava com a 

diminuição das concentrações de sais biliares.  

 Os probióticos, para obterem seus benefícios, são normalmente administrados via oral 

como organismos vivos (WANG et al., 2024). Uma estratégia interessante para preservar a 

viabilidade do probiótico durante estresses, como os provocados pela digestão, é a 

microencapsulação (RODRIGUES et al., 2020). Em seu estudo Rodrigues et al. (2020) 

avaliaram diferentes técnica de microencapsulação e constataram que a liofilização, 

especialmente com frutooligossacarídeos como agente encapsulante, foi mais eficaz em manter 

a viabilidade microbiana. Além disso, o co-encapsulamento com outras substâncias, como os 

prebióticos, tem se mostrado promissor, pois aumenta a eficácia do probiótico devido ao efeito 

sinérgico entre os componentes (GU et al., 2022).  

As linhagens capazes de sobreviver e aderir ao revestimento intestinal podem colonizar 

o intestino e, posteriormente, liberar suas propriedades probióticas, enquanto as linhagens que 
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não conseguem são expelidas pelo hospedeiro. Além disso, podem competir com o patógeno 

pela colonização devido à forte adesão, exercendo um efeito antimicrobiano (WANG et al., 

2024). 

 Como potenciais probióticos, os microrganismos identificados também devem 

apresentar características adequadas da superfície celular, além da capacidade de aderir às 

células superficiais do epitélio (STEINBERG et al., 2022). A natureza hidrofóbica da superfície 

celular dos microrganismos facilita a adesão às células epiteliais, conferindo-lhes vantagem na 

colonização do trato gastrointestinal. A hidrofobicidade está diretamente relacionada à 

habilidade das células de aderir a superfícies, sendo determinada pelos componentes 

hidrofóbicos presente no exterior da membrana dos microrganismos (SILVA et al., 2013). O 

percentual de hidrofobicidade auxilia na previsão do potencial de adesão das linhagens à 

superfície hidrofóbica das células epiteliais ou à natureza hidrofílica do muco em alguns tratos 

específicos (NADER-MACÍAS et al., 2008). Entretanto, embora contribua para a adesão, a 

hidrofobicidade não é um pré-requisito para uma forte adesão as células intestinais, como 

demonstrado por Todorov; LeBlanc e Franco (2012). 

No estudo de Nader-Macías et al. (2008), lactobacilos isolados de bovinos foram 

avaliados quanto à hidrofobicidade pelo ensaio de adesão microbiana a hidrocarbonetos, 

revelando que a maioria das linhagens (80-90%) apresentava baixa hidrofobicidade (≤33%). 

De forma semelhante, no presente estudo, 32 (94%) dos isolados foram considerados pouco 

hidrofóbicos, quando avaliados pelo MATS, com valores inferiores a 33%. Apesar dessa baixa 

hidrofobicidade, linhagens de bactérias do ácido lático (BAL) ainda podem formar auto-

agregados e aderir por meio de interações hidrofílicas, o que pode ser explicado pela presença 

de glicoproteínas ou peptídeos glicosilados (STEINBERG et al., 2022). 

 O Exopolissacarídeo são polímeros extracelulares que podem ser produzidos por BAL 

durante a fermentação de carboidratos, sendo um dos principais componentes do biofilme 

microbiano, podendo também contribuir na persistência durante a colonização do trato 

gastrointestinal (OLIVEIRA et al., 2020; PAIVA et al., 2016). Ao realizar a substituição de 

glicose por sacarose ou lactose para avaliar se há produção de EPS, nove dos 34 isolados 

cresceram nestes meios modificados, entretanto, não foi observado produção de EPS. Os outros 

25 (73,53%) isolados não foi observado crescimento nos meios com alterações. Apesar da 

produção de EPS estar diretamente relacionada à formação de biofilmes, Steinberg et al. (2022) 
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não observaram essa tendência em linhagens de BAL isoladas de bovinos. Os autores sugerem 

que um resultado positivo para a produção de EPS não implica, necessariamente, que a 

linhagem seja grande produtora de biofilme, e que outras proteínas como as proteínas ESP e 

BAP, seriam mais significativas (STEINBERG et al., 2022; TOLEDO-ARANA et al., 2001). 

A adesão as células epiteliais e fenômenos como auto-agregação e co-agregação 

contribuem para a formação e estabilidade de biofilmes na mucosa (OCAÑA & NADER-

MACÍAS, 2002). Auto-agragação é a capacidade dos microrganismos formarem aglomerados 

com outro da mesma linhagem em uma suspensão, enquanto a co-agregação é a capacidade dos 

microrganismos agregarem com outros geneticamente diferente em uma suspensão (WANG et 

al., 2024; STEINBERG et al., 2022). A maioria dos isolados obtidos aqui neste estudo (73,53%) 

apresentou baixo potencial de auto-agregação, com os percentuais variando de 13,95 a 42,30%. 

Esse resultado foi observado após as suspensões permanecerem em repouso por 2 horas à 

temperatura ambiente. NADER-MACÍAS et al., (2008) observaram resultado semelhante em 

isolados de BAL, nos quais 92% apresentaram baixo potencial de auto-agregação após as 

suspensões ficarem 2 horas de repouso. De forma semelhante, Steinberg et al., (2022), ao 

analisarem isolados de vacas, constataram que metade dos isolados apresentou baixa auto-

agregação após as suspensões ficarem em repouso por 4 horas. Por sua vez, Wang et al., (2024), 

após incubação por 6 horas a 37ºC obteve um potencial de auto-agregação com valores que 

variaram entre 36 e 88%. 

Para o ensaio de co-agregação foram utilizadas bactérias comuns em enteropatias, sendo 

observado em sua grande maioria um percentual médio (33% - 66%) de co-agregação. O 

percentual médio de co-agregação dos 34 isolados com S. Typhimurium foi de 35,33% variando 

entre 14,92 e 57,30%. Enquanto o percentual médio para L. monocytogenes, S. aureus e E. 

faecalis foi de 44,14%, 46,47% e 26,34% respectivamente. Para P. aeruginosa foi observado o 

maior percentual médio de co-agregação sendo de 49,80% e variando entre 32,57 e 69 %. A 

capacidade de adesão de um microrganismo é um processo complexo de várias etapas que pode 

envolver tanto mecanismos inespecíficos quanto interações específicas entre receptores e 

ligantes (DEL RE et al., 2000). A caracterização das propriedades de auto-agregação e co-

agregação contribui para compreender o papel desses fenômenos na formação de biofilmes e 

no efeito protetor dos lactobacilos na mucosa, sendo esse efeito associado na manutenção de 

populações microbianas estáveis nas superfícies teciduais (OSCAÑA & NADER-MACÍAS, 

2002) e na prevenção da colonização de patógenos intestinais (WANG et al., 2024). 
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As BAL vêm se mostrando uma alternativa promissora para o uso de antibióticos no 

combate a infecções por patógenos (WANG et al., 2024). Este estudo avaliou a capacidade 

antibacteriana das linhagens isoladas contra cinco patógenos comuns em infecções 

gastrointestinais, sendo estes os mesmos utilizados para o ensaio de co-agregação. Apenas um 

isolado não apresentou nenhuma atividade antagonista com pelo menos um dos patógenos 

testados. Dos 34 isolados, 26 (76,47%) demonstraram atividade antagônica contra 

Pseudomonas. aeruginosa, sendo este o patógeno com maior número de isolados ativos. Em 

relação à Salmonella Typhimurium, 20 (64,70%) apresentaram algum grau de antagonismo. 

A capacidade de inibir crescimento de outros microrganismos provavelmente se deve a 

produção de substâncias antimicrobianas difusíveis como ácidos orgânicos, peróxido 

hidrogênio ou bacteriocinas (STEINBERG et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2020). Nader-Macías 

et al. (2008) observaram, em um estudo com isolados de BAL com potencial probiótico obtidos 

do trato vaginal e glândula mamária de novilhas adultas, bem como das fezes e cavidade oral 

de bezerros recém-nascidos, que a produção de ácidos orgânicos foi o principal responsável 

pela inibição de patógenos nos tratos vaginal e digestivo. Além disso, identificaram uma 

linhagem capaz de produzir uma substância inibitória caracterizada como bacteriocina, com 

atividade contra Listeria ssp. A produção de substâncias inibitórias pode contribuir para o efeito 

antagônico contra patógenos em locais específicos de ação (NADER-MACÍAS et al., 2008). 

 Dez linhagens isoladas foram consideradas promissores candidatos a probióticos após 

análise das características funcionais, sendo sete Limosilactobacillus reuteri, um 

Lactiplantibacillus plantarum, um Limosilactobacillus mucosae e um Enterococcus hirae. Para 

serem usadas como probióticos, as linhagens devem ser avaliadas quanto a possível presença 

de características de virulência, avaliando os possíveis riscos durante o consumo (FADDA et 

al, 2017). 

 A produção de gelatinase e hemolisina são indicativos de patogenicidade que estão 

sendo usados para avaliar a segurança do consumo de linhagens com potencial probiótico. A 

presença destes compostos extracelulares pode causar danos e degeneração das células 

hospedeiras o que facilitaria a invasão do hospedeiro e disseminação do microrganismo por 

tecidos e órgãos (OLIVEIRA et al, 2020). Nos isolados testados, não foram observados a 

atividade destas enzimas. 
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O perfil de resistência a antibióticos também foi avaliado neste estudo como fator de 

segurança. Com o aumento da resistência a antibióticos, fica cada vez mais difícil tratar doenças 

infecciosas comuns, devido à baixa efetividade dos antibióticos causada pelo surgimento de 

novos mecanismos de resistência (VIEIRA et al., 2023). O antibiograma é um critério 

importante para avaliar o risco de transferência lateral de genes de resistência para comensais e 

patógenos pertencentes à microbiota indígena (STEINBERG et al., 2022; SILVA et al, 2013). 

Para este estudo, foram utilizados antibióticos de uso comum na clínica humana e de uso na 

clínica veterinária de felinos. Os isolados foram sensíveis a pelo menos 6 dos 10 antibióticos 

testados, e os pontos de corte foram sugeridos por CHARTERIS et al. (1998), ANVISA (2005) 

e CLSI (2020). Para as fluoroquinolonas utilizadas, Enrofloxacina e Marbofloxacina, não há 

halo de inibição definidos nas tabelas de referência. Dos 34 isolados testados, apenas um 

formou halo de inibição para Marbofloxacino e quatro para Enrofloxacino, todos com tamanhos 

inferiores a 14 mm. No grupo das fluoroquinolonas, o maior diâmetro para ser considerado 

resistente está entre 12 e 18 mm, o que sugere que os cinco isolados citados sejam resistentes a 

esses antibióticos. 

As BAL são normalmente reconhecidas como bactérias de uso seguro pela Autoridade 

Europeia para Segurança Alimentar (EFSA) (KIM et al., 2021) e esses resultados mostram que 

todos os dez isolados selecionados e testados podem ser considerados seguros. RUDENKO et 

al. (2021), em seus experimentos de prospecção de linhagens em felinos saudáveis, observaram 

que as culturas experimentais de lactobacilos apresentaram um alto grau de resistência à 

gentamicina, lincomicina e enrofloxacina. A exposição contínua dessas bactérias ao ambiente, 

pode não apenas torná-las resistente, mas transferir o fator de resistência para outras bactérias 

patogênicas por meio da transferência horizontal de genes (KIM et al., 2021; OLIVEIRA et al., 

2020). 

Embora o uso de antibióticos possa comprometer a ação dos probióticos, a resistência a 

antibiótico pode ser uma característica vantajosa em probióticos utilizados no tratamento de 

disbiose causada pelo consumo desses medicamentos, pois permitiria que o probiótico 

sobrevivesse e exercesse sua função mesmo durante o tratamento antibiótico (KIM et al., 2021). 

O perfil de susceptibilidade a antimicrobianos é considerado pela ANVISA um dos testes 

essenciais para a comprovação de segurança de uma linhagem. As linhagens candidatas a 

probióticos devem ser avaliadas em relação a um número relevante de antimicrobianos de 

importância humana e veterinária e devem ser susceptíveis a pelo menos dois antibióticos 
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clinicamente relevantes, para garantir que haja tratamento disponível em caso de infeções 

(ANVISA, 2021), dessa forma, este estudo está em conformidade como as recomendações da 

ANVISA para susceptibilidade antimicrobianos. 

Com base na avaliação das características funcionais e de segurança, três linhagens 

foram selecionadas para verificar se as propriedades observadas in vitro também são visíveis in 

vivo. As linhagens de BAL selecionadas - Lactiplantibacillus plantarum – 6A1, 

Limosilactobacillus. reuteri - A6D2 e Limosilactobacillus mucosae – A8C - foram avaliadas 

quanto à capacidade de proteger animais durante uma infecção por S. Typhimurium. 

Neste estudo observou-se o ganho de peso nos animais tratados com os isolados em 

comparação aqueles tratados apenas com solução salina antes do desafio com S. Typhimurium. 

Observou-se que os animais tratados com Limosilactobacillus reuteri -A6D2 apresentaram um 

ganho de peso 16% maior em comparação com os animais controle, seguido do 

Lactiplantibacillus plantarum – 6A1 onde ganho de peso foi 4% superior. A administração oral 

de Limosilactobacillus mucosae – A8C resultou em ganho de peso 20% inferior ao controle. 

Apesar de não haver diferença significativa entre as curvas, o aumento de peso refletiu na 

sobrevivência dos camundongos após o desafio com S. Typhimurium, onde os grupos tratados 

com Limosilactobacillus reuteri – A6D2 e Lactiplantibacillus plantarum – 6A1 tiveram um 

percentual de sobrevivência de 18,18 e 8,33%, enquanto o grupo controle e o grupo tratado com 

Limosilactobacillus. mucosae -A8C não houve sobrevivente.  

Bujalance et al. (2014) realizaram um estudo de infecção experimental por Salmonella 

Typhimurium, no qual os animais receberam um pré-tratamente de 6 dias com BAL antes da 

infecção, sem observar efeito significativo sobre a infecção pelo enteropatógeno. No entanto, 

ao aumentar o período de pré-tratamento para 20 dias, foi observado um certo grau de proteção 

contra Salmonella. Abatemarco Júnior et al. (2018) também observaram maior ganho de peso 

corporal e sobrevida em animais que receberam pré-tratamento com BAL durantes dez dias 

anterior a infecção por Salmonella em comparação com aqueles que não receberam. O ganho 

de peso observado nos animais tratados Limosilactobacillus reuteri – A6D2 e 

Lactiplantibacillus plantarum – 6A1 em comparação aos animais controles sugere que estas 

são seguras e não interferem negativamente na saúde dos animais. Indicando que o tratamento 

com o probiótico não causou efeitos adversos significativos, demonstrando a segurança destas 

linhagens. 
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Um fator que pode ter influenciado a baixa sobrevivência dos animais após o desafio 

com o patógeno, observada neste estudo, pode ter sido a dose de Salmonella inoculada nos 

animais. Embora se esperasse que os animais recebessem 106 UFC de S. Typhimurium, a 

contagem realizada após plaqueamento da suspensão em ágar MacConkey, indicou que a dose 

foi 107 UFC, ou seja, 10 vezes mais do que a quantidade de Salmonella recomentada para o 

desafio. Zacarías et al. (2014) desafiaram camundongos machos de seis semanas com doses 

únicas de 104, 105 ou 106 UFC de Salmonella Typhimurium e observaram uma sobrevivência 

de 90, 70 e 50%, respectivamente. Indicando que a dose excessiva utilizada pode ter contribuído 

para a alta mortalidade observada, o que reforça a necessidade de repetir o ensaio com ajuste 

da dose. Além de observar o efeito protetor das linhagens, o modelo murino também permite 

investigar alterações nos órgãos decorrentes da infeção por S. Typhimurium, bem como 

quantificar as alterações na expressão gênica de citocinas no intestino delgado (ALVIM et al., 

2016), justificando a continuidade dos estudos com esse modelo para avaliar a capacidade das 

linhagens proteger durante a infecção por Salmonella. 
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6. CONCLUSÃO 

 O uso de probiótico em animais de companhia é uma abordagem promissora na 

modulação do trato gastrointestinal. Este trabalho identificou e caracterizou 34 cepas de 

bactérias do ácido lático de amostras de fezes e cavidade oral de filhotes de gatos, sendo 

submetidos a teste de fenotípicos e fisiológicos a fim de identificar características desejáveis 

para probióticos. De maneira geral, os isolados conseguiram cumprir os critérios de seleção, 

demonstrando resistência a passagem pelo trato gastrointestinal simulado pelo suco gástrico 

artificial e sais biliares, além de apresentarem propriedades hidrofílicas, com potencial de auto-

agregação e co-agregação médio. Trinta e três linhagens apresentaram atividade antagônica 

contra os patógenos testados. Após essa triagem dez isolados foram selecionados e avaliados 

quanto aos parâmetros de segurança para garantir um uso seguro, apresentando resultados 

satisfatórios, sem produção de gelatinase e hemolisina, e sendo sensíveis a maioria dos 

antibióticos testados no antibiograma. 

 Após a caracterização in vitro três linhagens, Lactiplantibacillus. Plantarum – 6A1, 

Limosilactobacillus. reuteri – A6D2 e Limosilactobacillus. mucosae – A8C, foram 

selecionadas com base em suas propriedades probióticas promissoras, sem características 

prejudiciais, para teste in vivo. Esses resultados demonstram que os isolados se mostram 

promissoras com características desejáveis como possíveis probióticos sendo necessário mais 

estudos para avaliar melhor a capacidade de proteção dessas linhagens. 
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APÊNDICES 

Apêndice A - Curvas de crescimento dos isolados na presença e ausência de suco gástrico artificial. 
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Apêndice B - Curvas de crescimento dos isolados na presença e ausência de sais biliares (0,3% Oxigall) 
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Apêndice C – Atividade antagônica dos isolados bacterianos de felinos contra patógenos Gram 

positivo (Se: Salmonella enterica subsp. enterica sorovar. Typhimurium; Pa: Pseudomonas 

aeruginosa; Lm: Listeria monocytogenes; Ef: Enterococcus faecalis; Sa: Staphylococcus 

aureus). 

Isolados 
Bactérias Patogênica 

Se Pa Lm Ef Sa 

A6C Limosilactobacillus reuteri 33,15 29,31 - 37,39 - 

6E Limosilactobacillus reuteri 25,94 22,33 - 31,92 - 

A6F Limosilactobacillus reuteri 30,52 27,57 - 30,31 - 

6G Staphylococcus hominis - - 25,13 - 26,23 

A6H Limosilactobacillus reuteri - 35,15 - 38,07 30,17 

A7A Limosilactobacillus reuteri - 32,43 - - 22,21 

A7B Limosilactobacillus reuteri 25,98 21,25 - 29,36 - 

A7D Limosilactobacillus reuteri - 29,11 32,97 19,76 25,29 

A7E Limosilactobacillus reuteri - 39,36 34,26 22,80 24,97 

A7J Limosilactobacillus reuteri - 29,05 27,21 32,85 19,42 

A7K Limosilactobacillus reuteri 31,26 32,49 22,02 34,40 37,16 

A8C Limosilactobacillus mucosae 11,98 - - - - 

A8E Limosilactobacillus reuteri - - 9,92 - - 

A8G Limosilactobacillus reuteri - - - 38,56 - 

8H Limosilactobacillus reuteri 34,77 25,40 29,52 - - 

8K Limosilactobacillus reuteri 34,66 32,76 22,45 - - 

S2A Enterococcus hirae 16,44 - 24,58 - 22,83 

S3A Enterococcus hirae 18,06 22,34 27,86 - 26,31 

S4A Enterococcus hirae 29,08 24,50 20,48 - - 

S5B Enterococcus hirae 17,52 22,68 20,01 - 23,09 

S6D Limosilactobacillus reuteri - 23,41 - - - 

S6E Limosilactobacillus reuteri 32,63 30,21 - 28,79 32,73 

S9A Limosilactobacillus reuteri 25,23 24,20 - 26,06 - 

S9C Limosilactobacillus reuteri 33,15 26,03 - 32,40 - 

S10B Limosilactobacillus reuteri 30,73 32,62 - 35,52 - 

6 A1 Lactiplantibacillus plantarum 22,84 25,74 45,46 22,28 31,78 

A6D2 Limosilactobacillus reuteri 17,18 24,52 - 24,96 - 

7C1 Limosilactobacillus reuteri 27,36 31,45 - 25,20 - 

A7F2 Staphylococcus warnei - - 22,72 - - 

A7G1 Limosilactobacillus reuteri 25,65 32,70 24,24 26,55 14,63 

A7H2 Limosilactobacillus reuteri 32,48 34,07 - 23,38 - 

A7I1 Limosilactobacillus reuteri 33,45 31,55 20,64 27,87 - 

S6A Staphylococcus epidermidis - - - - 21,12 

S6B Staphylococcus caprae - - - - - 
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Apêndice D - Síntese dos resultados de caracterização dos probiótica dos isolados felinos. 

Isolados SG¹ SB¹ MATS 
Aurto-

Agregação 

Co-agregação 
Antagonismo 

Se² Pa² Lm² Ef² Sa² 

A6C Limosilactobacillus reuteri R S Hidrofílica Baixo M M M B M + + - + - 

6E Limosilactobacillus reuteri R T Hidrofílica Médio B M M B M + + - + - 

A6F Limosilactobacillus reuteri R S Hidrofílica Baixo B M M B M ++-+- 

6G Staphylococcus hominis S T Hidrofílica Médio M M M M B - - + - + 

A6H Limosilactobacillus reuteri R T Hidrofílica Baixo B M B B M - + - + + 

A7A Limosilactobacillus reuteri R S Hidrofílica Médio M M M B M - + - - + 

A7B Limosilactobacillus reuteri R T Hidrofílica Baixo M M M M M + + - + - 

A7D Limosilactobacillus reuteri R R Hidrofílica Baixo B M M M M - + + + + 

A7E Limosilactobacillus reuteri R T Hidrofílica Baixo M M M M M - + + + + 

A7J Limosilactobacillus reuteri R T Hidrofílica Baixo M A M M M - + + + + 

A7K Limosilactobacillus reuteri R S Hidrofílica Baixo M M M M M + + + + + 

A8C Limosilactobacillus mucosae R T Hidrofílica Baixo B B M B B + - - - - 

A8E Limosilactobacillus reuteri T T Hidrofílica Baixo M M M B M - - + - - 

A8G Limosilactobacillus reuteri R T Hidrofílica Médio B B B B B - - - + - 

8H Limosilactobacillus reuteri R T Hidrofílica Baixo B M B B M + + + - - 

8K Limosilactobacillus reuteri R T Hidrofílica Baixo B M M B M + + + - - 

S2A Enterococcus hirae R R Hidrofílica Médio M M M B M + - + - + 

S3A Enterococcus hirae R R Hidrofílica Médio B M M B M + + + - + 

S4A Enterococcus hirae R R Hidrofílica Médio M M M B M + + + - - 

S5B Enterococcus hirae R R Hidrofílica Médio M M M M M + + + - + 

S6D Limosilactobacillus reuteri R T Hidrofílica Baixo M M M M M - + - - - 

S6E Limosilactobacillus reuteri R S Hidrofílica Médio B M M B M + + - + + 

S9A Limosilactobacillus reuteri R S Hidrofílica Baixo M M M B M + + - + - 

S9C Limosilactobacillus reuteri R T Hidrofílica Baixo M M M B M + + - + - 

S10B Limosilactobacillus reuteri R S Hidrofílica Baixo B M M B M + + - + - 

6 A1 Lactiplantibacillus plantarum R R M.Hidrofóbica Baixo M A M B M + + + + + 
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A6D2 Limosilactobacillus reuteri R T Hidrofílica Baixo M M M B M + + - + - 

7C1 Limosilactobacillus reuteri R T Hidrofílica Baixo M M M B M + + - + - 

A7F2 Staphylococcus warnei S S M.Hidrofóbica Baixo M M M M M - - + - - 

A7G1 Limosilactobacillus reuteri R S Hidrofílica Baixo B M M B M + + + + + 

A7H2 Limosilactobacillus reuteri R S Hidrofílica Baixo B M M M M + + - + - 

A7I1 Limosilactobacillus reuteri R S Hidrofílica Baixo M M M B M + + + + - 

S6A Staphylococcus epidermidis S R Hidrofílica Baixo M M M M M - - - - + 

S6B Staphylococcus caprae S T Hidrofílica Baixo B M M B M - - - - - 
¹ SG: Suco Gástrico, SB: Sais Biliares, R: Resistente, T: Tolerante, S: Sensível 

² Se: Salmonella enterica subsp. enterica sorovar. Typhimurium; Pa: Pseudomonas aeruginosa; Lm: Listeria monocytogenes; Ef: Enterococcus faecalis; Sa: Staphylococcus 

aureus. A: Alto, M: Médio, B: Baixo 
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Apêndice E – Diâmetro dos halos observados no antibiograma 

Isolados 
Antibióticos 

DO CL AM CZ CF MR EN CE CR PE 

6 A1 Lactiplantibacillus plantarum 27,77 32,58 33,94 23,11 0,00 0,00 0,00 26,74 34,48 20,07 

A6D2 Limosilactobacillus reuteri 36,74 53,16 55,31 51,88 25,18 0,00 0,00 33,72 60,21 50,13 

7C1 Limosilactobacillus reuteri 44,20 44,10 57,02 54,96 0,00 0,00 0,00 29,78 50,61 50,66 

A7D Limosilactobacillus reuteri 33,95 36,32 40,78 40,37 0,00 0,00 6,52 13,46 39,05 49,68 

A7E Limosilactobacillus reuteri 33,03 35,37 33,23 32,27 5,93 0,00 6,19 15,08 30,60 33,19 

A7J Limosilactobacillus reuteri 36,57 38,45 34,43 34,16 5,74 0,00 6,81 15,03 33,54 46,15 

A8C Limosilactobacillus mucosae 35,65 43,33 48,52 38,02 0,00 0,00 0,00 53,12 65,50 40,99 

8H Limosilactobacillus reuteri 26,57 32,95 44,50 48,49 0,00 0,00 0,00 12,29 46,98 47,90 

S5B Enterococcus hirae 19,28 26,49 32,34 30,13 19,99 13,47 13,33 24,56 26,30 34,80 

S9C Limosilactobacillus reuteri 39,00 36,44 37,37 42,09 12,95 0,00 0,00 12,57 36,22 45,36 
Os antimicrobianos utilizados foram Doxiciclina (DO), Clorafenicol (CL), Amoxilina (AM), Cefazolina (CZ), Cefoxitina (CF), Marbofloxacina (MR), Enrofloxacina (EN), 

Cefalexina (CE), Ceftriaxona (CR), Penicilina (PE) 
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ANEXOS 

Anexo A – Consentimento livre e esclarecido dos tutores 
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Anexo B – Aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal 

de Minas Gerais (CEUA/UFMG, número 177/2023) 
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