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RESUMO DA TESE

LIMA, A. L. A. Microbioma de bufalas leiteiras: estudo da interacdo com o bezerro e
ambiente ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana. 2024. 71f. Tese (Doutorado em
Reproducdo Animal na Amazobnia). Instituto de Saide e Producdo Animal, Universidade
Federal Rural da Amazonia, 2024.

A presente tese foi dividida em dois capitulos. No primeiro capitulo, a hipotese de que o
microbioma do leite da bufala poderia compartilhar t&xons com amostras de suas fezes, do
solo do pasto e, ainda com a saliva de seu bezerro, foi testada. Além disso, uma provéavel
correlacdo entre geragGes também foi estudada. Para tal, amostras de leite, fezes e saliva
foram colhidas em triplicata, de animais de primeira e terceira pari¢do em uma propriedade
no arquipélago do Marajo, Amazonia, Para-Brasil. O solo do pasto também foi coletado. Os
animais se encontravam clinicamente saudaveis. A contagem de células somaticas do leite
mostrou diferenca significativa ao ser avaliada entre novilhas e vacas. A abordagem de
Metabarcoding usando 16S rRNA demonstrou diferenca significativa na estrutura
filogenética e ecoldgica entre todas as matrizes estudadas. A beta-diversidade mostrou
agrupamento entre as amostras de leite dos animais de primeira e terceira lactacdes, e
comportamentos semelhantes em amostras de fezes e saliva. Os filos mais abundantes nas
amostras bioldgicas foram Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidota. Esses taxons, quando
compartilhados eram encontrados concomitantemente sempre em pelo menos duas matrizes
bioldgicas, mas nunca nas trés matrizes estudadas ao mesmo tempo. O filo Firmicutes foi
compartilhado entre o solo e o leite e as fezes de vacas e novilhas. As amostras estudadas
apresentaram um padrdo matriz-dependente. Foi possivel observar o compartilhamento de
familias no microbioma do leite e das fezes bufalas e saliva de seus bezerros, fortalecendo a
ideia de interacdo de microbiana entre eles. No segundo capitulo, foi avaliada a hipétese de
que haveria correlacdo entre a microbiota Gram-negativa nas fezes de bufalas, quando
comparadas entre diferentes niameros de lactacdo, bezerros e ambiente. Para tanto, foram
coletadas amostras fecais de bufalas de primeira lactacdo (novilha - HF) e quarta lactacédo
(vaca - CW), bem como de seus respectivos bezerros (CFH e CFC) de uma fazenda no
Arquipélago do Marajé, Para, Brasil. Amostras de solo (S) também foram coletadas. As
amostras foram diluidas e semeadas em meios seletivos suplementados com Ceftriaxona
(CRO) ou Tetraciclina (TET) para isolamento bacteriano. Coldnias cultivadas em CRO
foram submetidas a pressao seletiva pelo método de replicacdo em placas com Cefepima
(CFP) e Imipenem (IMP). A contagem, o isolamento e a identificacdo foram realizados por
MALDI-TOF. No total, 91 cepas bacterianas foram identificadas: 37 eram resistentesa TET,
27 a CFP e 27 a IMP. As cepas foram identificadas como Escherichia coli (TET [33]; IMP
[7]), Ochrobactrum intermedium (TET [4]; CFP [19]; IMP [10]), Achromobacter xyloxidans
(CFP [5]) e Stenotrophomonas maltophilia (CFP [3]; IMP [10]). Foi observado agrupamento
entre os perfis de resisténcia para CFC e CW para o antibidtico IMP; CW, HF e CFC com o
grupo S para os antibioticos TET, IMP e CFP, respectivamente. Os resultados destacam a
importancia do monitoramento constante do perfil de resisténcia bacteriana nesses animais
e no solo ao redor, pois bactérias comensais e ambientais podem ser indicadores de pressao
seletiva e podem destacar agentes emergentes de resisténcia antimicrobiana comumente
usados.

Palavras-chave: Bubalus bubalis, leite, ecologia microbiana, transferéncia vertical,
resisténcia a antimicrobianos.



ABSTRACT OF THESIS

LIMA, A. L. A. Microbiome of dairy buffaloes: study of the interaction between the calf
and the environment and the development of bacterial resistance. 2024. 71p. Thesis (PhD
in Animal Reproduction in the Amazon). Institute of Animal Health and Production, Federal
Rural University of the Amazon, 2024.

This thesis was divided into two chapters. In the first chapter, the hypothesis that the buffalo
milk microbiome could share taxa with samples from its feces, pasture soil, and even with the
saliva of its calf was tested. Additionally, a possible correlation across generations was also
studied. For this, milk, feces, and saliva samples were collected in triplicate from first and third-
parity animals on a farm in the Marajo Archipelago, Amazon, Para-Brazil. Pasture soil was also
collected. The animals were clinically healthy. The somatic cell count in the milk showed a
significant difference when evaluated between heifers and cows. The metabarcoding approach
using 16S rRNA demonstrated a significant difference in the phylogenetic and ecological
structure among all the matrices studied. Beta-diversity showed clustering between the milk
samples of first and third-lactation animals, and similar patterns in feces and saliva samples.
The most abundant phyla in the biological samples were Firmicutes, Proteobacteria, and
Bacteroidota. When shared, these taxa were found simultaneously in at least two biological
matrices, but never in all three matrices at the same time. The phylum Firmicutes was shared
between the soil and the milk, and between the feces of cows and heifers. The samples studied
presented a matrix-dependent pattern. It was possible to observe the sharing of families in the
microbiome of buffalo milk and feces and the saliva of their calves, reinforcing the idea of
microbial interaction among them. In the second chapter, the hypothesis was assessed that there
would be a correlation between the Gram-negative microbiota in buffalo feces when compared
across different lactation numbers, calves, and the environment. To this end, fecal samples were
collected from first-lactation (heifer - HF) and fourth-lactation (cow - CW) buffaloes, as well
as their respective calves (CFH and CFC) from a farm in the Marajé Archipelago, Para, Brazil.
Soil samples (S) were also collected. The samples were diluted and plated on selective media
supplemented with Ceftriaxone (CRO) or Tetracycline (TET) for bacterial isolation. Colonies
grown on CRO were subjected to selective pressure using the replication method on plates with
Cefepime (CFP) and Imipenem (IMP). Counting, isolation, and identification were performed
using MALDI-TOF. In total, 91 bacterial strains were identified: 37 were resistant to TET, 27
to CFP, and 27 to IMP. The strains were identified as *Escherichia coli* (TET [33]; IMP [7]),
*Qchrobactrum intermedium* (TET [4]; CFP [19]; IMP [10]), *Achromobacter xyloxidans*
(CFP [5]), and *Stenotrophomonas maltophilia* (CFP [3]; IMP [10]). Grouping was observed
between the resistance profiles for CFC and CW for the antibiotic IMP; CW, HF, and CFC with
group S for the antibiotics TET, IMP, and CFP, respectively. The results highlight the
importance of constant monitoring of the bacterial resistance profile in these animals and the
surrounding soil, as commensal and environmental bacteria can be indicators of selective
pressure and may highlight emerging antimicrobial resistance agents commonly used.
Keywords: Bubalus bubalis, milk, microbial ecology, vertical transfer, antimicrobial
resistance.
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1 CONTEXTUALIZACAO

1.1 BUBALINOCULTURA

Os bafalos foram inicialmente domesticados ha milénios, primeiro na Mesopotamia por
volta do terceiro milénio a.C., depois na China durante o segundo milénio a.C. Mais tarde,
durante a Idade Média, eles foram levados para a Europa, Extremo Oriente e Africa. No Brasil,
sua chegada correu a partir dos meados do século XIX, trazidos em pequenos grupos da Asia,
e, principalmente, da Italia e do Caribe (Nascimento et al., 2023).

A criacdo de bufalos no Brasil teve grande éxito, principalmente na Ilha do Marajd,
localizada no delta do estado do Para, formado pelo Rio Amazonas. O primeiro a fazé-lo foi
Vicente Chermont de Miranda, que trouxe alguns animais da regido do Mediterraneo, na Italia.
A partir desse ponto, a importacao de bufalos se expandiu para varias regides do pais (Silva et
al., 2021), o qual compde hoje um rebanho de aproximadamente 1,6 milhdes cabecas, 0 maior
fora do continente asiatico (IBGE, 2023).

Os bufalos sdo um importante recurso pecuario em diversas regifes mundiais,
principalmente em paises tropicais e subtropicais (Mokhber et al., 2018), por apresentar tripla
aptiddo, sendo usado ndo apenas para tracdo, mas também para producdo de leite e carne
(Zhang; Colli; Barker, 2020). Ademais, a espécie bubalina destaca-se por sua habilidade de se
adaptar a diversas condi¢des climaticas e altitudes, além de ser facilmente manejado devido a
sua docilidade. Por essas razdes, é possivel encontrar criacbes de bufalos tanto em regibes de
clima frio na Europa quanto em areas de clima quente, como em paises asiaticos e no norte do
Brasil (Neto et al., 2022).

O bufalo asiatico (Bubalus bubalis) é uma espécie domesticada que, frequentemente, é
erroneamente confundida pelo Bisdo americano selvagem (Bison bison), bem como pelo bufalo
africano (Syncerus caffer). Essas duas Ultimas espécies sdo, na verdade, ndo relacionadas e de
natureza selvagem. Bubalus bubalis é composto por duas subespécies distintas: o bufalo-do-rio
(B. bubalis bubalis) e o bufalo-do-pantano (B. bubalis kerebau), que de acordo com Minervino
et al. (2020), apresentam divergéncia genética com diferenga no numero de cromossomos (50
e 48, respectivamente), além de divergéncias morfofisioldgica, produtiva e reprodutiva.

Atualmente no Brasil, sdo oficialmente reconhecidas quatro racas de bufalos: Carabao,
Murrah, Mediterraneo e Jafarabadi, todas com potencial para a producdo de leite e carne. A
producdo meédia anual de leite dessas racas é de 1.800 litros em 300 dias de lactagéo,

evidenciando o alto potencial produtivo da espécie (ABCB, 2023).
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O estado do Para destaca-se como o principal polo de producdo pecuéria do pais,
abrigando 40% do rebanho nacional, com cerca de 65% concentrados no arquipélago do
Marajo. Este arquipélago, famoso por sua riqueza natural e cultural, engloba diversos
municipios, como Soure, Cachoeira do Arari, Ponta de Pedras, Muana, Chaves, Salvaterra e
Cruz de Santa Arari, onde a criagcdo bubalina desempenha um papel crucial na economia e na
sociedade local (Lopes Filho, 2020).

Nesse contexto, alguns municipios do Marajo apresentam baixos Indices de
Desenvolvimento Humano (IDH) quando comparados com o restante do Brasil, e a criagdo de
bufalos emerge como uma alternativa eficiente para os produtores rurais. Certas caracteristicas
desses animais permite um manejo menos oneroso, impulsionando a economia local através da
producdo de carne, leite, couro, e fabricacdo de queijo, além do transporte de cargas. Ao mesmo
tempo, essa atividade atrai turistas interessados na cultura local, contribuindo para o
desenvolvimento regional (Dos Santos, 2020).

A criagdo de bubalinos foi tradicionalmente voltada para a produgdo de carne. No
entanto, de acordo com Santos et al. (2016), nas Gltimas décadas, verificou-se uma expansado
significativa na exploracéo leiteira desses animais. Essa tendéncia deve-se a composicdo fisico-
quimica Unica do leite bubalino em comparacéo ao leite bovino, permitindo a producéo de
derivados lacteos de alto valor comercial. Como resultado, a bubalinocultura voltada a producéo

de leite tem crescido notavelmente.

1.2 LEITE BUBALINO

O leite é uma substancia biolégica complexa que se constitui por agua e diversos
nutrientes essenciais, como gorduras, acucares, proteinas, vitaminas e minerais.
Adicionalmente, a composicdo do leite € influenciada por uma série de fatores internos e
externos que podem de certa forma influir sobre ela (Neglia et al., 2023).

Estudos sobre a composicao do leite de bufala indicam que ele possui percentuais mais
elevados de solidos totais (Kapadiva et al., 2016), proteina (4-5%) (Borghese e Mioli, 2016) e
lactose (5-5,63%) (Becskei et al., 2020). Além de apresentar maior quantidade de glébulos de
gordura em comparagédo com o leite de vaca (6,4-8% vs. 4,1-5%) (Becskei et al., 2020). Sendo
estas caracteristicas modeladas por diversos fatores, como raca, estacdo do ano, praticas de
gestdo, alimentacdo, satde do animal, estagio de lactagdo e contagem de células somaticas do
leite (Gustavsson et al., 20214; Sahin, Yildirim e Ulutas, 2017).
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As vantagens do leite bubalino, ndo se limitam apenas as suas caracteristicas fisico-
quimicas, composicionais e sensoriais, mas abrangem beneficios nutricionais. Um exemplo sdo
as proteinas, consideradas completas e de alto valor biologico, contendo aminoacidos essenciais
nas proporc¢des necessarias para o corpo humano (Khedkar et al. 2016). Além disso, seu elevado
teor de solidos totais, resulta em um rendimento superior dos produtos lacteos como queijo,
manteiga e iogurte (Mane e Chatli., 2015).

No ambito da producdo leiteira, os bufalos séo a segunda maior fonte de leite do mundo,
contribuindo com 15,3% (139 toneladas) do leite global, e apresentando uma taxa de
crescimento anual de 4,5% (IFD, 2021). Seu consumo tem aumentado nos Gltimos anos devido
ao sabor suave, a taxa de gordura favoravel, e as caracteristicas organolépticas Unicas de seus
produtos derivados (Abdel-Hamil et al., 2023).

Apesar do sucesso na sua comercializacdo, o leite bubalino ndo possui regulamentacéo
federal vigente no Brasil que estabeleca todos os pard@metros necessarios para sua padronizagao.
Em decorréncia da similaridade entre os géneros Bos e Bubalus, a Instru¢gdo Normativa n°® 76
de 26 de novembro de 2018, usada para leite bovino, aplica-se provisoriamente como referéncia

para o leite de bufala.

1.3 CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS DO LEITE DE BUFALAS

A contagem de células somaticas ¢ uma ferramenta que determina a qualidade do leite
em todo mundo, sendo um importante indicador de saude do Ubere e indicando precocemente
enfermidades como a mastite. O nimero de células somaticas aumenta significativamente em
caso de infecgdo, podendo influir na diminuicdo da producdo leiteira, bem como afetar as
caracteristicas organolépticas, a durabilidade e a vida util dos produtos nas prateleiras, o que
causa consequentemente grandes perdas econdmicas aos produtores (Sharma et al., 2011;
Sahim et al., 2017).

Em um estudo realizado por Jorge et al. (2005), foram colhidas 544 amostras de leite de
38 bufalas, e ao analisarem o escore do California Mastitis Test (CMT) em conjunto com a
CCS, foi observado que 83,3% das amostras apresentaram score 1, apresentaram uma média de
12.830 células/ml, enquanto 11% apresentaram score 2, com uma média de 46.810 células/ml.
Ja Ceron-Munhoz et al. (2002), em estudo realizado no estado de S&o Paulo, ao avaliarem 2693
amostras provenientes de 222 budfalas Murrah, observaram uma média de 63.610 células
somaticas/mL, sendo que 37% apresentaram entre 0 e 17.000 cels. /mL, 59,2% entre 18.000 e

282.000 cels. /mL e apenas 3,2% excederam os valores de 282.000 cels. /mL.
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Sahim et al. (2017) avaliaram a quantidade de partos e o estadio de lactacdo em relagdo
as células somaticas do leite, e observaram que a CCS variou de acordo com a quantidade de
partos, sendo que animais de terceira lactacdo apresentaram menores valores, com média de
50.014 cels. / mL, e maiores valores nos animais de primeira e sétima lactagdes, onde

observaram médias de 186.109 cels. / mL.

1.4 MICROBIOMA

Microrganismos definem-se como organismos unicelulares microscépicos presentes na
natureza, isoladamente ou em agregados celulares. A microbiota por sua vez, consiste em um
conjunto diversificado de espécies, que ocupam diferentes nichos ecoldgicos, variando
conforme o ambiente onde se encontram, interagindo entre si e com 0 meio, podendo ser
cultivadas para a identificacdo (Marchesi e Ravel, 2015; Ferrocino et al., 2021).

Neste contexto, a definicdo de microbioma segundo Berg et al. (2020) consiste em
comunidades microbianas que ocupam um habitat definido. N&o se referindo apenas a
caracterizacdo dos microrganismos, mas abrangendo também sua fungéo. Originando assim um
microecossistema dinamico e interativo, sendo determinante para salde e funcionamento de

hospedeiros.

1.4.1 Microbioma do leite de bufalas

E reconhecido que o equilibrio entre o hospedeiro e seu microbioma é indispensavel
para sua saude, uma vez que esta tem papel na inducéo, treinamento e funcdo do sistema imune
(Belkaid e Hand, 2014). Apesar da maior parte dos estudos anteriores se concentrarem na
microbiota do rimen de bovinos e bubalinos (Myer et al., 2015; Noronha et al., 2023),
reconhece-se também outros locais, que possuem seu préprio microbioma (Rainard, 2017).

Fatores como local de criagdo e modo de ordenha, tipo de criacdo, dieta e cama
utilizadas, influenciam as populacdes bacterianas presentes no teto do animal, no ambiente e,
consequentemente, no leite proveniente do mesmo (Kable et al., 2016). Young et al. (2015)
observaram uma correlacdo entre o microbioma intestinal e o da glandula maméria através do
sequenciamento do rRNA 16S em amostras de leite, fezes e sangue de vacas lactantes, tendo
identificado bactérias pertencentes aos géneros Ruminococcus e Bifidobacterium, e a familia
Peptostreptococcaceae. Este resultado sugere a existéncia de uma via de comunicacdo que

facilita a migracdo de componentes da microbiota intestinal para a glandula mamaria.
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Estudos utilizando a técnica de metabarcoding para pesquisa do microbioma do leite de
bufalas sdo recentes (Catozzi et al., 2017; Salmann et al., 2023; Luziatelli et al., 2023), mas 0
avanco de novas técnicas em bubalinos como a andlise metagenémica pode representar a
estratégia para alcancar a identificacdo em nivel de espécies e estudar de forma mais profunda
esse microbioma e correlaciona-lo a satde do Ubere (Catozzi et al., 2020).

Neste contexto, o microbioma do leite é dinAmico, e em sua composi¢do predominam
bactérias, seguidas por bolores e leveduras. Uma pesquisa realizada na Italia com bufalas
saudaveis, identificou que membros dos géneros Micrococcus, Propionibacterium e
Solibacillus compunham o core microbiome do leite cru desses animais (Catozzi et al., 2017).
Outra pesquisa, realizada no Paquistdo, comparou o0 microbioma de bufalas saudaveis com o de
bufalas com mastite clinica e subclinica, e observou em animais saudaveis maiores percentuais
dos géneros Streptococcus, Herbaspirillum e Estafilococos; em animais com mastite clinica
Streptococcus, Staphylococcus e Corynebacterium; e em animais com mastite sub-clinica
Bacillus, Corynebacterium e Staphylococcus (Salmann et al., 2023).

1.4.2 Microbioma das fezes

O microbioma intestinal de animais tem sido pesquisado devido a seu papel em
processos fisiolégicos como nutricdo, salde e produtividade animal. Em ruminantes, as
bactérias presentes no trato gastrointestinal (TGI) desempenham funcGes importantes, como a
quebra da celulose e a producéo de acidos graxos volateis como acetato, butirato e propionato,
que fornecem mais de 70% da energia para o animal (Durso et al.,2010; Holman et al., 2019).

Neste contexto, a preservacdo de populacdes microbianas benéficas se torna algo
importante no sentido de manter a homeostase do animal. Contudo o microbioma do TGl
também pode ser influenciado por diversos fatores, tanto internos quanto externos. Entre eles,
destacam-se a dieta, a genética do hospedeiro, a idade, o estado de salde e infec¢des, que podem
modular a composi¢do microbiana (Castillo-Lopez e Dominguez-Orddéfiez, 2019).

A diversidade de popula¢es microbianas nos pré-estbmagos de ruminantes € bastante
uniforme. Estudo realizado por Mao et al. (2015) descreve gue no rimen bovino encontra-se a
maior diversidade bacteriana. Entretanto no mesmo estudo foi observado que no intestino a
densidade de bactérias € a mais elevada, juntamente com as concentracfes de acidos graxos
volateis como acetato, proprionato e butirato encontradas no intestino grosso (ceco e colon) e
no reto.

Segundo Oliveira et al. (2013) os indices de riqueza e diversidade sdo semelhantes entre

ceco, colon e reto, além de as abundéancias relativas de cada filo encontrado também apresentam
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semelhanga, corroborando que o uso de amostras fecais é representativo para carcacterizacdo
do microbioma do intestino grosso. Meyer et al. (2015) estudando o microbioma de fezes de
bovinos encontrou maior abundancia de Lachnospiraceae e Ruminococcaceae, ambas
pertencentes ao filo Firmicutes. J& Noronha et al. (2023) ao estudar microbioma ruminal de
bafalos  de  diferentes  ecossistemas da  Amazbnia  Oriental encontrou
Prevotellaceae e Bacteroidaceae como as principais familias do filo Bacteroidetes e
Lachnospiraceae, Acidaminococcaceae e Ruminococcaceae filo firmicutes encontradas em

todos os ecossistemas estudados.

1.4.3 Microbioma da saliva

A saliva possui um papel essencial na manutencdo da saude e fisiologia do animal,
atuando como barreira frente a potenciais patogenos, além de auxiliar no processo inicial de
degradacdo dos alimentos (Shinde et al., 2024). Existe uma grande diversidade de espécies
bacterianas que compde a microbiota oral, sendo este o segundo habitat mais diverso (Lee et
al., 2021).

A saliva fornece condicGes ideais para aderéncias das bactérias na boca, sendo suas
fungdes primordiais atividade antibacteriana, antiviral e antifingica, que se dao a partir de uma
mistura complexa de componentes fisico-quimicos e bioldgicos, além de acdo tamponante e de
enzimas que auxiliam na digestdo alimentar (Shinde et al., 2024). Além desses componentes a
saliva também possui diversas bactérias que podem ser usadas como biomarcadores para
deteccdo de possiveis disturbios orais, digestivos e outros (Yoshizawa et al., 2013).

O microbioma oral humano foi amplamente estudado, sendo identificados mais de 700
taxons, incluindo Streptococcus spp. e Veillonella spp.(Baty, Stoner e Soffield, 2022) Estudos
realizados anteriormente demonstraram que o microbioma oral pode influenciar em outras
partes do corpo, por exemplo na colonizacdo do trato respiratorio, oferecendo protecdo contra
patdégenos oportunistas, entretanto uma disbiose nesta microbiota também pode afetar
negativamente, ocasionando doencas orais e sistémicas no hospedeiro (Baker et al., 2024).

Shinde et al. (2024) descreve que em humanos, os filos mais abundantes encontrados
sdo Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes, Fusobacterium, Actinobacteria. Em um estudo
realizado nos Estados Unidos com leitdes desmamados foi observada maior abundancia de
taxons pertencentes ao filo Firmicutes, seguido de Proteobacteria. Os géneros Streptococcus,

membros da familia Pasteurellaceae foram os mais abundantes (Buiatte et al., 2024).
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1.4.4 Microbioma do solo

O solo representa 0 mais vasto reservatorio de diversidade microbiana na Terra. Essa
comunidade microbiana de enorme diversidade pode ter impactos significativos, tanto diretos
quanto indiretos, na saude e bem-estar do solo, das plantas, dos animais e dos seres humanos
(Berg et al., 2020). Solos ricos em biodiversidade podem fornecer microrganismos comensais
a microbiota intestinal dos animais. Neste contexto, o consumo deliberado de solo ou argila é
chamado de geofagia e ja foi descrito sendo praticado por alguns animais como ovelhas, gorilas
e papagaios (Liddicoat et al., 2020).

Pelo seu baixo senso epicritico, animais como bovinos e bubalinos podem consumir
uma grande quantidade de solo, que estéo aderidos a brotos e plantas. Um estudo realizado com
vacas, aponta que um animal pode consumir 350 kg de solo por vaca por ano (Jurjanz et al.,
2012). Em estudo realizado por Hartmann et al. (2015) foi observada maior abundéncia do filo
Firmicutes com representantes de géneros como
Bacillus, Clostridium, Epulopiscium, Paenibacillus, Solibacillus, Symbiobacterium, Tepidimic

robium, Thermobacillus e Ureibacillus.

1.5 RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS
1.5.1 Bactérias Gram-negativas

A classificacdo de bactérias em Gram-negativas e Gram-positivas estéa relacionada ao
processo de Coloracdo de Gram, onde observa-se microscopicamente bactérias Gram-positivos
com uma cor arroxeada devida a presenca de uma camada espessa de peptideoglicano em sua
parede celular, ou uma cor roséacea, observada em bactérias Gram-negativas com camada mais
fina de peptideoglicano (Procop et al., 2018).

Esses microrganismos sdo comumente encontrados em diversos ambientes, incluindo o
trato gastrointestinal humano e animal, além de solos e plantas, onde desempenham fungdes
essenciais no ecossistema. Entretanto, esses microrganismos também podem ser identificados
como contaminantes de matrizes alimentares (Janda e Abbott, 2021).

Na Medicina Veterindria, estas bactérias s8o comumente identificadas como
responsaveis por causar infeccGes dos tratos gastrointestinal, geniturinério, e respiratdrio,
acarretando grandes prejuizos econdmicos aos tutores e produtores de animais (Aurich,
Berninghoff e Ewers, 2022).

A identificacdo de microrganismos de forma rapida resultou em um grande avanco na
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medicina veterindria. Uma das técnicas atualmente empregadas é a de identificacdo de
microrganismos por espectrometria de massa com fonte de ionizagdo e dessorcdo a laser
assistida por matriz - MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization) e analisador de
massas do tipo tempo-de-voo - TOF (Time-of-Flight). Esta metodologia identifica e classifica
0 patdgeno na cultura da amostra através da comparacdo do seu espectro de massas com 0S
espectros de referéncia de cepas conhecidas (Angeletti, 2017).

1.5.2 Resisténcia antimicrobiana

Apesar de o desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos (RAM) acontecer
naturalmente, ou seja, sem o uso direto de antibi6ticos, o uso indiscriminado dessas drogas
provoca uma pressdo na selecdo de bactérias resistentes, contribuindo para o aparecimento de
multirresisténcia (Smith et al., 2023).

No século XX, a descoberta de antibidticos caracterizou um dos maiores feitos na
medicina humana da época. Seu uso na clinica acarretou uma diminuigdo significativa da
morbidade e mortalidade associadas a infec¢fes bacterianas, e entre décadas de 30 e 60 sendo
que a penicilina por exemplo, estd disponivel no mercado desde 1941. A partir disso
disseminou-se 0 uso exponencial de antimicrobianos, marcando a chamada “Era de ouro dos
antibidticos” (Aslam et al, 2018; Baram et al., 2023).

Em paralelo a isso, houve registros das primeiras cepas bacterianas resistentes e,
subsequentemente, o uso indevido e excessivo de diversas classes de antimicrobianos, que vém
sendo impulsionado pela clinica humana e ampla utilizacdo na pecuaria e agricultura,
resultando na disseminacdo da resisténcia a antimicrobianos em todas as populacdes
microbianas (Gajdacs e Albericio, 2019).

Neste contexto, o aumento desenfreado do nUmero de bactérias resistentes a
antimicrobianos (RAM) é atualmente uma das mais graves ameacas a salde publica
reconhecida pela Organizacdo Mundial da Satude (OMS), sendo a resisténcia de bactérias Gram-
negativas particularmente alarmantes (Alonso et al., 2017; OMS, 2023).

Estudos indicam que a resisténcia a antimicrobianos podem se dar de trés principais
formas: i) por uma caracteristica intrinseca da espécie, que pode resistir através de
caracteristicas estrutural ou funcional; ii) por mutag¢6es que ocorrem durante a replicacédo celular
ou séo de certa forma induzidas; iii) atraves de incorporagdo de material genético exdgeno por

transferéncia génica horizontal (Blair et al.; 2015; Silva e Junio, 2022).
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1.5.3 A resisténcia a classe beta-lactamicos

A resisténcia a antibioticos beta-lactamicos possui origem natural, oriunda de uma
possivel autopreservacdo de bactérias frente a interagdo com compostos munidos de anel
lactimico. Uma evidéncia desse mecanismo ser desenvolvido por questbes de
sobrevivéncia, se demonstra pela homologia das p-lactamases com proteinas de ligacédo a
penicilina (PBPs) (Bush, 2018).

Os antimicrobianos Ceftriaxona e Cefepime pertencem a subclasse das
cefalosporinas de 32 e 42 geragdes respectivamente. Apresentam atividade antimicrobiana,
dispondo de potencial de agé&o similar ao dos carbapenémicos. Atuam na interrupcao da
sintese do peptidoglicano, sendo esta responsavel pela formacdo da parede celular
bacteriana, por ligacdo as proteinas de ligacdo a penicilina (PBP’s), o que ocasiona lise
osmotica (Craig e Andes, 2015). A resisténcia a estes antimicrobianos por sua vez, se da
pela producéo de B-lactamases de espectro estendido (ESBL) que atuam hidrolisando a
cadeia oximino beta-lactiamica dos antimicrobianos (Curello e Mac Dougall, 2014) e
producdo de B-lactamases AmpC, que podem ser produzidas através de superexpressao do
gene cromossémico AmpC ou por um determinante AmpC mediado por plasmideo, sendo
sua acdo mais evidente nos canais porinicos da membrana celular, ocasionando mutacGes
e estreitamento (Kim et al., 2006).

O imipenem pertence a subclasse dos carbapenémicos de 12 geragdo, que por sua vez,
sdo utilizados como ultimo recurso no tratamento de infeccGes por bacilos Gram-negativos.
Possuem acéo frente a ESBL e carbapenemases, agindo na atividade de enzimas de
construcdo da membrana bacteriana, interferindo na reticulacdo da camada peptidoglicana
da bactéria, prejudicando assim a formacdo integral da parede celular, o que leva a lise
osmatica (Munera, e Quiceno, 2020). Sua resisténcia por sua vez, pode ser mediada por
dois mecanismos principais: i) produgdo de B-lactamases (cefalosporinases ou ESBL)
combinadas com permeabilidade diminuida devido a perda ou alteracdo de porinas; ii)

producdo de B-lactamases hidrolisantes de carbapenémicos (Nordmann et al., 2011).

1.5.4 A resisténcia a classe tetraciclinas

As tetraciclinas atuam principalmente no ribossomo e, portanto, na sintese de proteinas
das células bacterianas. Sdo antimicrobianos usados extensivamente na medicina humana,
veterinaria e agricultura, uma vez que oferecem amplo espectro de acéo frente a bactérias gram-

positivas e Gram-negativas (Hellweger et al., 2011). Esses antibioticos sdo considerados
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bacteriostaticos e podem atuar rompendo a membrana bacteriana ou se ligando ao ribossomo e
inibindo a fase de alongamento da sintese proteica, prevenindo a adi¢do de novos aminoacidos
que levariam ao crescimento polipeptidico (Nguyen et al., 2014).

Um numero crescente de espécies bacterianas resistentes a atividade bacteriostatica da
tetraciclina vem sendo identificado. A resisténcia a esses antimicrobianos, se da por aquisi¢do
de determinantes, tendo como principais mecanismos: i) as bombas de efluxo; ii) protecédo

ribossémica, levando a inativacdo do antimicrobiano (Schmitz e Fluit, 2010).



26

2. OBJETIVOS DA TESE

Caracterizar a diversidade e composicdo bacteriana do leite de bufalas e analisar a

resisténcia aos antimicrobianos de isolados bacterianos dos animais em estudo.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a composi¢do do microbioma bacteriano do leite cru procedente de bdfalas
de primeira e terceira paricao;

o Identificar a relagdo da contagem de células sométicas com o microbioma do leite cru
de bufalas;

e Distinguir a composi¢do do microbioma bacteriano do leite e fezes de bufalas com o da
saliva do bezerro;

o Identificar bactérias Gram-negativas resistentes a beta-lactamicos e tetraciclina isoladas
de fezes de bufalas, seus bezerros e do solo;

e Comparar os perfis de resisténcia dos isolados bacterianos entre bezerros e suas maes e

0 ambiente.
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Abstract

Buffalo milk stands out for its nutritional characteristics, and, in Brazil, it is produced mainly
in the Amazon region, specifically in the Marajé archipelago, state of Para. In this context, the
study of this microbiome emerges as an interesting and underexplored topic in the literature,
investigating whether certain biotic factors may influence milk colonization. The hypothesis
that the buffalo milk microbiome could share taxa with samples from their feces, pasture soil,
and even their calf's saliva was tested. Furthermore, a potential correlation between generations
was also explored. For this purpose, milk, feces, and saliva samples were collected in triplicate
from first and third parity animals at peak lactation on a farm in the Marajé archipelago,
Amazon, Pard, Brazil. Pasture soil samples were also collected. All animals were clinically
healthy based on macroscopic examination of milk secretion and the California Mastitis Test,
with no reactivity observed. The somatic cell count in milk showed significant differences when
evaluated between heifers and cows, suggesting that microbial exposure throughout life may
naturally increase SCC (Somatic Cell Count) in these animals. The 16S rRNA Metabarcoding
approach revealed significant differences in the phylogenetic and ecological structure among
all matrices studied. Beta-diversity showed clustering among milk samples from animals in
their first and third lactations, with similar patterns in feces and saliva samples. The most
abundant phyla in biological samples were Firmicutes, Proteobacteria, and Bacteroidota. These
taxa were found concurrently in at least two biological matrices but never in all three
simultaneously. Firmicutes were shared among soil, milk, and feces of both cows and heifers.
Additionally, Actinobacteria were abundant in soil, contrasting with biological samples. The
microbiomes of both milk and feces showed similarity among animals of different ages. It was
possible to observe the sharing of families in the milk and feces microbiomes of buffaloes and
the saliva of their calves, reinforcing the idea of microbial interaction between them.
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Introducgéo

O bufalo (Bubalus bubalis) é um importante recurso na pecuaria mundial, tendo a producéo
de leite de bufala contribuido em 15% da producédo de leite do planeta. Além disso, o leite
bubalino tem despertado a atencdo de consumidores principalmente por caracteristicas
nutricionais relevantes como altos teores de gordura, lactose, proteina, célcio, vitaminas A e C,
além de baixos niveis de colesterol (Guzman et al., 2020).

Ao ser sintetizado e secretado pelos alvéolos mamarios de um animal saudavel, o leite é
considerado estéril, porém ao ser excretado do teto do animal, ele passa a ser colonizado por
uma diversidade de microrganismos que estao presentes naturalmente no revestimento epitelial
do canal do teto e no ambiente (Melini et al., 2017; Ganda et al., 2016). A diversidade do
microbioma do leite é bem dinamica, sendo na sua maioria bactérias, seguidas de fungos e
leveduras (Ferrocino et al., 2021).

A composicao do leite e de seu microbioma pode apresentar alteragdes, ndo sé pelo uso de
antimicrobianos (Ganda et al., 2016), o que é comumente esperado, mas também pelo tipo de
criacdo, condicgdes climaticas e alimentacdo (Kable et al., 2016; Chaves et al., 2016). As fases
de lactacdo também foram descritas como fator importante para determinagdo da composicao
microbiana do leite em espécies como vacas (Lima et al., 2018; Metzger et al., 2018),
cabras (Mc Innis et al., 2015) e bdfalas (Catozzi et al.,2020). Sugerindo que diversos aspectos
podem influir nestas comunidades, sejam eles externos ou fisiologicos. Além disso, técnicas
independentes de cultura ainda mostraram que a microbiota do leite proveniente de um animal
saudavel inclui também potenciais agentes patogénicos (Vayssier-Taussat et al., 2014).

No contexto vaca-bezerro, o contato materno no sistema de produgdo leiteira é um
importante fator para satde e bem-estar dos animais. Assim permite-se que sejam expressos
comportamentos naturais, estimulando o desenvolvimento dos bezerros e aumentando taxas de
crescimento e engorda. Além disso, esse contato afeta positivamente a saude do Ubere, sendo
consequéncia principalmente da amamentagdo, indicando uma relagdo positiva entre
microbioma do leite, a amamentacéo e a saude do bezerro (Johnsen et al., 2016). Ademais, em
relagdo ao bezerro, comportamentos como o pastejo, podem levar o animal a geofagia. O solo
é uma fonte de microrganismos, e estudos anteriores demonstraram uma relagéo entre a dieta e
a composicdo do microbioma ruminal de vacas e bufalas. Portanto, suspeita-se que esta troca
ocorra também com o solo acidentalmente ingerido (Igbal et al., 2018, Noronha et al., 2023).

No cenério atual de pesquisa, 0 sequenciamento e analise de regides hipervariaveis do gene

rRNA 16S é um método que vem sendo utilizado com grande confiabilidade para caracterizar


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/lactation-stage
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/lactation-stage
https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/goat

77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90

91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103

30

a diversidade bacteriana de uma determinada amostra (Catozzi et al., 2020, Oikonomou et al.,
2014).

No Arquipélago do Marajé a bubalinocultura tem um papel essencial na consolidacéo da
economia local, levando em consideracdo que a valorizacdo dos produtos regionais é uma
tendéncia mundial e, além disso, os consumidores vém buscando cada vez mais sabores
originais e alimentos mais nutritivos. Neste contexto, apesar da crescente visibilidade que a
bubalinocultura leiteira e seus produtos derivados vém ganhando, faltam estudos relacionados
ao microbioma do leite de bufala e suas interagdes com o bezerro e 0 ambiente. Foi testada a
hipotese de que o microbioma do leite da bufala poderia compartilhar taxons com amostras de
suas fezes, do solo do pasto e, ainda com a saliva de seu bezerro. O objetivo do presente estudo
foi: determinar a composic¢do do microbioma bacteriano do leite cru procedente de bdfalas de
diferentes pari¢cdes, bem como identificar a relacdo da contagem de células somaticas com o
microbioma do leite cru de bufalas e distinguir a composicdo do microbioma bacteriano do leite
e fezes de bufalas com o da saliva do bezerro.

Material e Métodos
Etica em uso de animais e Gestdo do Patrimoénio Genético

O Comité de Etica Animal da Universidade Federal Rural da Amazonia aprovou este
experimento, Protocolo n°® 6612040821 (CEUA) e 636-202 (UFRA). O projeto também foi
cadastrado através do Conselho de Gestdo do Patriménio Genético do Governo Federal, no
Sistema Nacional de Gestéo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado

com nUmero de cadastro A144BC3.

Local de coleta
As amostras foram colhidas em maio, no periodo chuvoso, em uma propriedade localizada
no Arquipélago do Marajo, no municipio de Cachoeira do Arari (Figura 1), estado do Para-

Brasil.
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Figura 1. Localizacdo da fazenda onde foram realizadas as coletas, no municipio de Cachoeira

do Arari- Arquipélago do Marajé, Para-Brasil.

Colheita de amostras

O rebanho da propriedade é composto por 120 bufalas mesticas das racas Murrah e
Mediterraneo, 0s animais permanecem no mesmo piquete independentemente da idade, sendo
ordenhados duas vezes ao dia (as 4 horas da manha e as 16 horas da tarde), a média de producao
por animal, por dia varia de 6 a 10 litros de leite. Os bezerros permanecem com a mée por duas
horas ap0s a ordenha e mamam o leite de apojo.

Para a colheita de material o delineamento experimental adotado foi inteiramente
casualizado. No total, foram colhidas 18 amostras, sendo: seis amostras de leite e seis de fezes
de bdfalas saudaveis e seis amostras de saliva de seus filhotes. Os animais foram selecionados
seguindo os seguintes critérios: i. Bufalas divididas em dois grupos: 12 Lactacdo (n=3) e 32
Lactacdo (n=3): ii. Animais com grupamentos geneticos similares; iii. Animais no mesmo
estadio da lactagéo; e iv. Animais submetidos ao mesmo manejo geral, nutricional e condic¢des
de ordenha.

Foram realizados nos animais o exame clinico da glandula mamaria (Grunert, 1993,
Radostits et al., 2009), o exame macroscopico da secrecdo lactea, por meio do teste da caneca

de fundo escuro (Grunert, 1993) e o California Mastitis Test (Schalm e Noorlander, 1957).
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A colheita das amostras de leite foi realizada apds criteriosa antissepsia do 6stio do teto com
algodao embebido em alcool a 70%; os trés primeiros jatos de leite foram dispensados e em
seguida foram colhidos 5 mL de leite em tubos Falcon estéreis, as fezes foram colhidas por
excrecdo espontanea e acondicionadas em tubos de coleta estéreis. As amostras de saliva dos
bezerros foram colhidas através da estimulacdo da produgdo salivar, sendo realizada com o
auxilio de uma seringa, e em seguida acondicionadas em tubos Falcon estéreis. Para a
amostragem de solo, foi colhida uma amostra composta representando o piquete em que 0s
animais do estudo se encontravam, em seguida foram armazenadas em sacos de plastico
estereis.

As amostras foram colocadas sob refrigeracdo em caixa de material isotérmico contendo
gelo reutilizavel e levadas ao Centro de Valorizacdo de Compostos Bioativos da Amazonia
(CVACBA) para realizacdo da extracdo de DNA.

Amostras de leite também foram colhidas em tubos contendo o conservante bronopol e
foram enviadas para o Instituto Clinica do Leite e analisadas, para determinacdo da CCS-
contagem de células somaticas (x1000/mL) pelo método de citometria de fluxo - PO ANA

001:05. Os resultados foram submetidos a analise estatistica pelo teste de Tukey (p<0.05).

Extracdo de DNA e sequenciamento de genes 16S rRNA

Para a extracdo de DNA do leite, as amostras dos quatro quartos mamarios foram unidas
formando uma Unica amostra composta por animal. A gordura foi removida segundo (16). O
DNA foi extraido utilizando o kit PureLink™, Genomic DNA Purification Kit (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). seguindo o manual do fabricante para extracdo de DNA de saliva (para
saliva e leite), solo e fezes. As amostras de DNA foram quantificadas em fluorimetro Qubit 4.0
(Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) para determinacdo da pureza e concentracao, e por
fim, foram armazenados a -20 °C. A preparacdo da biblioteca foi realizada de acordo com o
protocolo Illumina Metagenomic Sequencing com padrdes estabelecidos. Os primers utilizados
foram direcionados a regiao V4 do rRNA 16S: 515F
(5TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
3) e 806R
(5'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGACTACHVGGGTW
TCTAAT 3'). Foram realizadas duas PCR, sendo a primeira para amplificacdo da regido, e a
segunda para indexacdo dos fragmentos gerados. O programa de ciclo utilizado foi: 98 °C por
30 s, 98 °C por 10 s, seguindo a 55°C por 1 min (repetidos 25 ciclos para primeira PCR e 8
ciclos para segunda), 72 °C por 30 s e foram mantidos ao final a 4 °C. O volume final da reagdo
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de PCR foi de 20 pL, contendo 6 uL de DNA (12 ng/uL), 2 uL de cada primer, 10 uL de Phusion
Master Mix.

Data analysis

Os arquivos de dados obtidos foram importados e processados no ambiente do software R
v4.0.3 (R Development Core Team, 2016). As sequéncias brutas foram submetidas ao pacote
Divisive Amplicon Denoising Algorithm v3.16 (DADAZ2) (Callaham et al., 2016). Onde as
qualidades das leituras foram visualizadas e tratadas primeiramente usando as fungdes do
pacote Dada2, descartando bases com escores de baixa qualidade usando os parametros
(truncLen=c  (248,248), maxN=0, maxEE=c (3,4), truncQ=2, rm.phix=TRUE,
compress=TRUE, multithread=FALSE). As leituras foram posteriormente mescladas e as
sequéncias quimera foram removidas. A afiliacdo taxonémica foi realizada através do método
Amplicon Sequence Variants (ASV) utilizando o banco de dados SILVA (Silva_nr_v128)
(McMurdie et al., 2013). Todas as anélises de diversidade alfa e beta foram realizadas utilizando
0 R v.4.3.1 com os pacotes phyloseq v1.22.3 (Oksanen et al., 2018) e Vegan v2.6-4 (Chi et al.,
2019). As diferencas estatisticas entre a diversidade alfa da populacdo foram testadas usando
Andlise de Variancia Permutacional Multivariada (PERMANOVA) e Kruskal-Wallis. As
andlises de diversidade beta foram realizadas normalizando os dados para as abundancias
relativas, removendo tdxons ndo observados em pelo menos 1% das amostras e aglomerando
taxons até o nivel de filo. Calculos de Distancias Bray-Curtis, Unifrac e Unifrac ponderada
também foram realizados. Os demais graficos como heatmap e curva de rarefacdo foram feitas
utilizando os parametros padrao do pacote para filo, familia e classe.

Para a analise das familias microbianas compartilhadas foi utilizado os pacotes phyloseq,
VennDiagram, e RColorBrewer no ambiente RStudio. Os dados de sequenciamento foram
processados e agrupados utilizando o pacote Phyloseq (McMurdie and Holmes, 2013), a nivel
taxondmico de Filo, Familia e Ordem. Em seguida, a funcdo get vennlist do pacote
MicrobiotaProcess foi empregada para criar listas de familias presentes em cada grupo amostral
(Fezes, Leite e Saliva). Para a visualizagdo das intersecOes entre diferentes grupos amostrais,

utilizamos o pacote VennDiagram (Chen and Boutros, 2011).

3 Resultados
Exames clinicos
Ao exame macroscopico da secre¢do lactea e ao California Mastitis Test nenhuma amostra

de leite se mostrou reagente, apresentando contagem de células somaticas com diferenca



191
192
193
194

195
196

197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211

34

significativa entre os diferentes grupos analisados (ANOVA, F=5,461 p-value=0,001),
observando diferenca entre Cow-656 com Heifer-427 (Tukey; p-value= 0,018); Cow-656 com
Heifer-57 (Tukey; p-value= 0,006); Cow-656 com Heifer-36 (Tukey; p-value= 0,049), como

mostra a Figura 2.
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Figura 2. Contagem de células somaticas do leite de vacas e novilhas. (¢) indicam a
distribuicdo dos valores CCS do leite por quarto mamario de cada animal avaliado. (—) aponta

a média de valores de CCS por animal. *p-value < 0,05.

Diversidades Alfa e beta

Um total de 2.743.330 sequéncias brutas do gene 16S rRNA foram analisadas. Apds
avaliacdo de qualidade e recorte, 0 nimero médio de sequéncias por amostra foi de 20.003. O
maior nimero de sequéncias por amostra foi observado nas amostras 427-L e 036-L. com mais
de 30.000 e as demais ficaram entre 16.000 e 27.000 leituras. Um total de 3882 ASVs foram
obtidas e comparadas no banco de dados SILVA para atribui¢cGes taxondmicas (Tabela Sup.
1).

Os resultados da diversidade alfa para exposicdo da riqueza (Observado), diversidade
(Shannon) e Simpson estdo demonstrados na Tabela Sup. 1. Foi demonstrado pela métrica
observado que a saliva apresentou maior riqueza de espécies em comparagao com as amostras
de fezes e de leite. Os indices de Shannon, verificados na matriz saliva, variaram de 4,59 a 4,

97 enquanto as demais amostras mostraram uma variacao de 4,18 a 4,50 para fezes e de 3,43 a
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212 3,88 para leite, demonstrando o indice de diversidade de espécies nas diferentes amostras
213  estudadas. J& o indice de Simpson mostrou valores perto de 1, o que indicaria que ndo existiria
214 comunidades bacterianas dominantes nas amostras.
215 A curva de rarefacdo mostrou uma tendéncia diferente dependendo da matriz da amostra.
216  No presente estudo, a amostra de saliva apresentou maior riqueza, seguida de fezes e leite,
217  respectivamente, que se comportaram de forma parecida. Todas as curvas de rarefacdo
218  atingiram um platd, independentemente do numero de leituras por amostra (Figura Sup. 2).
219 A andlise de similaridade entre as matrizes estudadas e a analise de componentes principais
220 utilizando a métrica de Unifrac, que leva em conta os taxons e sua abundancia, mostrou uma
221  diferenga entre elas, identificando clusters distintos com base no perfil do microbioma. Os
222  microbiomas das amostras ndo se agruparam, apresentando distancia de uma matriz para as
223  outras (Figura 3), estes resultados indicam que a estrutura das comunidades, tanto filogenética
224 quanto ecoldgica se mostraram distintas entre a classe de fezes e os demais.
225
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228 Figura 3. Demonstracdo grafica da beta diversidade através da analise de componentes
229  principais (PcoA), calculada pela matriz de abundéncia de taxons provenientes das amostras
230  fezes e leite de bufalas de primeira e terceira lactacéo, saliva de seus bezerros e solo. O modelo
231  de plotagem explica 67,6% da variancia total dos dados.
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Composicédo taxondmica das comunidades microbianas

No total 35 filos, 79 classes, 148 ordens e 208 familias foram descritos a partir do conjunto
de dados estudados. Os filos mais abundantes observados foram Firmicutes, Proteobacteria,
Bacteroidota e Actinobacteriota (Figura 4-A). Firmicutes e Bacteroidota nas amostras de fezes;
Firmicutes e Proteobacteria nas amostras de leite e Bacteroidota e Proteobacteria nas amostras
de saliva. A amostra de solo avaliada teve como filos mais abundantes Firmicutes e
Actinobacteriota. Assim, foi observada uma mudanca na composi¢do bacteriana entre todas as
matrizes estudadas. Em relacdo as classes bacterianas, Bacili, Gammaproteobacteria,
Clostridia e Bacteroidia foram as mais abundantes. A classe das Clostridias prevaleceu nas
amostras de fezes, enquanto a classe Bacilli foi mais prevalente em leite e solo, e na saliva as
Gammaproteobacterias se destacaram. Os taxons bacterianos mais abundantes estavam
afiliados as ordens Staphylococcales, Bacilales, Oscillospirales, Enterobacteralles,
Burkholderiales e Pseudomonadales, sendo: Oscillospirales e Bacilales, mais prevalentes em
fezes; Staphylococcales e Burkholderiales, no leite; Pseudomonadales e Burkholderiales, na
saliva respectivamente. A Figura 4-B mostra que a predominancia da familia Planococcaceae
nas amostras fecais; na maioria das amostras de leite Staphylococcaceae foi mais abundante, e
apenas em uma das amostras de leite prevaleceu Enterobacteriaceae; ja as amostras de saliva
apresentaram maior abundancia de bactérias da familia Moraxelaceae. Com relagdo aos
géneros, Ruminococcaceae, Rheinheimera e Kurthia foram os mais evidentes nas amostras de
fezes; Staphylococcus, Burkholderia, Pseudomonas foram os mais observados nas amostras de
leite, além disso também se observou discreta presenca do género Ruminococcaceae; ja nas

amostras de saliva Acinetobacter, Chishuiella, Rheinheimera foram os géneros mais aparentes.
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primeira e terceira lactacOes, saliva de seus respectivos bezerros e o solo onde estavam
inseridos. *ASVs ndo classificados foram mostrados como “Not_Assigned”. Os 11 taxons mais
representativos foram apresentados nas legendas.

Usando anélise de agrupamento por similaridade de composicdo, observou-se dois clusters
distintos, sendo um com trés subgrupos, onde agruparam-se grande parte das amostras de leite
no primeiro deles, no segundo a amostra de solo e no terceiro todas as amostras de fezes. Outro
cluster agruparam-se todas as amostras de saliva e uma amostra de leite (23-L) (Figura 5-A).

O heatmap permite observar a diferenca na abundancia de filos entre as matrizes estudadas
através da intensidade de cores. Onde o filo firmicutes foi o mais abundante na maioria das
amostras de leite e fezes podendo estar relacionado a maior abundéncia observada dos géneros
Staphylococcus (leite) e Rumminococcacea (fezes) respectivamente. Proteobactéria foi mais
abundante em todas as amostras de saliva e em uma das amostras de leite, podendo estar
associado a maior abundancia dos géneros Acinetobacter e Rheinheimera nas amostras de saliva
e Burkholderia na amostra de leite (Figura 5-B).
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Figura 5. (A) Dendrograma baseado no agrupamento hierarquico métrico da abundancia
relativa de ASVs para cada tipo de amostra analisada (fezes, leite, saliva e solo). (B) Heatmap
demonstrando a abundancia relativa de filos de acordo com a matriz da amostra e classificagoes:
CCS e Lact. *Lact- number of lactations; **CCS-Somatic Cell Count.

Para descrever a composicdo geral do microbioma das matrizes de leite, fezes e saliva de
bufalos, utilizamos os dados da taxonomia das ASVs para construir o diagrama de Venn
(Figura 6). Esta andlise revelou a presenca de 3.511 ASVs, obtidas a partir das amostras
estudadas. Das ASVs que estdo presentes individualmente em cada matriz, estdo 1.147 de fezes,
sendo predominantemente do filo Firmicutes (54,4%) seguido de Bacteroidetes (27,29%),
Verrucomicrobia (3,75%), Proteobacteria (2,79%), Actinobacteria (2,01%) e outros (9,76%);
270 ASV’s provenientes das amostras de leite, compostas dos filos Proteobacteria (60,68%),
Firmicutes (34,92%), Actinobacteria (2,03%), Bacteroidetes (1,69%) e Cloroflexi (0,34%) e
outros (0,34%); e as ASVs das amostras de saliva, nas quais predominantemente foi encontrado
o filo Proteobacteria (56,49%), seguido de Bacteroidetes (27,89%), Firmicutes (12,46%) e
Actinobacteria (2,11%), Outros (0,7%) e Deinococcus-Thermus (0,35%).

Quando o compartilhamento entre matrizes € avaliado, pode-se observar a presenca de trés
ASV’s compartilhadas entre todas elas; quatro compartilhadas entre fezes e leite, pertencentes
aos filos Firmicutes e Proteobactéria; 22 entre leite e saliva, pertencentes apenas ao filo
Proteobacteria e 28 entre fezes e saliva pertencentes aos filos Proteobacteria e Firmicutes.
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Feces Milk

300 Spittle
Figura 6. Diagrama de Venn mostrando o numero de ASVs individuais em cada matriz e
compartilhadas provenientes da analise dos microbiomas de fezes e leite de bdfalas, e saliva

dos seus respectivos bezerros.

A partir das abundancias relativas encontradas na andlise de alfa diversidade, foi realizado
um diagrama de Venn com a finalidade de demonstrar os resultados de compartilhamento de
taxéns com maior profundidade, a nivel familiar. Observou-se entdo como demonstrado na
Figura 7, o compartilhamento de 15 familias entre as trés matrizes, sendo elas
Staphylococcaceae, Planococcaceae, Enterobacteriaceae, Moraxellaceae, Ruminococcaceae,
Pseudomonadaceae, Flavobacteriaceae, Lachnospiraceae, Xanthomonadaceae,
Porphyromonadaceae, Peptostreptococcaceae, Prevotellaceae, Caulobacteraceae,
Micrococcaceae e Rhodobacteraceae. Quando se avalia o compartilhamento entre apenas duas
das matrizes observa-se, entre leite e saliva: Burkholderiaceae, Aeromonadaceae,
Sphingobacteriaceae, Pasteurellaceae, Oxalobacteraceae e Propionibacteriaceae. Entre leite
e fezes: Christensenellaceae, Alcaligenaceae, Methylobacteriaceae e Paenibacillaceae. Entre
fezes e saliva: Comamonadaceae, Bacteroidaceae, Clostridiaceae, Microbacteriaceae,

Campylobacteraceae, Rhizobiaceae e Family XI.
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Feces Milk

Spittle
Figura 7. Diagramas de Venn demonstrando a nivel familiar o compartilhamento entre as

matrizes através da alfa diversidade.

A anélise das amostras bioldgicas das bufalas, resultou no agrupamento de todas as amostras
de leite, tanto de novilhas de primeira lactagdo (Hf), quanto de vacas de terceira lactagéo (Cw).
Este resultado demonstra que, apesar da diferenca significativa entre a contagem células
somaticas nos animais jovens e adultos, quando observada a similaridade e andlise de
componentes principais, elas se mostram agrupadas. O mesmo comportamento foi observado

entre as amostras de fezes desses animais, e saliva de seus bezerros (Figura 8).
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Figura 8. Demonstracdo grafica das anélises de beta diversidade — Unifrac ponderado das
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amostras de leite e fezes de bufalas de primeira (Hf) e terceira lactacdo (Cw) e saliva seus
bezerros (Cf).
Desse modo, a contagem de células somaticas associadas com os indices de diversidade
alfa foi identificada valores de correlacéo de Pearson de até -0,56. O que poderia indicar uma
Correlagdo inversamente proporcional entre a os indices de diversidade alfa e a contagem de
células somaéticas (Figura Sup.3).

Discussao

A CCS ¢é um importante indicador de qualidade do leite, bem como da satde do Ubere. O
método de citometria de fluxo, nesta analise, se destaca por ser preciso e apresentar alta
reprodutividade na contagem das células, sendo padronizado por organizacGes internacionais
de produtos lacteos (Catozzi et al., 2017). Estudos anteriores realizados na espécie bubalina
mostraram que uma glandula maméaria saudavel libera com o leite até 200.000 cels/mL
(Mesquita et al., 2017), o que corrobora com o presente estudo onde as novilhas apresentaram
entre 7.000 e 21.000 cels/mL e as vacas entre 9.000 e 39.000 cels/mL, refletindo a saude dos
guartos mamarios desses animais. Foi observada no presente estudo uma tendéncia significativa
de aumento na contagem de células somaticas a medida que as vacas envelhecem. Sugerindo
que este fato esteja atribuido em parte, & exposicdo a microrganismos ao longo de sua vida,
estimulando seu sistema imune e modulando o microbioma local, destacando assim a
importancia de se considerar a idade e historico clinico ao avaliar a qualidade do leite e a saude
do Ubere bubalino (Catozzi et al., 2020).

No presente estudo foi investigado o microbioma do leite de bufala, da saliva do bezerro e
do ambiente utilizando o sequenciamento do gene 16S rRNA. Por ter alto rendimento, o
sequenciamento 16S rRNA tem sido uma ferramenta bastante utilizada, substituindo
abordagens como a cultura de microrganismos, se tornando técnica de eleicdo para pesquisas
de estrutura e diversidade de comunidades bacterianas (Yang et al., 2024). Mesmo com 0
aumento da visibilidade da producéo bubalina, estudos ja realizados analisaram o metaboléma
do leite de bufala (Salzano et al., 2020) e o comportamento do microbioma durante a mastite
(Catozzi et al., 2020), mas apenas um estudo foi realizado com a finalidade de se investigar
detalhadamente o microbioma do leite de bufala (Luziatelli et al., 2023). Até onde sabemos,
nenhum estudo de ecologia microbiana no conjunto de leite, fezes e saliva de bezerros foi
realizado em bufalas da regido do Arquipélago do Marajo, nem em outras regides do Brasil.

Neste trabalho um platd foi observado na curva de rarefacdo, indicando que uma alta

cobertura da diversidade de espécies presentes nas amostras foi capturada pelo sequenciamento,
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0 que também foi observado em estudos j& publicados onde, ao aumentar a profundidade do
sequenciamento, o numero de ASVs ou a quantidade de espécies ali detectadas também
aumenta, levando a esse plat6 (Chi et al., 2019).

O solo apresentou maior diversidade taxondmica microbiana do que as demais matrizes
analisadas, o que se fundamenta por ser a matriz que abriga o microbioma bastante heterogéneo,
podendo ter mais de 50.000 espécies por grama (Fierer et al.,2017; Banerjee et al., 2023). A
interacdo entre o microbioma do solo e 0 microbioma intestinal dos animais é comprovada e
estimativas sugerem que até 3% do microbioma ruminal de ovinos e bovinos pode ser
contribuido pelo solo ingerido (Liddicoat et al., 2019). Os bufalos, como os bovinos, também
sdo animais de baixo senso epicritico, 0 que ocasiona acidentalmente a ingestao de solo em sua
alimentacdo, e que pode estar relacionado com o compartilhamento de ASVs entre solo e as
demais matrizes.

Os resultados mostram que Staphylococcaceae é a principal familia do filo Firmicutes
presente nas amostras de leite, que engloba componentes comuns do microbioma do leite e da
pele dos mamiferos. Em seguida, vieram as familias Enterobacteriaceae e Moraxellaceae que
pertencem ao filo Proteobacteria. O presente estudo estd em concordancia com estudos
anteriores (Catozzi et al., 2017; Salmann et al., 2023) que observaram resultados semelhantes
a nivel de filo e a nivel de familia (Catozzi et al., 2017), onde identificaram maior frequéncia
das familias Staphylococcaceae e Moraxellaceae em amostras de leite de animais saudaveis.
Foi demonstrado que a abundéncia desses filos especificos em vacas, varia com a sazonalidade
e efeito positivo de maior umidade e temperatura (Celano etal., 2022), o que pode estar
diretamente relacionado com a abundéncia deles na amostragem utilizada no presente estudo,
levando em consideracdo o clima quente e imido, que ocorre no bioma Amazonico. Apesar de
descrita em leite de bufalas saudaveis, a familia Moraxellaceae foi citada em outro trabalho por
incluir bactérias psicrotréficas, que podem se apresentar no ambiente, sendo algumas
conhecidas por sua capacidade de formar biofilmes em diversas superficies (Maes et al., 2019)
e consequentemente causar alteracbes nas propriedades do leite. Nao obstante, foram
encontradas divergéncias com outros trabalhos ja publicados a nivel familiar, onde os autores
encontraram como principais familias Corynebacteriaceae e Lactobacillaceae (Luziatelli et al.,
2023) e Aerococcaceae e Corynebacteriaceae (Catozzi et al., 2019) respectivamente. Essas
variacgdes, portanto, podem estar relacionadas a diferentes condic¢des de gestao da propriedade,
principalmente nas praticas de producéo leiteira e das consequéncias na composicdo do leite,
sendo que na fazenda estudada neste trabalho sdo adotadas praticas mais rdsticas em

comparacao as propriedades avaliadas em outros trabalhos.
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A analise de composicdo taxondmica identificou uma abundéncia inesperada de
Enterobacteriaceae em uma das amostras de leite provenientes de um animal aparentemente
sadio. Estudos anteriores revelaram que géneros como Enterococcus, Klebsiella e a espécie
Escherichia coli, que pertencem a esta familia, estdo relacionados com mastite subclinica
(Catozzi et al., 2017), mostrando que a andlise de sequenciamento viabiliza informagdes sobre
a qualidade microbioldgica do leite e estado de satde dos animais.

No microbioma fecal de bdfalas, a familia das Planococcaceae € a mais abundante seguida
da Oscillospiraceae. Ambas as familias pertencem ao filo Firmicutes. No entanto, estudos
realizados anteriormente verificaram que, apesar Firmicutes ser o filo mais abundante, em se
falando de familia teve a maior abundancia observada de Ruminococcaceae e Bacteroidaceae
(Nguyen et al., 2020). Em um estudo realizado com bufalas (Sharma et al., 2021), as familias
mais abundantes encontradas em suas fezes foram: Muribaculaceae e Chriestensenellaceae,
guando avaliados os animais durante o estro, e Bacillaceae e Peptomiphilaceae encontradas em
maior abundancia no diestro e no proestro, respectivamente. Estudos demonstram a microbiota
intestinal como um importante fator na fisiologia do hospedeiro, uma vez que inumeros
processos fisiologicos e patoldgicos estdo ligados a ela (Pluznick et al., 2014).

Em Dbezerros, o microbioma da saliva desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento do trato gastrointestinal, na digestdo de alimentos, na protecdo frente a
patdgenos, e no fortalecimento do sistema imunolégico. A composicdo do microbioma varia de
acordo com a dieta, idade, condicdes de criacdo e saude dos animais (Mojahedi et al., 2018).
Quando abordamos as familias mais presentes nas amostras de saliva dos bezerros, pudemos
observar Moraxellaceae e Commamonadaceae, ambas pertencentes ao filo de Proteobacteria
que foi 0 mais abundantemente observado. Ao se estudar o microbioma da saliva humana de
pacientes sadios, foi encontrada predominancia do filo Proteobacteria, corroborando com o
presente estudo (Soriano-Lerma et al., 2020). No que se refere a familia, Moraxellaceae
envolve bactérias anteriormente descritas no leite de animais saudéveis e microrganismos
presentes no solo e na agua (Luziatelli et al., 2023). Ja a familia Commamonadaceae teve sua
ocorréncia registrada como parte do trato respiratorio de primatas (Facioli et al., 2020).

Ao avaliarmos o compartilhamento da microbiota ndo cultivavel de amostras de leite, saliva
e fezes, observa-se a nivel familiar um total de 15 familias, sendo que duas delas sdo
especificamente de abundancia elevada nas amostras de leite: Staphylococcaceae,
Enterobacteriaceae, que como dito anteriormente englobam microrganismos comumente
encontrados no microbioma do leite de diversas espécies. Moraxellaceae por sua vez é uma

familia de abundancia elevada em leite e saliva fortalecendo a ideia de uma influente troca de
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microrganismos entre a bufala e seu bezerro, através do aleitamento. Planococcaceae foi
compartilhada entre as trés matrizes, mas tém sua abundancia observada nas fezes, familia
guem teve 0 aumento em abundancia correlacionada positivamente com a disbiose provocada
pela inflamacao gastrointestinal causada por Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis em bezerros (Derakhshani et al., 2016) e em vacas secas
(Elmagzoub et al., 2024).

Quando analisadas as familias compartilnadas apenas entre leite e fezes de bufalas
Christensenellaceae e Paenibacillaceae (pertencentes ao filo Firmicutes), Alcaligenaceae e
Methylobacteriaceae (pertencentes ao filo Proteobacteria) foram identificadas. Destas, a
familia Christensenellaceae se destaca por possuir alguns géneros capazes de produzir uma
ampla gama de metabdlitos probioticos e acidos biliares secundarios, trazendo beneficios a
microbiota ruminal e melhorarando a fermentacao alimentar destes animais (Wei et al., 2022),
corroborando com Youg et al. (2015) que identificou uma rota de compartilhamento de
microrganismos entre o sistema gastrointestinal e a glandula mamaria de vacas bovinas através
da corrente sanguinea. Em pesquisa realizada por Derakhshani et al. (2018) Alcaligenaceae
teve seu aumento no colostro de vacas bovinas relacionado com a diminuicdo dos indices de
riqueza e diversidade, sugerindo uma possivel disbiose nestes animais.

Foi observado um compartilhamento de seis familias entre as amostras de leite das bufalas
e saliva de seus bezerros, estudos preliminares indicam que a microbiota de bezerros é
influenciada pelo tipo de contato, prolongado ou ndo, entre mae e filho, acarretando o
compartilhamento vertical de microrganismos atraves da ingestdo do leite (Wenker et al., 2022).
Das familias compartilhadas, Burkholderiaceae, Oxalobacteraceae e Propionibacteriaceae
foram descritas compondo o microbioma do leite bovino (AoDaohu et al., 2024). Entretanto
Gathinji et al. (2023) descreveu a relacdo da abundancia destas familias a niveis mais elevados
de &cidos graxos ndo esterificados, hepatoglobina e aspartato transaminase no plasma do sangue
de vacas leiteiras e sugeriu que esta abundancia estaria relacionada ao estresse metabolico
causado pelo periodo de transicdo da gestacdo para a lactacdo nestes animais. A familia
Sphingobacteriaceae foi descrita recentemente com seu aumento normal na saliva de bezerros
bovinos com 78 a 90 dias de vida (Amin et al., 2021), sendo relacionada a mudangas alimentares
do inicio do desmame, 0 que pode também estar ocorrendo com 0s bezerros bubalinos do
presente estudo, ja que estdo com 60-75 dias de vida e iniciaram a alimentacdo mista de
forragem livre, além da ingestdo do leite de apojo.

Quando examinadas as familias compartilhadas entre saliva e fezes, é observada a familia

Comamonadaceae que foi a mais abundante presente nas amostras de saliva avaliadas neste
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trabalho. Sabe-se que os bdfalos ao se alimentarem de forragem, ingerem acidentalmente o solo
e 0 que esta contido nele, e por consequéncia sdo encontrados microrganismos de fezes
coabitando a saliva destes animais, como alguns representantes da familia Bacteroidaceae
descrita com abundancia de 6% no microbioma de fezes bovinas em estudo realizado por
(AoDaohu et al., 2024). Rhizobiaceae por sua vez, esta relacionada a plantas, ndo sendo
comensal de animais, mas relaciona-se principalmente as forragens ingeridas por eles, tendo
sua presenca nas fezes e saliva, concomitantemente. Amin et al. (2021) descreveu abundancia
de Clostridiaceae na microbiota pds-desmame de liquido ruminal de bezerros bovinos,
correlacionada a ingestéo de forragens e forragens mistas.

As informag0es obtidas de estudos a respeito do microbioma relacionado a esses animais
sdo essenciais para entender melhor a importancia no bem-estar das bufalas e seus bezerros,
além de fornecer um entendimento valioso para o desenvolvimento de estratégias de manejo e

intervencdes, que promovam a existéncia de um microbioma saudavel nesses animais.

Concluséo

Apesar da contagem de células somaticas do leite apresentar diferencas significativas entre
novilhas e vacas, os microbiomas, tanto do leite quanto das fezes, mostraram semelhanca entre
animais de diferentes idades.

As amostras estudadas mostraram padréo de agrupamento matriz-semelhante.

Foi possivel observar o compartilhamento de familias no microbioma do leite e das fezes

bufalas e saliva de seus bezerros, fortalecendo a ideia de interacdo de microbiana entre eles.
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Tabela Sup. 1. Métrica de sequenciamento por amostra e valores de alfa diversidade de
amostras de fezes e leite de blfalas de primeira e terceira lactagdo e saliva de seus respectivos

bezerros.
Sample Type Observed Chao 1 Shannon Simpson
ID
023-F** Feces 80 105 4.35 0.984
023-M** Milk 29 41 3.43 0.958
023-S** Spittle 114 166 4.89 0.991
036-F* Feces 56 89 4.32 0.984
036-M* Milk 40 64 3.68 0.970
036-S* Spittle 107 176 4.94 0.991
057-F* Feces 51 75 4.18 0.982
057-M* Milk 43 73 3.88 0.975
057-S* Spittle 96 126 4.59 0.987
427-F* Feces 56 83 4.27 0.984
427-M* Milk 37 41 3.48 0.965
427-S* Spittle 110 171 4.96 0.991
656-F** Feces 41 71 4.12 0.981
656-M** Milk 39 50 3.52 0.966
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176-F** Feces 67 101 450 0.987
776-M** Milk 42 64 3.68 0.969
776-S** Spittle 105 173 4.97 0.991

As amostras foram identificadas em letras em sua terminacdo, sendo M para leite (milk), S
para saliva (spittle) e F para fezes (feces); *Heifers; **Cows.

Feces Milk Spittle
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Figura 3. Curva de rarefacdo das amostras de fezes de leite de bufalas e saliva de seus
respectivos bezerros
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Figura Suplementar 1. Andlise da correlacdo de Pearson entre contagem de células somaticas

do leite e os valores dos indices de diversidade alfa.
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Abstract: The hypothesis was assessed that there would be a correlation between the Gram-negative
microbiota in the feces of buffaloes, when compared across different lactation numbers, calves, and the
environment. To this end, fecal samples were collected from first lactation (heifer - HF) and fourth
lactation (cow - CW) buffaloes, as well as their respective calves (CFH and CFC) from a farm in the
Marajo Archipelago, Para, Brazil. Soil samples (S) were also collected. The samples were diluted and
plated on selective media supplemented with Ceftriaxone (CRO) or Tetracycline (TET) for bacterial
isolation. Colonies grown on CRO were subjected to selective pressure using the replication method on
plates with Cefepime (CFP) and Imipenem (IMP). Counting, isolation, and identification were performed
using MALDI-TOF. In total, 91 bacterial strains were identified: 37 were resistant to TET, 27 to CFP, and
27 to IMP. The strains were identified as Escherichia coli (TET [33]; IMP [7]), Ochrobactrum
intermedium (TET [4]; CFP [19]; IMP [10]), Achromobacter xyloxidans (CFP [5]), and
Stenotrophomonas maltophilia (CFP [3]; IMP [10]). Grouping was observed between the resistance
profiles for CFC and CW for the antibiotic IMP; CW, HF, and CFC with group S for the antibiotics TET,
IMP, and CFP, respectively. The results highlight the importance of constant monitoring of the bacterial
resistance profile in these animals and the surrounding soil, as commensal and environmental bacteria can
be indicators of selective pressure and may highlight emerging antimicrobial resistance
agents commonly used.

keywords: Gram-negative; feces; buffaloes; soil; resistance profile.

1. Introducéo

A espécie Bubalus bubalis, também conhecida como bufalo d'dgua, é considerada um bovino
domesticado e desempenha um papel significativo na producéo pecuéria mundial, com estimativas de mais
de 200 milhdes de cabecas globalmente (Wang et al., 2023). O Brasil abriga 0 maior rebanho de bufalos
fora da Asia, com a maior concentrag&o na regido do Arquipélago do Marajo, onde esses animais si0 uma
fonte importante de subsisténcia local (Lopes Filho et al., 2022).

A relagdo entre humanos, 0 meio ambiente e outros organismos vivos é explicada pelo conceito de
Satide Unica, que promove a ideia de uma satde interconectada e interdependente. Assim, quando ha um
problema em uma parte deste sistema, outras partes também sdo afetadas e interagem com o problema,
criando um ciclo prejudicial, como exemplificado pela disseminagdo da resisténcia antimicrobiana (Vega
e Dowzicky, 2017).
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A resisténcia antimicrobiana (RAM) é um fendmeno que ocorre naturalmente em bactérias, mesmo na
auséncia do uso de antimicrobianos. No entanto, o uso desses medicamentos imp&e pressdo seletiva sobre
0s microrganismos, levando a disseminacdo da RAM entre as bactérias, principalmente por meio de
mutacdes genéticas e da transferéncia de elementos genéticos maéveis, como os plasmideos (Abo Oun et
al., 2020).

Os antibidticos beta-lactdmicos e as tetraciclinas atuam contra uma variedade de microrganismos. Os
mecanismos de resisténcia a ambos os antimicrobianos sdo bem descritos na literatura e podem ser
intrinsecos ou adquiridos (Bonomo et al., 2017; Bahr, Gonzalez e Vila, 2021). No caso dos beta-lactdmicos,
0 mecanismo de resisténcia mais comum entre bactérias Gram-negativas é a degradacédo do antibidtico pelas
beta-lactamases. Em relacdo as tetraciclinas, a resisténcia pode ser observada através da aquisicdo de
determinantes, com os principais mecanismos incluindo bombas de efluxo e protecdo ribossdmica,
resultando na inativagdo do antimicrobiano. Apesar de ser intrinseca, a bioprospeccéo de cepas resistentes
é relevante na medicina veterinaria, ja que esse é o antimicrobiano mais comumente utilizado por
veterinarios (WOAH, 2021; Messele, Werid e Petrovski, 2023).

A transmissao de bactérias resistentes entre blfalos e seus bezerros durante o periodo de lactacdo é um
processo chave para entender a propagacdo da resisténcia entre geragcdes dessa especie, incluindo o
ambiente parental e de pastagem (He et al., 2019). O trato digestivo de animais que recebem antibioticos,
seja para tratamento ou promocao de crescimento, apresenta niveis mais altos de antimicrobianos, criando
um ambiente propicio a selecdo e manutencdo de bactérias resistentes. Nesse contexto, bactérias comensais
expostas podem adquirir e reter genes de resisténcia (ARGS), que podem entdo ser disseminados para o
ambiente por meio da troca de material genético entre bactérias comensais e ambientais (Sabino et al.,
2019).

Dada a importancia desses animais para a economia marajoara, essa questdo representa um risco
potencial para a salde publica local. Portanto, investigar a ocorréncia de resisténcia antimicrobiana e
identificar cepas resistentes, buscando entender possiveis trocas entre 0s animais e o ambiente, é crucial
para o desenvolvimento de estratégias eficazes de controle e prevencéo da resisténcia bacteriana nessa area
(Alonso et al., 2017; Noronha et al., 2023).

Apesar da importancia da criacdo de bdfalos no Arquipélago do Marajd, no estado do Para, ndo ha
estudos realizados para investigar a presenca de microrganismos resistentes em animais e no solo local.
Diante disso, este estudo testou a hip6tese de que ha transmissdo de bactérias resistentes entre bifalos,
bezerros e 0 ambiente. O objetivo do estudo é identificar a presenca de microrganismos Gram-negativos
resistentes a beta-lactamicos e tetraciclinas nas fezes de bufalos e seus bezerros, bem como no solo ao redor,

e avaliar possiveis trocas entre os animais e o ambiente.

2. Material e Métodos

2.1. Local de coleta

As amostras foram coletadas em uma propriedade localizada no Arquipélago do Marajo, no

municipio de Cachoeira do Arari (Fig. 1), estado do Para, Brasil.
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Fig. 1: Localizag&o da fazendo onde foram coletadas amostras de fezes e solo, no municipio de Cachoeira

do Arari, Arquipélago do Marajd, Para, Brasil.

2.2. Desenho experimental

O rebanho da propriedade é composto por 22 blfalos mesticos das ragas Murrah e Mediterranea. Os
animais permanecem no mesmo pasto independentemente da idade e sdo ordenhados duas vezes ao dia (as
4:00 da manhd e as 16:00 da tarde). Os bezerros ficam com suas maes por uma hora apés a ordenha e
consomem o leite residual. Para a coleta de amostras, foi adotado um delineamento experimental
inteiramente casualizado. No total, 15 amostras foram coletadas: seis amostras fecais de bufalos de primeira
(HF) e quarta (CW) lactacdo, seis amostras fecais de seus respectivos bezerros (novilha [CHF] e vaca
[CFC]) e trés amostras de solo (S). Os animais foram selecionados com base nos seguintes critérios: i)
Bufalos divididos em dois grupos: 12 Lactacdo (n=3) e 42 Lacta¢do (n=3); ii) Animais com origens genéticas
semelhantes; iii) Bufalos no mesmo estagio de lactagdo; e iv) Animais submetidos ao mesmo manejo geral,

condigdes nutricionais e praticas de ordenha.

2.3. Coleta de Amostras

Amostras bioldgicas e de solo foram coletadas em agosto, durante a estacdo seca no Arquipélago do
Marajo. As fezes foram coletadas da defecacdo espontanea e colocadas em tubos de coleta estéreis. Para a
coleta de amostras de solo, trés pontos foram selecionados aleatoriamente dentro do pasto onde os animais

eram mantidos, e 50 gramas foram coletados dos 15 centimetros superiores do horizonte do solo. Essas
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amostras foram entdo armazenadas em sacos plasticos estéreis. As amostras foram refrigeradas em uma
caixa de material isotérmico com bolsas de gelo reutilizaveis e transportadas para o Centro de Valoracdo

de Compostos Bioativos da Amazénia (CVACBA) para isolamento bacteriano.

2.4. Isolamento e Contagem

Para isolamento e contagem bacteriana, 0,1 grama de cada amostra foi adicionado a 900 puL de solugao
salina estéril a 0,9%. Das dilui¢des de 10/-1 a 10”-5 obtidas, aliquotas de 100 uL foram semeadas em agar
MacConkey suplementado com Nistatina (48 pug/mL) e Ceftriaxona (4 pg/mL), e em outra placa com
Nistatina (48 pg/mL) e Tetraciclina (16 pg/mL). Para triagem inicial de microrganismos Gram-negativos
resistentes, as placas foram incubadas por 24 horas a 35°C. A contagem de células viaveis foi realizada em
placas onde as contagens de dilui¢do estavam dentro da faixa minima e méxima contavel (30 a 300 unidades
formadoras de coldnias [UFC]). Os resultados foram expressos em UFC por grama de fezes ou solo (UFC/g)

com base no calculo do fator de dilui¢do e apresentados em uma escala logaritmica.

2.5. Replica plating e identificagdo por MALD-TOF

Coldnias bacterianas foram semeadas usando a técnica de Replica Plating (Lederberg, 1952) para
testar a resisténcia a beta-lactamicos. Colonias cultivadas sob pressdo de Ceftriaxona (4 pg/mL) foram
transferidas para um carimbo de veludo e levemente prensadas. A massa bacteriana no veludo foi estampada
em quatro placas: i) sem pressdo seletiva, como controle inicial do inéculo; ii) com Cefepima (16 pg/mL,
Sigma); iii) com Imipenem (4 pg/mL; Sigma); e iv) novamente sem antimicrobianos, como controle final
do in6culo. Os resultados foram expressos em UFC/g de fezes ou solo, com base nos célculos do fator de
diluicdo, e apresentados em uma escala logaritmica. Trés colénias com caracteristicas macroscopicas
semelhantes de cada placa foram selecionadas para identificacdo bacteriana usando Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time of Flight (MALDI-TOF) de acordo com Tufic-Garutti et al. (2023).

2.7. Andlise estatistica

As variaveis identificadas neste estudo foram inicialmente avaliadas quanto a normalidade usando
o0 teste de Shapiro-Wilk. As comparacdes entre os grupos foram feitas usando Andlise de Variancia
(ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05) para contagens bacterianas em fezes de bufalo, fezes de bezerro e
solo. Com base na resisténcia e identidade das cepas isoladas, uma matriz de presenca-auséncia (Tabela
Sup.1) foi construida e uma anélise de cluster foi realizada usando o método UPGMA com o indice de
similaridade de Jaccard. Essas analises foram realizadas usando o software Past 4.17 (Hammer e Harper,
2001).

3. Resultados
3.1 Contagens bacterianas resistentes a CRO e TET

Os resultados da contagem bacteriana em agar MacConkey suplementado com ceftriaxona (CRO) e
tetraciclina (TET) apresentaram valores médios de Log 4,0 e 4,4 para CRO, e Log 3,7 e 2,3 para TET, para

fezes e solo, respectivamente (ver Tabela 1).
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Tabela 1. Contagens de UFC bacterianas determinadas em fezes de bifalos (HF - novilha; CW - vaca,
quarta paridade; CHF - bezerro; CFC - bezerro) e solo (S) em meio com ceftriaxona (CRO) e tetraciclina
(TET).]

Log CFU/g (fezes e solo)

HF CFH Cw CFC Soil
CRO 3,940,1 4,0+0.1 4,2+0,2 4,3+0,04 4,1+0,1
TET 2,8+0,8 3,7+0,1 2.7+0,5 3,3+0,5 2,3+0,4

A morfologia das col6nias variou em meios suplementados com tetraciclina (TET), cefepima (CFP) e
imipenem (IMP). Um total de 91 colénias foram selecionadas e isoladas para posterior identificagdo, com a
seguinte distribuigdo: 16 (17,6%) cepas de HF; 16 (17,6%) de CFH; 14 (15,4%) de CW; 18 (19,8%) de CFC;
e 27 (29,6%) de S. Os diferentes isolados foram designados pelas letras iniciais do tipo de amostra, seguidos
pelo ano de coleta e numero da cepa (Tabela 2).

Em meios suplementados com TET, 33 cepas de Escherichia coli foram identificadas: cinco de HF;
dez de CFH; cinco de CW; oito de CFC; e cinco de S. Além disso, quatro cepas de Ochrobactrum
intermedium foram identificadas: duas de HF e duas de CFC. Em meios suplementados com CFP, 19 cepas
de O. intermedium foram identificadas: trés de HF; uma de CFH; seis de CW; duas de CFC; e sete de S.
Cinco cepas de Achromobacter xylosoxidans também foram identificadas: duas de HF; uma de CW; uma de
CFC; e uma de S. Cepas de Stenotrophomonas maltophilia também foram isoladas (trés): uma de CFH e
duas de S. Em meios suplementados com IMP, dez cepas de S. maltophilia foram identificadas: uma de HF;
trés de CFH; umade CW; trés de CFC; e duas de S. Além disso, dez cepas de O. intermedium foram isoladas:
uma de HF; uma de CFH; e oito de S. Sete cepas de E. coli também foram identificadas: duas de HF; uma
de CW; duas de CFC; e duas de S.

Tabela 2. Identificacdo por MALDI-TOF de cepas bacterianas que apresentam resisténcia (+) ou
sensibilidade (—) a tetraciclina (TET), cefepima (CFP) e imipenem (IMP), isoladas de fezes de bufalos de
primeira (HF) e quarta lactagdo (CW), seus respectivos bezerros (novilha [CFH] e vaca [CFC]) e solo de
seu ambiente (S).

Antibioticos
Score
Amostra Tipo Identifiacéo MALDI- TET CEP IMP
TOF (16pg/mL)  (16pg/mL)  (4pg/mL)
HF23-01 E. coli 2.32 + - -
HF23-02 O. intermedium 1.98 + - -
HF HF23-03 E. coli 2.31 + - -
HF23-04 E. coli 2.13 + - -
HF23-05 E. coli 2.32 + - -



HF23-05 O. intermedium 2.34 - -
HF23-06 E. coli 2.28 - -
HF23-07 O. intermedium 2.34 - + -
HF23-08 A. xylosoxidans 2.08 - + -
HF23-09 O. intermedium 2.26 - + -
HF23-10 O. intermedium 2.29 - + -
HF23-11 A. xylosoxidans 1.85 - + -
HF23-12 O. intermedium 2.3 - - +
HF23-13 E. coli 2.36 - - +
HF23-14 E. coli 2.26 - - +
HF23-15 S. maltophilia 1.97 - - +
CFH23-01 E. coli 2.19 + - -
CFH23-02 E. coli 2.22 + - -
CFH23-03 E. coli 2.15 + - -
CFH23-04 E. coli 2.37 + - -
CFH23-05 E. coli 2.21 + - -
CFH23-06 E. coli 2.31 + - -
CFH23-07 E. coli 2.24 + - -
CFH23-08 E. coli 2.33 + - -
CFH .
CFH23-09 E. coli 2.33 + - -
CFH23-10 E. coli 2.35 + - -
CFH23-11 S. maltophilia 18 - +
CFH23-12 O. intermedium 2.31 - + -
CFH23-13 O. intermedium 2.02 - + -
CFH23-14 S. maltophilia 1.73 - + -
CFH23-15 S. maltophilia 1.75 - -
CFH23-16 S. maltophilia 1.95 - -
Cw23-01 E. coli 2.32 + - -
CW23-02 E. coli 2.14 + - -
CW23-03 E. coli 2.27 + - -
CW23-04 E. coli 2.3 + - -
CW23-05 E. coli 2.34 + - -
CW23-06 A. xylosoxidans 1.88 - + -
Cw23-07 O. intermedium 2.26 - + -
cw Cw23-08 O. intermedium 2.07 - + -
Cw23-09 O. intermedium 2.04 - + -
Cw23-10 O. intermedium 2.31 - + -
Cw23-11 O. intermedium 2.25 - + -
Cw23-12 O. intermedium 1.88 - + -
CW23-13 E. coli 2.14 - - +
Cw23-14 S. maltophilia 1.86 - - +
CEC CFC23-01 O. intermedium 1.97 - -
CFC23-02 O. intermedium 2.14 - -
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CFC23-03 E. coli 2.3 + - -
CFC23-04 E. coli 2.29 + - -
CFC23-05 E. coli 2.32 + - -
CFC23-06 E. coli 2.29 + - -
CFC23-07 E. coli 2.26 + - -
CFC23-08 E. coli 2.28 + - -
CFC23-09 E. coli 2.26 + - -
CFC23-10 E. coli 2.29 + - -
CFC23-11 A. xylosoxidans 1.91 - + -
CFC23-12 O. intermedium 1.78 - + -
CFC23-13 O. intermedium 2.34 - + -
CFC23-14 S. maltophilia 2.03 - - +
CFC23-15 S. maltophilia 2.07 - - +
CFC23-16 S. maltophilia 1.94 - - +
CFC23-17 E. coli 2.2 - - +
CFC23-18 E. coli 2.13 - - +
S23-01 E. coli 2.23 + - -
S$23-02 E. coli 2.35 + - -
S23-03 E. coli 2.26 + - -
S23-04 E. coli 2.3 + - -
S23-05 E. coli 2.17 + - -
S23-06 0. intermedium 2.26 - + -
S23-07 O. intermedium 2.44 - + -
S23-08 S. maltophilia 1.89 - + -
S$23-09 S. maltophilia 2.14 - + -
S23-10 O. intermedium 2.34 - + -
S§23-11 O. intermedium 2.3 - + -
S23-12 O. intermedium 1.86 - + -
S23-13 0. intermedium 1.76 - + -
S23-14 A. xylosoxidans 1.91 - + -
S23-15 0. intermedium 2.26 - + -
S23-16 E. coli 2.37 - - +
S§23-17 O. intermedium 2.31 - - +
S23-18 O. intermedium 2.23 - - +
S23-19 O. intermedium 2.19 - - +
S23-20 E. coli 2.39 - - +
S23-21 S. maltophilia 1.94 - - +
S23-22 S. maltophilia 1.93 - - +
S§23-23 O. intermedium 2.35 - - +
S23-24 O. intermedium 2.13 - - +
S23-25 O. intermedium 2.26 - - +
S23-26 O. intermedium 2.09 - - +
S§23-27 O. intermedium 2.25 - - +
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3.1 Contagens bacterianas de microrganismos resistentes a beta-lactamicos

A avaliacdo das contagens bacterianas para isolados resistentes a beta-lactamicos revelou diferencas
significativas para cefepima (CFP). A analise de variancia (ANOVA) indicou uma variacdo significativa
entre os grupos (F =19,69, p =9,69 x 107-5). Diferencas significativas foram observadas entre os seguintes
grupos: HF e CFC (Tukey, p = 0,006), HF e S (Tukey, p = 0,005), CFH e CFC (Tukey, p = 0,0008), CFH
e S (Tukey, p = 0,0006), CW e CFC (Tukey, p = 0,001) e CW e S (Tukey, p = 0,0008). Da mesma forma,
para imipenem (IMP), a ANOVA mostrou diferencas significativas entre os grupos (F = 16,91, p =
0,00019). Variacdes significativas foram encontradas entre CFH e CW (Tukey, p = 0,0026), CFC e HF
(Tukey, p =0,011), CFC e CW (Tukey, p = 0,0002) e S e CW (Tukey, p = 0,0006) (ver Fig. 2).
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Fig 2. Distribuigdo das cargas bacterianas isoladas de fezes de bufalos (HF - novilha; CW - vaca, quarta
paridade; CFH - bezerra; CFC - bezerra) e solo (S) que foram resistentes aos antibioticos utilizados: A -
CFP (cefepima) e B - IMP (imipenem). *As barras no topo dos gréaficos indicam diferencas significativas

(*p < 0,05) entre os grupos analisados.
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3.4 Analise de Cluster de Perfis de Resisténcia

Com base nos perfis de resisténcia e sensibilidade das cepas isoladas, uma matriz de presenca-auséncia
foi construida e uma analise de cluster foi realizada. Dois clusters principais foram identificados: A e B.
No Cluster A, duas subdivisdes foram observadas. A subdivisdo Al agrupou perfis de resisténcia de HF-
CFP, CW-CFP e CFH-TET, enquanto a subdivisdo A2 agrupou perfis de CFC-CFP e S-CFP. O Cluster B
foi dividido em duas subdivisfes adicionais: C e D. Na subdivisdo C, o perfil de resisténcia de CFH-CFP
ndo se agrupou com nenhum outro perfil. Além disso, um subgrupo dentro de C incluiu CW-IMP e CFC-
IMP, sugerindo um compartilhamento de cepas resistentes entre geracoes. Os perfis CFH-IMP, CW-TET
e S-TET também se agruparam em C, indicando similaridades nos perfis de resisténcia entre os isolados.
Na Subdivisdo D, HF-TET e CFC-TET foram agrupados. Além disso, HF-IMP e S-IMP foram agrupados,
demonstrando similaridade entre os perfis de resisténcia dos animais e do ambiente, sugerindo uma

interacdo entre os dois (ver Fig. 3).
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Fig. 3. Agrupamento de perfis de resisténcia de isolados de fezes de HF (novilha), CW (vaca, quarta
paridade), CFH (novilha bezerra), CFC (vaca bezerra) e solo (S) contra TET (tetraciclina), CFP (cefepima)
e IMP (imipenem), usando o indice de similaridade de Jaccard. As cores indicam 0s agrupamentos da
seguinte forma: Roxo - Agrupamento A, Verde - Agrupamento B, Azul - Agrupamento C e Rosa -

Agrupamento D.

4. Discussao
O One Health enfatiza a colaboragdo entre diferentes dominios (animal-ambiente-humano) para
abordar problemas complexos que impactam todas essas areas de forma semelhante. Este estudo aborda o

One Health praticamente investigando o compartilhamento de microbiota resistente entre dois fatores
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(ambiente-animal) e entre geragBes da mesma espécie, perpetuando a disseminagdo de ARGs. Isso
representa uma ameaca significativa a salde humana, especialmente por meio do consumo de produtos de
origem animal ou contato com ambientes contaminados. Até onde sabemos, este é o primeiro estudo a
realizar uma bioprospecc¢do de cepas Gram-negativas resistentes a beta-lactdmicos e tetraciclina de fezes
de bufalos, seus bezerros e solo em uma propriedade no Arquipélago do Marajd, Amazonia-Para-Brasil.

O solo contém a maior biomassa microbiana da Terra, com bactérias compreendendo uma parte
significativa de sua composi¢do (Bar-On, Phillips e Milo, 2018). Neste estudo, diferencas na carga
bacteriana do solo foram observadas dependendo do antimicrobiano testado. Estudos anteriores indicaram
que fezes de animais utilizadas para enriquecimento do solo, de animais criados em pastagens ou vazamento
de tanques de armazenamento de residuos, podem contribuir para a disseminacdo de cepas resistentes
(Kyselkova et al., 2015; Young et al., 2015; Wang et al., 2022). Este estudo é pioneiro na bioprospeccao
de cepas resistentes de isolados de solo do Arquipélago do Marajd, destacando potenciais rotas de
disseminacdo de microrganismos resistentes nesta regiéo.

Foi observada a presenca de bactérias Gram-negativas resistentes a beta-lactdmicos e tetraciclina nas
fezes e amostras de solo estudadas. Esses antimicrobianos sdo comumente utilizados na medicina
veterinaria devido ao seu amplo espectro de agdo e baixo custo de mercado. Estudos anteriores alertaram
para o surgimento da RAM por meio de pesquisas sobre o resistoma do conteddo ruminante, onde foi
observada a presenca de genes que conferem resisténcia a uma ampla gama de classes de antimicrobianos
(Liuetal., 2016; Sun et al., 2021).

Grande parte da literatura sobre suscetibilidade antimicrobiana em medicina veterinaria tem se
concentrado em bactérias patogénicas ou isoladas de casos clinicos, destacando a relevancia da avaliagdo
da microbiota fecal normal resistente a antimicrobianos, pois pode revelar indicadores de pressao seletiva
e ARGs que podem ser transferidos entre microrganismos comensais em animais (Sawant et al., 2007;
Wollein et al., 2023).

Em relacéo aos isolados, foram observados menores valores de Log UFC/g de fezes resistentes ao
imipenem em comparacao aos outros antimicrobianos estudados. 1sso pode estar associado ao uso ocasional
do imipenem em medicina veterindria, pois € usado apenas em casos de infec¢Bes graves ou ndo responsivas
a outros tratamentos (Sousa et al., 2019; Maciel e Xavier, 2017). Em um estudo que avaliou 67 cepas de
Klebsiella pneumoniae de fezes, urina e pulmdes de animais selvagens e domésticos, apenas 6% dos
isolados apresentaram resisténcia ao imipenem, corroborando nossos achados (Sousa et al., 2019).

A partir dos resultados, observou-se que a tetraciclina apresentou 0 maior nimero de isolados
resistentes identificados. Em 2019, as tetraciclinas ficaram em primeiro lugar, segundo a Organizacdo
Mundial de Saide Animal, como a classe de antimicrobianos mais utilizada na medicina veterinaria
globalmente, com 35,6% dos antimicrobianos empregados (WOAH, 2021). Além disso, em alguns paises,
doses subterapéuticas séo utilizadas na pecuaria como aditivos alimentares para promover o crescimento,
prevenir doencas e melhorar a produtividade de bovinos, aves, suinos, ovinos e caprinos (Gaballah et al.,
2021). E importante ressaltar que, embora a resisténcia a tetraciclina possa ter uma caracteristica intrinseca,

ela foi avaliada neste estudo por ser o Unico antibiético utilizado na fazenda.
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Foi observado um maior nimero de isolados resistentes a tetraciclina, o que também corrobora um
estudo realizado em varios paises da Unido Europeia, onde foi avaliada a resisténcia de enterobactérias
isoladas de galinhas, suinos e bovinos. Os principais resultados mostraram baixos valores ou auséncia de
resisténcia em cepas de Escherichia coli, Campylobacter spp., Enterococcus spp. e Salmonella spp. a
antimicrobianos restritos a ambientes hospitalares humanos. No entanto, altas porcentagens de resisténcia
foram observadas contra ampicilina, tetraciclina e sulfametoxazol-trimetoprima, por serem antimicrobianos
mais antigos e comumente utilizados na medicina veterinaria (De Jong et al., 2009).

Escherichia coli foi a espécie mais isolada neste estudo, com o maior nimero de isolados em placas
suplementadas com tetraciclina, corroborando um estudo nos Estados Unidos por Agga et al. (2016), que
observou Log UFC/g 2,3 de E. coli resistente a tetraciclina em fezes mistas de bovinos de corte e seus
bezerros. Em um estudo conduzido no sul da Italia por Nizza et al. (2010), foram avaliadas 169 amostras
fecais diarreicas de bezerros, com 94 cepas de E. coli hemoliticas isoladas, das quais 34 eram resistentes a
tetraciclina. E. coli é uma enterobactéria comum que coloniza o trato gastrointestinal de animais e humanos,
considerada uma bactéria oportunista que pode causar infeccGes enddgena e exogenamente. Além disso,
tem implicagBes potenciais para a satde de individuos imunocomprometidos ou com barreira intestinal
comprometida, capazes de causar manifestagdes clinicas (Fesseha e Asefa, 2022).

Outras espécies isoladas neste estudo foram descritas anteriormente em estudos de medicina
veterindria. Stenotrophomonas maltophilia, por exemplo, é considerada um patégeno bacteriano
oportunista amplamente disseminado, capaz de formar biofilmes e exibir resisténcia a mdultiplos
medicamentos, previamente identificado em isolados de leite de ovelhas com mastite clinica (De Almeida
et al., 2009). Ochrobactrum intermedium e Achromobacter xylosoxidans foram relatados como patdgenos
ambientais e nosocomiais, respectivamente, ambos oportunistas e portadores de resisténcia (Ajoulat et al.,
2014; Stainer et al., 2021).

Com base na resisténcia e sensibilidade das cepas isoladas,a anélise de agrupamento mostrou
similaridade entre os perfis de resisténcia das fezes de blfalos e seus bezerros. Esta bem estabelecido que
o0s animais de producdo servem como reservatdrios para bactérias resistentes de outros animais e seus
tratadores, representando assim um risco potencial de disseminacdo aos consumidores (Sivagami et al.,
2020). Um estudo anterior identificou uma potencial rota de compartilhamento microbiano entre o sistema
gastrointestinal e a glandula maméria de vacas através da corrente sanguinea (Young et al., 2015). Portanto,
os resultados observados neste estudo sugerem uma rota de compartilhamento de cepas resistentes entre
bufalos e seus bezerros através da rota mamaria.

Este estudo observou o agrupamento de perfis de resisténcia entre animais e solo para tetraciclina e
imipenem, destacando a questdo das rotas de compartilhamento de resisténcia entre animais e solo e vice-
versa. Em relagdo ao meio ambiente, um dos problemas é a presenca de residuos antimicrobianos e bactérias
portadoras de ARGs, que podem se espalhar pelo solo, aguas subterraneas, rios e lagos, afetando todos os
organismos presentes e chegando aos humanos (Montagner, Vidal e Acayaba, 2017).

Nesse contexto, a incorporacdo do conceito One Health destaca a maior gravidade do problema, pois
a salde do meio ambiente e dos animais impacta diretamente a salde humana. A resisténcia pode se

espalhar por meio de atividades agricolas, de salde, comerciais e de transporte internacional, levando ao
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surgimento de microrganismos resistentes em populagdes humanas e animais, incluindo animais selvagens
gue nunca receberam terapia antimicrobiana (Jechalke et al., 2014).

Os resultados deste estudo reforcam a importancia do monitoramento constante dos perfis de
resisténcia antimicrobiana na microbiota desses animais e do solo ao redor. A resisténcia antibidtica
observada em bactérias comensais como E. coli e bactérias ambientais isoladas neste estudo pode servir
como indicadores de pressao seletiva e apontar para agentes de resisténcia emergentes comumente usados
em antimicrobianos afetando todos os organismos presentes e chegando aos humanos (Montagner, Vidal e
Acayaba, 2017).
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CONCLUSOES GERAIS

No primeiro artigo, apesar da contagem de células somaticas do leite apresentar
diferencas significativas entre novilhas e vacas, os microbiomas, tanto do leite quanto das fezes,
mostraram semelhanca entre animais de diferentes idades.

Foi possivel observar o compartilhamento de familias no microbioma do leite e das fezes
bufalas e saliva de seus bezerros, fortalecendo a ideia de interagdo de microbiana entre eles.

No segundo artigo, foi observada resisténcia aos antimicrobianos estudados, frente a
cepas Gram-negativas isoladas de fezes de bufalas, bezerros e solo do pasto. Perfis de
resisténcia mostraram similaridade entre animais adultos e bezerros com o solo. Houve também
a identificacdo de similaridade entre os bezerros e suas mées, sugerindo um compartilhamento

de cepas resistentes entre geragdes e dos animais com o solo.
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