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SILVA, E. C. Análise metagenômica dos efluentes de abatedouros de frango de corte como 

ação de vigilância na perspectiva de Saúde Única. Botucatu, 2026. 135 p. Tese (Doutorado) 

– Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Câmpus de Botucatu, Universidade Estadual 

Paulista. 

RESUMO 

Os efluentes de abatedouros avícolas representam uma interface direta entre a produção 

industrial e o ambiente, podendo contribuir para a disseminação de microrganismos 

potencialmente patogênicos e genes de resistência antimicrobiana (ARGs), o que reforça a 

importância do seu monitoramento. Neste contexto, este estudo observacional longitudinal 

caracterizou, por metagenômica shotgun, 16 amostras de efluentes finais tratados coletadas em 

dois abatedouros de frangos de corte selecionados por conveniência, representando os sistemas 

convencional e livre de antibióticos, além de avaliar, por sequenciamento completo do genoma 

(SCG), 19 isolados bacterianos recuperados de efluentes finais tratados do sistema 

convencional. As amostras foram coletadas entre julho/2023 e junho/2025 no estado de São 

Paulo, Brasil. O DNA foi extraído das amostras, seguido do preparo das bibliotecas e do 

sequenciamento metagenômico shotgun por sequenciamento de nova geração. As análises 

bioinformáticas empregaram CAT/RAT v6.0 para inferência taxonômica, ARGs-OAP v3.0 

para caracterização do resistoma e Bactopia v3.2.0 para análise genômica dos isolados. A 

caracterização metagenômica do microbioma e do resistoma evidenciou maior sobreposição 

entre componentes recorrentes e táxons ou genes diferencialmente abundantes no sistema 

convencional. Onze das 12 ordens recorrentes também foram mais abundantes nesse sistema, 

incluindo Aeromonadales, Eubacteriales e Fusobacteriales. Em nível de gênero, cinco dos 12 

gêneros recorrentes também foram mais abundantes no sistema convencional, incluindo 

Aeromonas, Bacteroides, Clostridium, Enterococcus e Prevotella. No resistoma, 47 dos 76 

subtipos mais abundantes no sistema convencional também foram recorrentes, incluindo tet(M), 

tet(E), tet(36), lnu(D), dfrA3 e blaOXA-12. No sistema livre de antibióticos, os táxons 

diferencialmente abundantes não se sobrepuseram a componentes recorrentes específicos, 

enquanto cinco dos seis subtipos recorrentes também foram mais abundantes nesse sistema, 

incluindo RbpA, efpA, tap, tet(V) e bpeF. A diversidade alfa do microbioma não diferiu entre 

os sistemas, mas a diversidade beta separou as amostras em ordem e gênero pela dissimilaridade 

de Bray-Curtis (R² ≥ 0,442; p = 0,002). O resistoma apresentou maior diversidade alfa no 

sistema convencional nos níveis de tipo e subtipo (p < 0,05), além de separação composicional 



 
 

em tipo pela dissimilaridade de Bray-Curtis (R² = 0,554; p = 0,002). A abundância total de 

ARGs também foi maior no sistema convencional em relação ao sistema livre de antibióticos, 

com medianas de 2,78 e 0,37 cópias de ARGs/célula, respectivamente (p < 0,001). A associação 

entre microbioma e resistoma foi consistente pelos testes Procrustes e Mantel (p < 0,05), 

indicando que a variação bacteriana acompanhou a organização dos perfis de resistência. A 

análise por SCG confirmou 16 isolados de Escherichia coli e três de Salmonella enterica, com 

E. coli distribuída em 10 STs e Salmonella enterica representada pelos sorovares Anatum e 

Minnesota. A avaliação fenotípica indicou resistência multidroga em 78,9% dos isolados 

(15/19), com maiores frequências de resistência ao cloranfenicol, tetraciclina, amoxicilina e 

ampicilina. No nível genômico, foram identificados 100 genes distintos, totalizando 401 

detecções, com predomínio de marcadores de resposta ao estresse (45,4%; 182/401), genes de 

resistência antimicrobiana (29,4%; 118/401) e genes associados à virulência (25,2%; 101/401). 

Entre os genes de resistência, acrF, blaEC, emrD e mdtM foram os mais frequentes, detectados 

em 84,2% dos isolados (16/19), seguidos por floR e tet(A), ambos presentes em 31,6% dos 

isolados (6/19). A análise de plasmídeos e mobilidade genética identificou sete associações 

entre genes de resistência e replicons plasmidiais, incluindo qnrB/qnrB19–Col440I, floR–

IncFII(pCoo), blaTEM-1–IncN e dfrA51–IncFIB(pLF82), além de 30 estruturas plasmidiais 

preditas em 11 isolados. Entre E. coli, um isolado se destacou pela combinação de qnrB19–

Col440I, floR–IncFII(pCoo), múltiplos replicons plasmidiais, incluindo IncFIB, IncFIC, 

IncHI1B e Col(MG828), e unidades com potencial de mobilização. Entre Salmonella enterica, 

um isolado pertencente ao sorovar Minnesota ST548 apresentou simultaneamente blaCMY-2, 

qnrB19, sul2 e tet(A), além de uma unidade mobilizável associada a IncC e uma unidade 

conjugativa sem replicon atribuído. Em conjunto, as diferenças observadas na abundância de 

genes de resistência antimicrobiana entre os efluentes de abatedouros avícolas convencionais e 

aqueles provenientes de aves criadas sem uso de antibióticos indicam que essa matriz pode ser 

relevante para o monitoramento da resistência antimicrobiana na indústria avícola. Além disso, 

a integração dos dados da comunidade bacteriana, do resistoma e dos perfis genômicos das 

bactérias recuperadas dessa matriz demonstra que os efluentes finais tratados podem reunir 

informações complementares sobre a interface entre produção animal, processamento industrial 

e ambiente. 

Palavras-chave: Resistência antimicrobiana; Sequenciamento de nova geração; Ecologia 

microbiana; Genes de resistência; Produção avícola. 
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surveillance action from a One Health perspective. Botucatu, 2026. 135 p. Thesis – School 

of Veterinary Medicine and Animal Science, Botucatu Campus, São Paulo State University. 

 

ABSTRACT  

Poultry slaughterhouse effluents represent a direct interface between industrial 

production and the environment, potentially contributing to the dissemination of potentially 

pathogenic microorganisms and antimicrobial resistance genes (ARGs), which reinforces the 

importance of their monitoring. In this context, this observational longitudinal study 

characterized, using shotgun metagenomics, 16 treated final effluent samples collected from 

two convenience-selected broiler slaughterhouses representing conventional and antibiotic-free 

production systems, and evaluated, by whole-genome sequencing (WGS), 19 bacterial isolates 

recovered from treated final effluents of the conventional system. The samples were collected 

between July 2023 and June 2025 in São Paulo State, Brazil. DNA was extracted from the 

samples, followed by library preparation and shotgun metagenomic sequencing using next-

generation sequencing. Bioinformatic analyses employed CAT/RAT v6.0 for taxonomic 

inference, ARGs-OAP v3.0 for resistome characterization, and Bactopia v3.2.0 for genomic 

analysis of the isolates. Metagenomic characterization of the microbiome and resistome showed 

greater overlap between recurrent components and differentially abundant taxa or genes in the 

conventional system. Eleven of the 12 recurrent orders were also more abundant in this system, 

including Aeromonadales, Eubacteriales, and Fusobacteriales. At the genus level, five of the 12 

recurrent genera were also more abundant in the conventional system, including Aeromonas, 

Bacteroides, Clostridium, Enterococcus, and Prevotella. In the resistome, 47 of the 76 subtypes 

with higher abundance in the conventional system were also recurrent, including tet(M), tet(E), 

tet(36), lnu(D), dfrA3, and blaOXA-12. In the antibiotic-free system, differentially abundant 

taxa did not overlap with system-specific recurrent components, whereas five of the six 

recurrent subtypes were also more abundant in this system, including RbpA, efpA, tap, tet(V), 

and bpeF. Microbiome alpha diversity did not differ between systems, but beta diversity 

separated samples at the order and genus levels based on Bray-Curtis dissimilarity (R² ≥ 0.442; 

p = 0.002). The resistome showed higher alpha diversity in the conventional system at both type 

and subtype levels (p < 0.05), as well as compositional separation at the type level based on 

Bray-Curtis dissimilarity (R² = 0.554; p = 0.002). Total ARG abundance was also higher in the 

conventional system than in the antibiotic-free system, with medians of 2.78 and 0.37 ARG 



 
 

copies/cell, respectively (p < 0.001). The association between microbiome and resistome 

profiles was consistent in Procrustes and Mantel tests (p < 0.05), indicating that bacterial 

variation accompanied the organization of resistance profiles. WGS analysis confirmed 16 

isolates of Escherichia coli and three of Salmonella enterica, with E. coli distributed across 10 

STs and Salmonella enterica represented by serovars Anatum and Minnesota. Phenotypic 

assessment indicated multidrug resistance in 78.9% of the isolates (15/19), with the highest 

resistance frequencies observed for chloramphenicol, tetracycline, amoxicillin, and ampicillin. 

At the genomic level, 100 distinct genes were identified, totaling 401 detections, with a 

predominance of stress response markers (45.4%; 182/401), antimicrobial resistance genes 

(29.4%; 118/401), and virulence-associated genes (25.2%; 101/401). Among resistance genes, 

acrF, blaEC, emrD, and mdtM were the most frequent, detected in 84.2% of the isolates (16/19), 

followed by floR and tet(A), both present in 31.6% of the isolates (6/19). Plasmid and genetic 

mobility analyses identified seven associations between resistance genes and plasmid replicons, 

including qnrB/qnrB19–Col440I, floR–IncFII(pCoo), blaTEM-1–IncN, and dfrA51–

IncFIB(pLF82), as well as 30 predicted plasmid structures in 11 isolates. Among E. coli, one 

isolate stood out due to the combination of qnrB19–Col440I, floR–IncFII(pCoo), multiple 

plasmid replicons, including IncFIB, IncFIC, IncHI1B, and Col(MG828), and units with 

mobilization potential. Among Salmonella enterica, one isolate belonging to serovar Minnesota 

ST548 simultaneously carried blaCMY-2, qnrB19, sul2, and tet(A), in addition to a mobilizable 

unit associated with IncC and a conjugative unit without an assigned replicon. Together, the 

observed differences in antimicrobial resistance gene abundance between effluents from 

conventional poultry slaughterhouses and those from birds raised without antibiotics indicate 

that this matrix may be relevant for monitoring antimicrobial resistance in the poultry industry. 

In addition, the integration of bacterial community, resistome, and genomic profiles of bacteria 

recovered from this matrix demonstrates that treated final effluents can provide complementary 

information on the interface among animal production, industrial processing, and the 

environment. 

Keywords: Antimicrobial resistance; Next-generation sequencing; Microbial ecology; 

Resistance genes; Poultry production. 
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1. INTRODUÇÃO1 

O Brasil consolida-se como um dos maiores produtores e exportadores mundiais de carne2 

de frango, posicionando a avicultura como um setor estratégico para o agronegócio nacional 3 

(KLEIN; LUNA, 2022; DOS SANTOS et al., 2023). Essa produção em larga escala depende 4 

do uso intensivo de água nos abatedouros, presente em praticamente todas as etapas 5 

operacionais do abate e do processamento, resultando na geração de grandes volumes de 6 

efluentes (FATIMA et al., 2021; NUNES et al., 2024). Devido à sua carga orgânica e 7 

microbiológica, esses resíduos podem atuar como fonte de disseminação de microrganismos e 8 

genes de resistência (ARGs) para o ambiente. A persistência parcial desses marcadores mesmo 9 

após etapas usuais de tratamento reforça a necessidade de priorizar abatedouros como alvos da 10 

vigilância ambiental (SAVIN et al., 2021a; DE FARIAS et al., 2024; NUNES et al., 2024). 11 

Nesse contexto, a vigilância de águas residuais exige abordagens capazes de ir além dos 12 

indicadores convencionais de qualidade da água. As abordagens baseadas apenas em 13 

parâmetros físico-químicos e no isolamento microbiológico oferecem uma leitura parcial dos 14 

efluentes, pois não capturam de forma abrangente a complexidade do microbioma, do resistoma 15 

e da mobilidade genética associada a elementos genéticos móveis (EGMs) (PÉREZ-COBAS et 16 

al., 2020; ABREU et al., 2021; PARTRIDGE et al., 2018). Essa limitação é particularmente 17 

relevante em efluentes de abatedouros, nos quais estudos metagenômicos têm demonstrado a 18 

persistência de ARGs e MGEs mesmo após o tratamento, indicando que o monitoramento 19 

convencional pode subestimar componentes críticos do risco ambiental (SAVIN et al., 2021a; 20 

DE FARIAS et al., 2024). Desta forma, o sequenciamento metagenômico amplia a vigilância 21 

de águas residuais ao integrar, em uma mesma abordagem, a análise da comunidade microbiana, 22 

do resistoma e das mudanças na composição taxonômica, na abundância de genes de resistência 23 

antimicrobiana e na presença de elementos associados à mobilidade genética ao longo das 24 

etapas de tratamento. Essa abordagem permite avaliar a eficiência dos processos e identificar 25 

marcadores de resistência antimicrobiana com maior resolução ambiental (FANG et al., 2024; 26 

ZHANG et al., 2024; BEGMATOV et al., 2024). Apesar desse potencial, sua incorporação em 27 

estratégias de vigilância ainda requer cautela, considerando limitações técnicas, analíticas e 28 

econômicas relacionadas à padronização dos métodos, ao processamento bioinformático e à 29 

interpretação dos resultados (QUINCE et al., 2017; DAVIS et al., 2023). 30 

Na cadeia avícola, a aplicação dessa abordagem ainda se concentra em matrizes como 31 

conteúdo intestinal, carcaças, superfícies de processamento, produtos finais, granjas, corpos 32 
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d’água receptores ou etapas específicas do tratamento, enquanto os efluentes finais de 1 

abatedouros permanecem menos explorados como matriz de vigilância (DE CESARE et al., 2 

2022; SEQUINO et al., 2025; FANG et al., 2024; DE FARIAS et al., 2024). Esses resíduos são 3 

importantes porque reúnem sinais microbiológicos e genéticos do processamento industrial 4 

antes da descarga ambiental. Estudos baseados em 16S rRNA, metagenômica shotgun e 5 

metaplasmidoma demonstraram que efluentes avícolas abrigam comunidades microbianas 6 

complexas, ARGs e marcadores de mobilidade genética (DELFORNO et al., 2017; DE 7 

FARIAS et al., 2024). Além disso, análises metagenômicas de efluentes de abatedouros 8 

avícolas demonstram a presença de genes de resistência associados a plasmídeos e outros 9 

elementos genéticos móveis, indicando que essas matrizes podem atuar como reservatórios e 10 

potenciais disseminadores de resistência antimicrobiana no ambiente (DE FARIAS et al., 11 

2025b). Esses achados sustentam seu uso como matriz estratégica para o monitoramento da 12 

RAM. 13 

Embora os efluentes sejam relevantes para a vigilância da RAM, ainda é pouco claro se essa 14 

matriz reflete diferenças entre sistemas produtivos. Essa comparação foi investigada por 15 

metagenômica em outras matrizes da cadeia avícola, incluindo conteúdo cecal, carcaças, solo e 16 

cama aviária. De Cesare et al. (2022) observaram menor carga de genes de resistência 17 

antimicrobiana no ceco de aves criadas sem antibióticos em comparação ao sistema 18 

convencional, mas essa diferença não se manteve nas carcaças após o processamento. Em 19 

carcaças de varejo, a comparação entre sistemas convencional, orgânico e livre de antibióticos 20 

indicou que a restrição ao uso de antimicrobianos pode reduzir a abundância de genes de 21 

resistência, embora não elimine completamente o resistoma associado à cadeia avícola 22 

(VIEIRA et al., 2023). Em cadeias comerciais com uso restrito de antimicrobianos, a 23 

metagenômica shotgun indicou que microbioma e resistoma variam conforme o estágio 24 

produtivo, a empresa e o compartimento amostrado, incluindo solo, cama aviária e carcaças 25 

(GAONKAR et al., 2026). Esses estudos metagenômicos demonstram que comparações entre 26 

sistemas produtivos são importantes para ampliar a compreensão da resistência antimicrobiana 27 

(RAM) na cadeia avícola. 28 

Além da metagenômica, métodos baseados em isolamento também são relevantes para a 29 

vigilância de efluentes, pois permitem recuperar bactérias viáveis e avaliar seus perfis de 30 

resistência, capturando uma dimensão complementar do risco sanitário e ambiental (NUNES et 31 

al., 2024; SAVIN et al., 2020a). Assim, o Sequenciamento de Genoma Completo (SCG) de 32 

isolados bacterianos amplia essa abordagem ao associar genes de resistência, plasmídeos, 33 
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linhagens clonais e determinantes de virulência a microrganismos específicos (ONICIUC et al., 

2018; PEÑA et al., 2024).  

Estudos com águas de processo e efluentes de abatedouros frigoríficos indicam que o SCG 

complementa a vigilância baseada em cultivo ao detalhar, em nível genômico, genes de 

resistência, fatores de virulência, plasmídeos e elementos associados à mobilização genética. 

Essa abordagem complementa a metagenômica shotgun, que caracteriza o resistoma total da 

matriz, mas nem sempre permite atribuir esses marcadores a hospedeiros específicos (SAVIN 

et al., 2020a; SAVIN et al., 2021b; KLEIST et al., 2025). 

Apesar da importância dos efluentes de abatedouros, pouco se sabe sobre como diferentes 

sistemas de produção impactam sua microbiota, o resistoma e o perfil genômico dos isolados 

bacterianos. Essa lacuna limita o entendimento sobre o papel desses resíduos na disseminação 

da RAM. Portanto, a caracterização metagenômica e genômica desses efluentes pode subsidiar 

estratégias de monitoramento e mitigação da RAM na interface entre animais, ambiente e seres 

humanos.  
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4. OBJETIVOS  1 

Avaliar o microbioma, o resistoma e determinantes associados à disseminação da 2 

resistência antimicrobiana em efluentes finais tratados de abatedouros de frango de corte 3 

provenientes dos sistemas convencional e livre de antibióticos, considerando seu potencial 4 

como matriz de vigilância ambiental na perspectiva de Saúde Única. 5 

 6 

4.1 Objetivos específicos 7 

• Caracterizar e comparar o microbioma e o resistoma dos efluentes tratados dos sistemas 8 

convencional e livre de antibióticos, considerando diversidade, composição 9 

taxonômica, abundância e distribuição de táxons e genes de resistência antimicrobiana 10 

compartilhados ou específicos de cada sistema. 11 

•  Investigar isolados bacterianos recuperados dos efluentes quanto ao perfil fenotípico 12 

de resistência, genes de resistência, virulência, plasmídeos e elementos associados à 13 

mobilidade genética. 14 

•  Discutir o papel dos efluentes de abatedouros avícolas como matrizes estratégicas para 15 

vigilância da resistência antimicrobiana na interface entre produção animal, ambiente e 16 

saúde pública. 17 
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