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ANALISE METAGENOMICA DA MICROBIOTA INTESTINAL EM AVES
COMERCIAIS: EXPLORANDO POTENCIAL PROBIOTICO, GENES DE
MULTIRESISTENCIA E TRANSFERENCIA HORIZONTAL DE GENES

RESUMO - A microbiota gastrointestinal de aves comerciais participa da digestao, da
modula¢do imunoldgica e da resisténcia a patdgenos, mas também atua como reservatorio
de genes de resisténcia a antimicrobianos e como fonte potencial de alternativas ao uso
desses compostos. Estudos baseados em genomas reconstruidos a partir de metagenomas
tém se limitado, em grande parte, a conjuntos de dados isolados, o que dificulta a
identificacdo de padrdes gerais. Nesta tese, dados metagendmicos publicos de seis
estudos independentes, conduzidos em cinco paises, foram integrados para construir um
catalogo de genomas da microbiota gastrointestinal de Gallus gallus domesticus. Foram
reunidos 19.730 genomas montados a partir de metagenomas (MAGs), sendo 5.601
obtidos por montagem de novo de 98 corridas do Sequence Read Archive e 14.129
recuperados de repositdrios publicos. Apds filtragem uniforme de qualidade (completude
>85% e contaminacdo <10%), 11.224 MAGs foram mantidos e anotados quanto a
taxonomia, ao potencial metabdlico, aos genes de resisténcia, aos elementos genéticos
moveis, aos fatores de viruléncia, aos sistemas CRISPR-Cas, a producao de bacteriocinas
e ao potencial probidtico. O catalogo abrangeu 26 filos, 829 géneros e 1.977 espécies,
quase metade sem descri¢do formal. A composi¢do taxondmica variou amplamente entre
os estudos, enquanto as grandes categorias funcionais permaneceram estaveis. Genes de
resisténcia adquiridos foram detectados em 13,7% dos MAGs, concentrados em géneros
comensais, e estiveram fortemente associados a sequéncias de inser¢do. Genes de
importancia critica, como optrA4, poxtA, cfr, tet(X), vanA, mecA e blaCTX-M-14, foram
raros, mas presentes em cinco dos seis estudos. Enterococcus cecorum apresentou a maior
carga de multirresisténcia. Nenhum gene mcr foi detectado, possivelmente em razdo da
perda de plasmideos durante a reconstrucdo dos genomas. Fatores de viruléncia
ocorreram em 4,6% dos MAGs, sistemas CRISPR-Cas em 23,6% e agrupamentos génicos
de bacteriocinas em 14,8%. A triagem gendmica de candidatos probioticos revelou um
conflito entre seguranga e potencial competitivo: os géneros com maior potencial de
producao de bacteriocinas foram também os mais excluidos por carregar genes de
resisténcia adquiridos. O catalogo constitui uma referéncia gendmica para a vigilancia da
resisténcia antimicrobiana e para a sele¢do racional de estratégias baseadas na microbiota

na produg¢do avicola.
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METAGENOMIC CHARACTERIZATION OF THE GUT MICROBIOTA IN
COMMERCIAL POULTRY: UNCOVERING PROBIOTIC POTENTIAL,
ANTIMICROBIAL RESISTANCE, AND HORIZONTAL GENE TRANSFER

ABSTRACT - The gastrointestinal microbiota of commercial poultry contributes to
digestion, immune modulation and resistance to pathogens, but it also acts as a reservoir
of antimicrobial resistance genes and as a potential source of alternatives to
antimicrobials. Genome-resolved studies of this ecosystem have largely been restricted
to single datasets, which limits the identification of general patterns. In this thesis, public
metagenomic data from six independent studies conducted in five countries were
integrated to build a genome catalogue of the gastrointestinal microbiota of Gallus gallus
domesticus. A total of 19,730 metagenome-assembled genomes (MAGs) were gathered,
of which 5,601 were obtained by de novo assembly of 98 Sequence Read Archive runs
and 14,129 were retrieved from public repositories. After uniform quality filtering
(completeness >85% and contamination <10%), 11,224 MAGs were retained and
annotated for taxonomy, metabolic potential, resistance genes, mobile genetic elements,
virulence factors, CRISPR-Cas systems, bacteriocin production and probiotic potential.
The catalogue encompassed 26 phyla, 829 genera and 1,977 species, nearly half of which
lacked a formal description. Taxonomic composition varied widely among studies,
whereas broad functional categories remained stable. Acquired resistance genes were
detected in 13.7% of MAGs, were concentrated in commensal genera and were strongly
associated with insertion sequences. Genes of critical relevance, such as optrd, poxtA,
cfr, tet(X), vanA, mecA and blaCTX-M-14, were rare but present in five of the six studies.
Enterococcus cecorum carried the highest multidrug-resistance burden. No mcr gene was
detected, possibly owing to the loss of plasmids during genome reconstruction. Virulence
factors occurred in 4.6% of MAGs, CRISPR-Cas systems in 23.6% and bacteriocin gene
clusters in 14.8%. Genomic screening of probiotic candidates revealed a trade-off
between safety and competitive potential: the genera with the greatest bacteriocin
potential were also those most frequently excluded for carrying acquired resistance genes.
The catalogue provides a genomic reference for antimicrobial resistance surveillance and
for the rational selection of microbiome-based strategies in poultry production.

Keywords: antimicrobial resistance; bacteriocins; metagenome-assembled genomes;

poultry health; probiotics
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CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1. INTRODUCAO

O trato gastrointestinal (TGI) das aves desempenha fungdes essenciais para a
manuten¢do da saude e da produtividade, incluindo a digestao dos alimentos e a absor¢ao
de nutrientes. No entanto, essas fungdes ndo dependem exclusivamente do hospedeiro,
estando diretamente associadas a presenga de uma complexa comunidade de
microrganismos que coloniza o ambiente intestinal. Essa comunidade, denominada
microbiota intestinal, ¢ composta por bactérias, arqueias, fungos, virus, fagos e
protozoarios, cujas interacdes podem resultar em efeitos benéficos, neutros ou
prejudiciais ao hospedeiro (Bedford, 2000; Yeoman et al., 2012; Sender et al., 2016). O
equilibrio dessa microbiota ¢ fundamental para a homeostase intestinal, uma vez que sua
desregulacdo pode favorecer a colonizacdo e proliferacio de microrganismos
patogénicos, com implicagdes tanto para a saude animal quanto para a saude humana
(Hermans et al., 2012; Florez-Cuadrado et al., 2018; Jorgensen et al., 2019).

Essa dinamica resulta de interacdes complexas entre fatores microbianos e
caracteristicas do hospedeiro. Processos como producdo de metabolitos, formacao de
biofilmes, expressao de fatores de viruléncia e resisténcia a antimicrobianos, além de
mecanismos de comunicacao celular, como o gquorum sensing, desempenham papel
central na estruturagdo dessas comunidades (Mukherjee & Bassler, 2019). Paralelamente,
fatores intrinsecos as aves, como genética, dieta, idade, estado fisioldgico e ciclo
circadiano, influenciam diretamente a composicao e a fun¢do da microbiota intestinal
(Shang et al., 2018; Rychlik, 2020; Zhang et al., 2022). Como consequéncia, observa-se
elevada variabilidade nos perfis taxondmicos e funcionais da microbiota intestinal de aves
descritos na literatura, refletindo a natureza dinamica desse ecossistema.

Ao longo do desenvolvimento do hospedeiro, o estabelecimento da microbiota
intestinal ocorre de maneira progressiva. Embora o embrido avidrio se desenvolva em
ambiente extracorporeo, evidéncias indicam que a colonizacdo inicial pode ter origem
materna, sendo transferida durante a formagao do ovo (Stanley et al., 2015; Pedroso et
al., 2016). Apos a eclosdo, a microbiota sofre rapida modulagao, fortemente influenciada
pelo ambiente. Em sistemas de produgdo comercial, nos quais a incubagdo ocorre de
forma artificial, a colonizagdo inicial ¢ predominantemente ambiental, com predominio
de Enterobacteriaceae nos primeiros dias de vida, seguido pela substituicdo por membros

das familias Lachnospiraceae e Ruminococcaceae, e posterior estabelecimento de



bactérias do filo Bacteroidota (antigo Bacteroidetes) (Yeoman et al., 2012; Videnska et
al., 2014). Em contraste, aves criadas em contato com individuos adultos desenvolvem
uma microbiota mais diversificada e estavel em menor tempo, incluindo componentes
frequentemente negligenciados, como virus e arqueias (Yeoman et al., 2012).

Nas fases iniciais de vida, justamente por essa imaturidade, as aves tornam-se
particularmente suscetiveis a colonizagdo por patdégenos, como espécies do género
Salmonella, de grande relevancia em doengas veiculadas por alimentos. Nesse cenario,
estratégias que visam modular precocemente a microbiota, como a inoculagdo com
microbiota de aves adultas, tém demonstrado potencial na reducao da suscetibilidade a
infecgdes (Rantala & Nurmi, 1973; Varmuzova et al., 2016; Kubasova et al., 2019). Com
o avancar do desenvolvimento, a microbiota intestinal ndo apenas se diversifica
taxonomicamente, mas também amplia sua capacidade funcional, passando a
desempenhar papéis metabolicos mais complexos, incluindo o metabolismo de
carboidratos, aminoacidos e vitaminas (Ding et al., 2017). A compreensdo integrada da
estrutura e funcdo da microbiota ao longo do desenvolvimento do hospedeiro é, portanto,
essencial para elucidar suas implicagdes biologicas.

Do ponto de vista tecnologico, os avangos nas tecnologias de sequenciamento de
DNA revolucionaram o estudo de comunidades microbianas. Desde a introdugdo do
sequenciamento por Sanger (Sanger & Coulson, 1975) até¢ o desenvolvimento das
plataformas de Sequenciamento de Nova Geragdo (do inglés, Next-Generation
Sequencing ou NGS), houve aumento expressivo na capacidade de geragdo de dados
gendmicos, o que possibilitou analises mais abrangentes e detalhadas (Levy & Myers,
2016). Mais recentemente, as tecnologias de leitura longa, como o sequenciamento por
nanoporos e as leituras longas de alta fidelidade (do inglés, high-fidelity ou HiF1i),
ampliaram ainda mais esse potencial, ao permitir a reconstru¢ao de genomas microbianos
mais completos e contiguos (Wang et al., 2021; Zhang et al., 2022). Nesse cenario, a
metagendmica emergiu como abordagem central para o estudo de microbiomas,
permitindo a analise direta do DNA total presente em uma amostra, independentemente
do cultivo dos microrganismos (Handelsman et al., 1998; Oulas et al., 2015).

Quanto a classificacdo, as abordagens metagendmicas podem ser divididas em
estratégias direcionadas e ndo direcionadas. O sequenciamento do gene 16S rRNA (RNA
ribossomal 16S de bactérias) tem sido amplamente utilizado para caracterizagao
taxondmica, mas apresenta limitacdes, como baixa resolucdo em nivel de espécie e

auséncia de informagdes funcionais detalhadas, além de ndo contemplar adequadamente



virus e fungos (Hillmann et al.,, 2018). Em contrapartida, o sequenciamento
metagenomico shotgun permite uma analise mais abrangente da diversidade taxondmica
e funcional das comunidades microbianas, embora envolva desafios relacionados a
complexidade dos dados, fragmentacdo do DNA e dificuldades na reconstrugdo de
genomas individuais (Joseph & Pe’er, 2021). Ainda assim, o desenvolvimento de
ferramentas de bioinformatica tem possibilitado avancos significativos, incluindo a
reconstru¢do de genomas a partir de metagenomas (do inglés, Metagenome-Assembled
Genome ou MAGs), andlises taxondmicas baseadas em bancos de dados de referéncia e
a identificacao de funcdes metabolicas.

Complementarmente as analises convencionais, outras abordagens tém ampliado
a compreensdo das interacdes dentro das comunidades microbianas. Analises de
coocorréncia permitem inferir relacdes ecoldgicas entre microrganismos e identificar
espécies-chave na estruturagdo da comunidade (Siles et al., 2021), enquanto estudos
longitudinais possibilitam investigar a dinAmica temporal da microbiota e os fatores que
influenciam seu estabelecimento e estabilidade (Shang et al., 2018; Rychlik, 2020; Zhang
et al., 2022). Ja a identificagdo de genes de viruléncia e de resisténcia a antimicrobianos
fornece informacdes relevantes sobre o potencial patogénico das comunidades e sobre a
disseminag¢do da resisténcia, frequentemente associada a transferéncia horizontal de genes
mediada por elementos genéticos moveis (Brown, 2003; Frost et al., 2005; Partridge et
al., 2018). Esses aspectos sdo particularmente relevantes no contexto de "Uma S6 Saude"
ou "Satude Unica" (do inglés, One Health), dada a interconexdo entre saiide animal,
humana e ambiental (Hermans et al., 2012; Florez-Cuadrado et al., 2018; Jorgensen et al.,
2019).

Mais recentemente, a investigagdo de sistemas de defesa bacterianos, como o
CRISPR-Cas (do inglés, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats and
CRISPR-associated proteins), tem contribuido para a compreensao das interagdes entre
bactérias, bacteriofagos e elementos genéticos moveis (Marraffini, 2015; Makarova et al.,
2020). Como os espacadores desses sistemas derivam de fragmentos de DNA de
invasores previamente encontrados, sua andlise funciona como um registro das
exposicdes passadas de cada linhagem bacteriana. A identificacdo desses sistemas em
genomas reconstruidos a partir de metagenomas, com ferramentas dedicadas de detec¢ao
e classificagao (Russel et al., 2020), permite assim compreender os mecanismos de defesa

das comunidades microbianas e as pressdes que moldam sua evolugao.



Apesar desses avangos, os estudos gendmicos da microbiota intestinal de aves
comerciais permanecem, em grande parte, restritos a conjuntos de dados isolados, obtidos
em uma Unica regido, linhagem ou condi¢do de manejo. Isso dificulta distinguir padrdes
gerais de caracteristicas particulares de cada estudo. Ao mesmo tempo, um volume
crescente de dados metagendmicos de aves tem sido depositado em repositorios publicos,
0 que abre a possibilidade de integra-los sob critérios uniformes de qualidade e de analise.
Diante desse cendrio, o presente estudo propde a construgdo de um catalogo de genomas
da microbiota gastrointestinal de aves comerciais a partir de dados publicos de diferentes
origens geograficas e sistemas de produgdo. Cada genoma foi caracterizado quanto a
taxonomia, ao potencial metabdlico, aos genes de resisténcia a antimicrobianos, aos
elementos genéticos modveis, aos fatores de viruléncia, aos sistemas CRISPR-Cas, a
producao de bacteriocinas e ao potencial probidtico, de modo a oferecer um recurso de
referéncia para a saude animal, a vigilancia da resisténcia antimicrobiana e a sele¢do de

alternativas aos antimicrobianos no contexto da Saude Unica.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1.Introducao ao setor avicola e relevancia da microbiota
2.1.1. Mercado avicola global

A avicultura constitui um dos segmentos mais dinamicos da produgao
agropecuaria mundial, com papel central na seguranga alimentar, na geragao de renda e
no comeércio internacional de proteinas de origem animal. A carne de frango e os ovos
tétm ampla aceitacdo em diferentes contextos socioculturais, em fun¢do do custo
relativamente acessivel, do elevado valor nutricional e da auséncia de restri¢des religiosas
significativas (FAO, 2023; OECD/FAOQ, 2022). Nas tltimas décadas, a produgdo avicola
cresceu de forma continua, impulsionada pelo aumento da demanda em paises em
desenvolvimento, pela urbanizagdo e pela intensificacdo dos sistemas produtivos (Mottet
& Tempio, 2017). Esse crescimento também reflete a substituicdo gradual de carnes
vermelhas pela carne de frango, favorecida por sua melhor conversdo alimentar e menor
emissdo de gases de efeito estufa por unidade produzida (FAO, 2023).

A produgdo concentra-se em paises com elevada capacidade produtiva,
infraestrutura consolidada e forte integracao da cadeia avicola (Figura 1). O Brasil ocupa
posicdo de destaque entre os principais produtores e exportadores de carne de frango,
sustentado pela ampla disponibilidade de insumos para alimentagdo animal, pela elevada

escala de produgdo e pela forte inser¢do no mercado internacional (ABPA, 2023). Os



Estados Unidos e a China figuram entre os maiores produtores e consumidores, enquanto
a Unido Europeia mantém participacdo relevante sob regulamenta¢des rigorosas de
seguranga alimentar, sustentabilidade e bem-estar animal, que influenciam padrdes

globais de qualidade e exigéncias comerciais (OECD/FAOQ, 2022).
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Figura 1. Principais paises produtores, exportadores e importadores de carne de
frango e ovos para consumo em escala global. Distribuicao percentual dos principais
paises produtores, exportadores e importadores de carne de frango e ovos em escala
global, considerando o volume comercializado entre 2023 e 2024. Dados expressos em
percentual do volume total comercializado. Fonte: Adaptado de Embrapa, com dados da

FAOSTAT e USDA (2025).

A intensificacdo dos sistemas produtivos trouxe ganhos expressivos de
produtividade, mas também imp0s desafios relacionados a sanidade, ao bem-estar animal
e a sustentabilidade. Nesse contexto, a microbiota intestinal emerge como elemento-
chave para a eficiéncia produtiva e a saude dos plantéis, por sua participacdo na
digestibilidade dos nutrientes, na modulacdo do sistema imunoldgico e na resisténcia a

colonizacdo por patdogenos. O interesse por essas comunidades cresceu especialmente



diante das restricdes ao uso de antimicrobianos como promotores de crescimento em
diversos paises (Dibner & Richards, 2005; Gadde et al., 2017). A preocupacao com a
resisténcia antimicrobiana e com a seguranca dos alimentos refor¢a a necessidade de
abordagens alinhadas ao conceito de Satde Unica, que consideram as interagdes entre
saude animal, humana e ambiental (Figura 2) e reconhecem a microbiota como
componente funcional do sistema produtivo. Ferramentas Omicas, em especial a
metagendmica, tém ampliado a capacidade de caracterizar essas comunidades em niveis

taxondmico e funcional (Oakley et al., 2014; Stanley et al., 2014).
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Figura 2. Interacdes entre saude humana, animal e ambiental no contexto da
abordagem Satde Unica. Diagrama ilustrando a integragdo entre fatores ambientais,
producdo animal, saude humana e disseminacdo de doencas, destacando a natureza
interdisciplinar da abordagem Saude Unica. Fonte: Elaboragdo propria utilizando o

BioRender.

2.1.2. Sistema de criacio e linhagens comerciais
A produgdo avicola contemporanea baseia-se em diferentes modelos de criacdo,
que variam quanto ao grau de intensificacdo, ao manejo, ao bem-estar animal e ao

controle ambiental. Em termos gerais, esses modelos podem ser classificados em



intensivos, semi-intensivos, extensivos e alternativos, incluindo sistemas organicos e
criagdes ao ar livre (do inglés, free-range). O sistema intensivo predomina na produgio
global e caracteriza-se por elevada densidade populacional e rigoroso controle de
temperatura, ventilagdo, luminosidade e alimentacdo, o que permite maior padronizagao
dos lotes e eficiéncia produtiva (OECD/FAO, 2022; ABPA, 2023). Ao mesmo tempo, a
concentragdo de animais em espacos reduzidos favorece a disseminagdo de
microrganismos e exige protocolos rigorosos de biosseguridade. Nos sistemas
alternativos, as aves tém maior liberdade de movimento e, com frequéncia, acesso a
ambientes externos, o que amplia sua exposicdo a microrganismos ambientais. Essa
exposic¢ao pode resultar em microbiotas intestinais mais diversas, mas também em maior
variabilidade e risco de contato com patdgenos (Stanley et al., 2014). Os sistemas
organicos, por sua vez, restringem o uso de antibidticos e incentivam estratégias
alternativas, como probidticos e prebidticos (Gadde et al., 2017).

O melhoramento genético também desempenha papel determinante na produgao
avicola. As linhagens comerciais modernas de frangos de corte, como Ross, Cobb ¢
Hubbard, foram desenvolvidas por programas intensivos de sele¢do para ganho de peso,
conversao alimentar, rendimento de carcaca ¢ uniformidade dos lotes. Paralelamente,
linhagens de postura, como Lohmann Brown, e racas locais ou de crescimento lento,
como as galinhas de pescoc¢o pelado e as Silkie, atendem a outros objetivos produtivos e
mercados. Diferentes linhagens podem apresentar perfis microbianos distintos mesmo
quando mantidas sob condi¢des ambientais semelhantes, o que indica que caracteristicas
genéticas, imunologicas e fisiologicas do hospedeiro contribuem para a selecdo e a
manuten¢do de comunidades microbianas especificas (Oakley et al., 2014; Kers et al.,
2018). Por outro lado, o crescimento acelerado das linhagens modernas pode gerar
descompassos entre o desenvolvimento corporal e a maturagdo do trato gastrointestinal
(TGI), com possiveis efeitos sobre a estabilidade da microbiota e a resposta a desafios
sanitarios.

A interacdo entre sistema de criagdo, genética e microbiota representa, assim, um
desafio e uma oportunidade para a avicultura. Investigar a microbiota intestinal em
diferentes linhagens e contextos produtivos contribui para uma compreensdo mais
integrada dos fatores que modulam o desempenho e a sanidade das aves, e fornece

subsidios para estratégias de produc¢ao mais sustentaveis e resilientes.

2.2.Fatores que influenciam a microbiota intestinal em aves



2.2.1. Alimentacao e nutriciao

A alimentagdo constitui um dos principais determinantes da estrutura e da
funcionalidade da microbiota intestinal em aves, atuando como fator central na
modulagdo das interagdes entre microrganismos e hospedeiro. A dieta ndo apenas fornece
0s nutrientes necessarios ao crescimento € a manuten¢ao do organismo, mas também
define a disponibilidade de substratos que sustentam a atividade metabolica das
comunidades microbianas. Alteragdes na composi¢do da ragdo, mesmo que sutis, podem
resultar em mudangas significativas na estrutura e estabilidade da microbiota, com
impactos diretos sobre a digestibilidade dos nutrientes, a integridade intestinal e a
resposta imunologica das aves (Stanley et al., 2014; Apajalahti & Vienola, 2016) (Figura
3).
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Figura 3. Influéncia da dieta sobre a microbiota intestinal de aves. Representagdo
esquematica da modulacdo da microbiota intestinal pela dieta, destacando a interagdo
entre os componentes alimentares e os microrganismos presentes no trato gastrointestinal.

Fonte: Elaboracao propria utilizando BioRender.



Comercialmente, as dietas convencionais utilizadas na avicultura sdo
predominantemente formuladas a base de milho e farelo de soja, com o objetivo de
atender as exigéncias nutricionais especificas de cada fase de desenvolvimento das aves.
Esses ingredientes constituem importantes fontes de energia, proteinas e aminoacidos
essenciais. Entretanto, parte de seus componentes ndo ¢ completamente digerida no
intestino delgado, permitindo que fragdes ndo digeriveis alcancem os segmentos distais
do TGI. Entre essas fragdes destacam-se os polissacarideos ndo amilaceos (PNA),
passiveis de fermentacdo pela microbiota intestinal. A metabolizagdo desses compostos
resulta na produgdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), como acetato, propionato
e butirato, metabolitos associados a manuten¢do da saude intestinal por atuarem tanto
como fonte energética para enterocitos quanto na modulagdo de processos inflamatdrios
(Apajalahti & Vienola, 2016). Em contrapartida, dietas desbalanceadas ou caracterizadas
pelo excesso de determinados nutrientes podem alterar a dindmica microbiana intestinal,
favorecendo a proliferagdo de microrganismos potencialmente indesejaveis e aumentando
o risco de disbiose.

Quanto a fragdo proteica da dieta, esta também exerce influéncia significativa
sobre a microbiota intestinal. Proteinas ndo digeridas que chegam ao intestino grosso
tornam-se substrato para bactérias proteoliticas, resultando na producdo de metabolitos
potencialmente toxicos, como amodnia, aminas biogénicas e compostos fenodlicos, que
podem comprometer a integridade da mucosa intestinal e favorecer a colonizagdo por
patdgenos (Apajalahti & Vienola, 2016).

Entre as estratégias de interven¢do, o uso de aditivos alimentares constitui uma
das principais formas de modulag¢ao da microbiota intestinal na produgdo avicola. Durante
décadas, antimicrobianos foram incorporados as dietas como promotores de crescimento
em virtude de sua capacidade de reduzir a carga microbiana e melhorar a eficiéncia
alimentar. A restricdo progressiva dessa pratica, impulsionada por preocupagodes
relacionadas a resisténcia antimicrobiana, levou a intensificacdo de pesquisas voltadas a
identificagdo de alternativas capazes de desempenhar fun¢des semelhantes sem os riscos
associados ao uso continuo de antibioticos (Dibner & Richards, 2005; Gadde et al., 2017).
Dentre essas alternativas, os probidticos tém recebido destaque por sua capacidade de
influenciar diretamente a composi¢do microbiana. Microrganismos pertencentes a
géneros como Lactobacillus, Bacillus e Bifidobacterium sao frequentemente utilizados
devido a sua habilidade de sobreviver as condi¢cdes do TGI e interagir com o hospedeiro.

Esses organismos podem competir com patdégenos por sitios de adesdo e nutrientes, além
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de produzir substancias antimicrobianas que limitam o crescimento de microrganismos
indesejaveis (Gadde et al., 2017). J& os prebidticos atuam por um mecanismo distinto,
baseado na disponibilizagdo de substratos seletivos para microrganismos benéficos.
Compostos como frutooligossacarideos, inulina e mananoligossacarideos sao
fermentados por bactérias comensais, favorecendo sua proliferacio e atividade
metabolica. Esse processo contribui para a produgdo de metabolitos que auxiliam na
manuten¢do da integridade intestinal e na regulacdo da resposta imune (Gibson &
Roberfroid, 1995; Gibson et al., 2017). A combinagao dessas duas abordagens, na forma
de simbioticos, busca potencializar os efeitos observados individualmente, promovendo

maior estabilidade da microbiota (Figura 4).
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Figura 4. Relacdo entre probioticos, prebioticos e simbioticos na modula¢io da
microbiota intestinal. Diagrama representando os conceitos de prebioticos, probiodticos
e simbidticos, bem como suas interagdes funcionais e aplicagdes na modulagdo da

microbiota intestinal. Fonte: Elaboragao propria utilizando o BioRender.

Além dessas abordagens, outros aditivos, como enzimas exogenas, acidos
organicos, compostos fitogénicos e acidos graxos de cadeia média, também vém sendo
empregados com o objetivo de melhorar a digestibilidade dos nutrientes e modular a
composicdo microbiana intestinal. Enzimas como xilanases e B-glucanases auxiliam na
degradagdo de polissacarideos ndo amildceos, reduzindo a viscosidade intestinal e

aumentando a disponibilidade de nutrientes, fatores que podem impactar positivamente a
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estrutura da microbiota (Bedford, 2000). De maneira semelhante, 4cidos organicos
contribuem para a redu¢do do pH intestinal, criando condi¢cdes menos favoraveis ao
desenvolvimento de bactérias patogénicas, incluindo Salmonella spp. e Escherichia coli.

Essa interacao entre dieta e microbiota estende-se, ainda, a regulagdo do sistema
imunologico. Metabolitos produzidos por microrganismos intestinais atuam como
sinalizadores capazes de influenciar a expressdo génica do hospedeiro e a atividade de
células imunes. Esse didlogo metabolico refor¢a o papel da microbiota como componente
ativo na manutencao da homeostase intestinal, particularmente em sistemas produtivos
intensivos, nos quais as aves estdo frequentemente expostas a desafios ambientais e
sanitarios (Oakley et al., 2014).

Em sintese, a alimentagcdo configura-se como um dos principais mecanismos de
intervencao sobre a microbiota intestinal em aves comerciais. A formulacdo de dietas
equilibradas, aliada ao uso criterioso de aditivos, contribui para a manuten¢ao de um
ambiente intestinal mais estavel e resiliente, favorecendo microrganismos benéficos e
restringindo a proliferagdo de patdogenos. Compreender essas interagdes entre nutrigao e
microbiota torna-se, portanto, fundamental para o desenvolvimento de sistemas
produtivos mais eficientes, sustentaveis e compativeis com as demandas contemporaneas

da avicultura.

2.2.2. Trato gastrointestinal (TGI) de aves

O TGI das aves apresenta caracteristicas anatdmicas e fisiologicas altamente
especializadas, resultantes de adaptagdes evolutivas associadas a rapida digestdo e ao
eficiente aproveitamento de nutrientes. Essas particularidades influenciam diretamente a
colonizac¢do, a estrutura e a dindmica da microbiota intestinal, configurando um ambiente
heterogéneo no qual diferentes compartimentos sustentam comunidades microbianas
distintas. A compreensao detalhada da anatomia e fisiologia do trato digestorio aviario
(Figura 5) torna-se, assim, essencial para interpretar as interacdes estabelecidas entre o
hospedeiro e sua microbiota, bem como suas implicagdes para a saude intestinal e o

desempenho produtivo.
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Figura 5. Anatomia do trato gastrointestinal de aves comerciais. Representacio
anatomica das principais estruturas do trato gastrointestinal aviario, incluindo o6rgaos
digestorios e segmentos intestinais associados ao processo digestivo. Fonte: Elaboragao

propria utilizando o BioRender.

Estruturalmente, o sistema digestorio avidrio € constituido por o6rgdos
funcionalmente especializados, incluindo bico, eséfago, inglavio (papo), proventriculo,
moela, intestino delgado (subdividido em duodeno, jejuno e ileo), cecos, intestino grosso
e cloaca. O ingluvio atua como um reservatorio temporario de alimento, permitindo sua
umidificacdo e o inicio dos processos digestivos. O proventriculo corresponde ao
estomago glandular, responsavel pela secrecao de enzimas digestivas e acido cloridrico,
enquanto a moela exerce funcdo mecéanica ao promover a trituragdo dos alimentos. A
integracgao entre digestdo quimica e mecanica contribui para elevada eficiéncia digestiva
e, simultaneamente, estabelece condi¢des fisico-quimicas especificas que favorecem a
colonizagdo microbiana diferencial ao longo dos distintos segmentos intestinais
(Apajalahti & Vienola, 2016).

No intestino delgado ocorre a maior parte da digestdo e absor¢do de nutrientes,
sendo esse segmento caracterizado por rapida taxa de passagem do alimento e,
consequentemente, por menor densidade microbiana em comparagdo com as porgdes
distais do TGI. Ainda assim, os microrganismos presentes nessa regido exercem funcdes

relevantes, incluindo a metabolizagdo de nutrientes e a modulacdo da resposta imune
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local. Em contraste, os cecos constituem o principal sitio de fermentagdo microbiana em
aves, abrigando comunidades altamente diversas e metabolicamente ativas. Nesse
ambiente ocorre a fermentagdo de carboidratos ndo digeriveis, resultando na produgdo de
AGCC, metabolitos que contribuem tanto para a nutrigdo do hospedeiro quanto para a
manutenc¢ao da integridade da mucosa intestinal (Oakley et al., 2014; Stanley et al., 2014).

Essa organizagdo estrutural do trato digestério, associada a fatores como pH,
disponibilidade de oxigénio, secre¢des digestivas e velocidade de transito intestinal,
estabelece nichos ecologicos distintos ao longo dos diferentes compartimentos intestinais,
favorecendo a colonizagdo seletiva por grupos microbianos especificos. Regides
proximais, como proventriculo e duodeno, apresentam pH mais 4acido e maior
disponibilidade de oxigénio, condigdes que limitam a diversidade microbiana. Em
contrapartida, regides distais, especialmente os cecos, caracterizam-se por ambiente
predominantemente anaerdbio e maior disponibilidade de substratos fermentaveis,
favorecendo o crescimento de bactérias estritamente anaerobias (Apajalahti & Vienola,
2016).

Logo apo6s a eclosdo, tem inicio o processo de coloniza¢cdo microbiana intestinal,
que ocorre de maneira progressiva e dindmica. Nos primeiros dias de vida, a microbiota
apresenta composicdo relativamente simples e instavel, fortemente influenciada por
fatores ambientais, como o contato com superficies, agua, alimento e outros animais.
Nessa fase inicial, observa-se com frequéncia o predominio de bactérias da familia
Enterobacteriaceae, posteriormente substituidas por comunidades mais complexas e
estaveis, compostas principalmente por membros dos filos Bacillota (antigo Firmicutes)
e Bacteroidota (antigo Bacteroidetes) (Yeoman et al., 2012; Videnska et al., 2014). Esse
processo de sucessdo microbiana estd intimamente associado ao desenvolvimento do
sistema imunologico e a maturag@o funcional do trato digestorio.

Cabe destacar que a velocidade e a trajetoria desse processo de colonizagdo podem
variar significativamente conforme as condigdes de criacdo. Em sistemas comerciais, nos
quais a incubacgdo ocorre de forma artificial e h4 auséncia de contato com aves adultas, a
colonizacdo inicial depende majoritariamente de fontes ambientais, o que pode resultar
em maior variabilidade na composi¢ao microbiana. Por outro lado, em sistemas naturais,
o contato com a microbiota materna favorece o estabelecimento mais rapido de uma
comunidade estavel e diversificada (Stanley et al., 2015; Pedroso et al., 2016). Essa
diferenga tem implicagdes diretas na suscetibilidade das aves a patdogenos durante as

primeiras semanas de vida.
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Do ponto de vista imunoldgico, a microbiota intestinal desempenha papel
fundamental na maturagdo do sistema imunologico das aves, contribuindo para o
desenvolvimento de mecanismos de defesa contra patogenos. A interacdo entre
microrganismos e c€lulas do sistema imune estimula a producao de citocinas, a ativagao
de células imunes e o fortalecimento da barreira intestinal. Além disso, a microbiota atua
na exclusdo competitiva de patdégenos, ocupando nichos ecologicos e competindo por
nutrientes, o que dificulta a colonizacao por microrganismos potencialmente patogénicos
(Oakley et al., 2014).

Outro aspecto relevante diz respeito a comunicagdo entre microrganismos e
hospedeiro, mediada por metabolitos microbianos e sinais quimicos. Compostos como os
AGCC desempenham fungdes regulatérias importantes, influenciando a expressao génica
do hospedeiro, a integridade da mucosa intestinal e a resposta inflamatoria. Esses
mecanismos evidenciam a natureza simbidtica da relagdo entre microbiota e hospedeiro,
na qual alteracdes na composicdo microbiana podem resultar em consequéncias
fisioldgicas significativas.

Além das caracteristicas intrinsecas do hospedeiro, fatores como dieta, uso de
antimicrobianos, estresse ¢ condi¢des ambientais exercem influéncia direta sobre a
estrutura e a estabilidade da microbiota intestinal, podendo favorecer estados de disbiose
(Figura 6). Esse desequilibrio encontra-se associado a alteracdes na fun¢do intestinal,
redu¢do da eficiéncia alimentar e maior suscetibilidade a doengas infecciosas. A
manutencdo de uma microbiota equilibrada ¢, assim, atualmente considerada um

componente central para a satide intestinal e o desempenho produtivo das aves.
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Figura 6. Principais fatores associados a modulacio da microbiota intestinal aviaria.
Esquema ilustrando os fatores que influenciam a composi¢ao da microbiota intestinal em
aves, incluindo linhagem genética, uso de antibioticos, idade, dieta e ambiente de criagao.

Fonte: Elaboragao propria utilizando BioRender.

Sob essa perspectiva, o TGI aviario deve ser compreendido ndo apenas como um
sistema voltado a digestdo e absorcao de nutrientes, mas como um ecossistema complexo
e dindmico, no qual intera¢des entre fatores anatdmicos, fisioldgicos € microbianos
determinam o estado de satde do hospedeiro. A integragdo desses elementos torna-se
fundamental para o desenvolvimento de estratégias direcionadas a modulagdo da
microbiota intestinal, contribuindo para modelos produtivos mais eficientes, sustentaveis

e alinhados as demandas contemporaneas da avicultura.

2.3.Microbiota e microbioma em aves comerciais
2.3.1. Conceitos basicos: microbiota vs. microbioma
O avango das pesquisas em ecologia microbiana e biologia molecular trouxe a
tona a necessidade de definicdes mais precisas para descrever as comunidades
microbianas associadas a diferentes ambientes e hospedeiros. Nesse contexto, os termos
“microbiota” e “microbioma” sdo frequentemente utilizados, muitas vezes de forma

intercambidvel, embora representem conceitos distintos e complementares. A distin¢ao
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entre esses termos ¢ fundamental para a correta interpretacdo dos estudos e para a
padronizagao da linguagem cientifica na éarea.

Etimologicamente, o termo microbiota deriva do grego micro- (pequeno) e bios
(vida), sendo originalmente utilizado para descrever o conjunto de microrganismos
presentes em um determinado ambiente. Atualmente, refere-se as comunidades
microbianas vivas associadas a diferentes nichos ecoldgicos, incluindo bactérias,
arqueias, fungos, virus e protozoarios (Cabrera & Monte, 2024). No contexto do TGI das
aves, essa comunidade ¢ composta por populacdes que interagem entre si € com o
hospedeiro, estabelecendo relagcdes que podem variar de mutualisticas a potencialmente
patogénicas. A composi¢ao da microbiota ¢ altamente dindmica, sendo influenciada por
fatores como dieta, idade, genética e condigdes ambientais, conforme discutido nas se¢des
anteriores (Ley et al., 2008; Oakley et al., 2014).

Ja a nogdo de microbioma amplia essa perspectiva ao incorporar nao apenas os
microrganismos presentes, mas também seu conteudo genético e funcional. O termo foi
inicialmente definido por Whipps e colaboradores em 1988 e posteriormente
popularizado por Joshua Lederberg para descrever o conjunto de genomas microbianos e
o0 ecossistema associado (Cabrera & Monte, 2024). Em sua interpretacdo contemporanea,
0 microbioma engloba genes, vias metabdlicas, produtos microbianos e as interagdes
estabelecidas entre os microrganismos € o ambiente em que estdo inseridos (Marchesi &
Ravel, 2015). Essa distingdo permite diferenciar a descricdo da composi¢do microbiana
da andlise de suas fungdes, o que se torna particularmente relevante em estudos que
buscam compreender processos metabolicos e interagdes ecologicas.

Do ponto de vista historico, a caracterizagdo da microbiota baseava-se em
métodos cultivo-dependentes, nos quais microrganismos eram isolados e estudados em
condi¢des laboratoriais. Essa abordagem, embora tenha contribuido significativamente
para a microbiologia cléssica, apresenta limitagdes importantes, uma vez que grande parte
dos microrganismos presentes em ambientes naturais ndo pode ser cultivada por métodos
convencionais. Estimativas indicam que apenas uma fracdo reduzida da diversidade
microbiana total ¢ acessivel por essas técnicas, o que restringe a compreensdo da
complexidade real dessas comunidades (Amann et al., 1995).

Com o desenvolvimento de técnicas independentes de cultivo, especialmente as
baseadas em sequenciamento de DNA, esse cenario mudou de forma significativa. O
sequenciamento do gene 16S rRNA tornou-se uma ferramenta amplamente utilizada para

a caracterizagdo taxondmica de comunidades bacterianas, permitindo a identificagdo de
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microrganismos a partir de regioes conservadas e variaveis desse gene (Woese & Fox,
1977). Essa abordagem viabilizou a andlise de comunidades complexas sem a
necessidade de cultivo, ampliando consideravelmente o conhecimento sobre diversidade
microbiana. Apesar de sua utilidade, o sequenciamento de 16S rRNA apresenta limitagdes
que impactam a interpretacdo dos resultados: a resolugdo taxondmica restrita,
especialmente em nivel de espécie, e a auséncia de informacgdes diretas sobre funcdes
metabolicas limitam sua capacidade de descrever o papel funcional das comunidades
microbianas (Hillmann et al., 2018). Essas limitagdes motivaram o desenvolvimento e a
adog¢ao de abordagens mais abrangentes.

Nesse sentido, a metagenomica shotgun consolidou-se como uma dessas
abordagens, permitindo o sequenciamento do DNA total presente em uma amostra
(Figura 7). Essa técnica possibilita a identificacdo simultdnea de diferentes grupos de
microrganismos e a andlise de seu potencial funcional, incluindo a detec¢do de genes
associados a metabolismo, resisténcia antimicrobiana e viruléncia (Oulas et al., 2015;
Quince et al., 2017). A partir dessas analises, torna-se possivel reconstruir o repertorio
funcional do microbioma, ampliando a compreensao das interagdes entre microrganismos

e hospedeiro.
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Figura 7. Fluxo geral da abordagem de metagenomica shotgun baseada em
sequenciamento de nova geracdo (NGS). Etapas gerais do sequenciamento
metagenomico shotgun, incluindo fragmentacdo do DNA, constru¢cdo de bibliotecas,
sequenciamento de nova geracao e reconstru¢do computacional das sequéncias. Fonte:

Elaboragao propria utilizando BioRender.

Outras abordagens Omicas tém complementado essa perspectiva, fornecendo
informacdes sobre a atividade metabolica em diferentes niveis. A metatranscriptomica
permite avaliar a expressdo génica das comunidades microbianas, enquanto a
metaprotedmica ¢ a metabolomica oferecem informagdes sobre proteinas produzidas e
metabolitos gerados. A integracdo dessas abordagens contribui para uma visao mais
completa do microbioma, aproximando a analise de seu estado funcional em condi¢des
reais (Franzosa et al., 2015).

No contexto da avicultura, essa distincdo conceitual entre microbiota e
microbioma ¢ particularmente relevante, uma vez que a simples identificagdo dos
microrganismos presentes nao ¢ suficiente para explicar seus efeitos sobre a saude e o
desempenho das aves. A compreensdo do microbioma, incluindo suas fungdes
metabolicas e interacdes ecoldgicas, permite identificar microrganismos-chave, vias
metabolicas relevantes e potenciais alvos para intervengdes nutricionais ou terapéuticas.
Essa abordagem integrada ¢ essencial para o desenvolvimento de estratégias que visem
otimizar a saude intestinal, melhorar a eficiéncia alimentar e reduzir a incidéncia de
doengas.

Adicionalmente, o estudo do microbioma esta diretamente relacionado ao
conceito de holobionte, no qual o hospedeiro e sua microbiota sdo considerados uma
unidade bioldgica integrada. Nessa perspectiva, a satide do hospedeiro € vista como
resultado da interagcdo entre seus proprios processos fisiologicos e a atividade de sua
microbiota, reforcando a importancia de abordagens sistémicas na compreensao dos
mecanismos envolvidos (Zilber-Rosenberg & Rosenberg, 2008).

Em suma, a evolugdo conceitual e metodoldgica observada nas ultimas décadas
ampliou significativamente o entendimento das comunidades microbianas associadas ao
TGI. A distingdo entre microbiota € microbioma, aliada ao avango das tecnologias de
sequenciamento, fornece a base para investigagdes mais aprofundadas sobre diversidade,

fungdo e dinamica dessas comunidades. Esse arcabougo conceitual sustenta os estudos
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contemporaneos em microbiologia aplicada a produgdo animal e orienta a interpretagao

de dados metagendmicos em sistemas complexos.

2.3.2. Bactérias predominantes no trato gastrointestinal aviario

A microbiota intestinal das aves ¢ composta por uma comunidade diversa e
funcionalmente integrada, cuja organizacdo reflete tanto as caracteristicas do ambiente
intestinal quanto as interagdes entre microrganismos e hospedeiro. Embora exista
variabilidade entre individuos, sistemas de criacdo e fases de desenvolvimento, alguns
grupos bacterianos sdao consistentemente descritos como dominantes no TGI aviario.
Esses grupos desempenham fungdes essenciais na digestdo, na produ¢do de metabolitos
e na manuten¢do da homeostase intestinal, sendo frequentemente associados ao estado de
satide e ao desempenho produtivo das aves (Oakley et al., 2014; Kers et al., 2018).

Antes de descrever esses grupos, cabe uma observacdao sobre nomenclatura. Em
2021, os nomes dos filos de procariotos foram formalmente padronizados, passando a

'

seguir a terminagdo "-ota" (Oren & Garrity, 2021). Assim, Firmicutes passou a ser
denominado Bacillota, Bacteroidetes passou a Bacteroidota, Proteobacteria passou a
Pseudomonadota e Actinobacteria passou a Actinomycetota. A taxonomia baseada em
genomas do Genome Taxonomy Database (GTDB), adotada nesta tese, segue essa
nomenclatura e subdivide alguns filos tradicionais com base em critérios filogenéticos,
como ocorre com Bacillota, Bacillota A e Bacillota C (Parks et al., 2022). Nesta revisao,
os nomes atuais sao utilizados, com a denominagao anterior indicada entre parénteses na
primeira mencgao, para facilitar a correspondéncia com a literatura.

Entre os filos mais representativos da microbiota intestinal avidria, Bacillota
(antigo Firmicutes) destaca-se como componente predominante ao longo de todo o TGI
e, especialmente, nos cecos. Esse filo retne bactérias com elevada capacidade
fermentativa, envolvidas na degradagdao de carboidratos complexos e na producdo de
AGCC. Membros das familias Lachnospiraceae e Ruminococcaceae, bem como do
género Faecalibacterium, estdo entre os principais produtores de butirato, metabolito
importante para a nutri¢do dos enterdcitos e para a modulacdo de processos inflamatdrios
(Louis & Flint, 2009; Apajalahti & Vienola, 2016). Os lactobacilos, por sua vez,
predominam nas regides proximais do intestino e contribuem para a exclusdo competitiva
de patdégenos por meio da producdo de &cido latico e de outras substancias
antimicrobianas, razdo pela qual diversos de seus representantes sdo empregados como

probioticos na produgdo avicola. O filo também inclui microrganismos de importancia
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sanitaria, como Clostridium perfringens, agente da enterite necrética, e Enterococcus
cecorum, reconhecido como patégeno emergente associado a espondilite e osteomielite
em frangos de corte (Jung et al., 2018).

Ja o filo Bacteroidota (antigo Bacteroidetes), embora geralmente menos
abundante que Bacillota, apresenta elevada relevancia funcional. Seus representantes
possuem amplo repertdrio enzimatico para a degradacdo de polissacarideos complexos,
tanto de origem alimentar quanto derivados do proprio hospedeiro, como as mucinas, o
que favorece o aproveitamento de componentes dietéticos nao digeriveis. A atividade
metabolica dessas bactérias também contribui para a produgcdo de AGCC, em especial
acetato e propionato, e para a modulacdo do ambiente intestinal, sobretudo em dietas com
maior teor de fibras (Flint et al., 2012).

Em contraste, Pseudomonadota (antigo Proteobacteria) reine microrganismos
facultativamente anaerobios frequentemente relacionados a estados de instabilidade da
microbiota intestinal. A familia Enterobacteriaceae inclui géneros de relevancia clinica e
zoondtica, como Escherichia, Salmonella e Klebsiella. Embora esses microrganismos
possam integrar microbiotas sauddveis em baixas propor¢des, aumentos em sua
abundancia tém sido associados a disbiose, inflamacao intestinal e doencas entéricas, com
consequentes perdas produtivas e aumento da mortalidade (Shin et al., 2015). Como
discutido no item 2.2.2, a participagdo desse filo € maior nas fases iniciais de vida das
aves, refletindo o carater transitdrio e ainda instavel da microbiota nesse periodo (Yeoman
et al., 2012; Videnska et al., 2014). Também merece destaque o filo Campylobacterota,
que inclui Campylobacter jejuni, colonizador frequente do intestino das aves e um dos
principais agentes de gastroenterite bacteriana de origem alimentar em humanos
(Hermans et al., 2012).

Por sua vez, Actinomycetota (antigo Actinobacteria) compde uma fracdo menos
abundante, porém funcionalmente relevante, da microbiota intestinal. Géneros como
Bifidobacterium participam da fermentacao de carboidratos e da producao de metabdlitos
benéficos, além de contribuirem para a modulag¢do do sistema imunoldgico e para a
manuten¢do da integridade da barreira intestinal (Binda et al., 2018). Por essa razdo, a
presenca desses microrganismos costuma ser interpretada como indicativa de maior
equilibrio ecoldgico intestinal.

Ao longo do TGI, os grupos bacterianos distribuem-se de maneira heterogénea,
refletindo as diferencgas fisico-quimicas entre os segmentos intestinais descritas no item

2.2.2. No intestino delgado predominam microrganismos aerotolerantes, como os
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lactobacilos, enquanto os cecos abrigam comunidades anaerobias mais complexas,
dominadas por representantes de Bacillota e Bacteroidota (Oakley et al., 2014; Stanley et
al., 2014).

Do ponto de vista funcional, a microbiota intestinal exerce papel central na
manutengdo da saiude do hospedeiro. Comunidades enriquecidas em bactérias
fermentativas benéficas tendem a favorecer a digestdo de nutrientes, a producdo de
metabolitos de interesse fisiologico e a resisténcia a colonizagdo por patogenos. Em
contrapartida, alteragdes nesse equilibrio, incluindo aumento relativo de Proteobacteria e
redugdo de bactérias produtoras de butirato, tém sido associadas a estados de disbiose,
comprometimento da fun¢do intestinal e maior suscetibilidade a doengas (Shin et al.,
2015).

Mais do que sua composi¢do taxonomica, a funcionalidade dessas comunidades
representa um aspecto central para compreender seu papel no ambiente intestinal.
Diferentes grupos bacterianos participam de redes metabolicas interdependentes, nas
quais a degradacdo de substratos complexos frequentemente depende de atividades
complementares entre multiplos microrganismos. Essa organizag¢do funcional contribui
para a estabilidade ecologica da microbiota e para sua capacidade de adaptacgdo frente a
alteracdes ambientais e nutricionais. A compreensdo da microbiota intestinal requer,
assim, nao apenas a identificacdo dos grupos presentes, mas também a investigacdo de
suas fungoes e interacdes metabolicas.

Nas ultimas décadas, a relacdo entre microbiota e desempenho produtivo tem
recebido crescente aten¢do. Estudos demonstram que determinados perfis microbianos
estdo associados a melhor conversdo alimentar e maior ganho de peso, enquanto
alteracdes na composicdo da microbiota podem indicar condi¢des subotimas de
desempenho ou maior predisposicdo a enfermidades (Kers et al., 2018). Esses achados
reforgam o potencial da microbiota intestinal tanto como indicador biologico da satde
das aves quanto como alvo estratégico de intervengdes nutricionais e sanitarias.

Sob essa perspectiva, a caracteriza¢do dos principais grupos bacterianos presentes
no TGI aviario constitui uma base fundamental para o entendimento das interagdes entre
microbiota e hospedeiro. A integracdo entre dados taxondomicos e funcionais,
particularmente por meio de abordagens metagendmicas, amplia a capacidade de
interpretar essas relagdes e de desenvolver estratégias voltadas a promog¢ao da saude
intestinal, a melhoria do desempenho produtivo e a sustentabilidade dos sistemas de

producdo avicola.
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2.4.Metagenémica aplicada a avicultura
2.4.1. Repositorios publicos e metadados

O avanco das tecnologias de NGS, associado a consolida¢ao de iniciativas de
ciéncia aberta, promoveu uma expansao significativa na producao e disponibilizacdo de
dados gendmicos e metagendmicos. Esse cenario transformou profundamente a pesquisa
em microbiologia e ecologia microbiana, permitindo o acimulo de grandes volumes de
dados provenientes de diferentes ambientes, incluindo o TGI de aves. Como
consequéncia, tornou-se possivel ndo apenas a analise de conjuntos de dados individuais,
mas também a integragao de estudos independentes em abordagens comparativas de larga
escala.

Nesse contexto, repositdrios publicos como os mantidos pelo National Center for
Biotechnology Information (NCBI) e pelo European Bioinformatics Institute (EBI), além
de plataformas especializadas como 0 MG-RAST (Metagenomics Rapid Annotation using
Subsystem  Technology), desempenham papel central no armazenamento,
compartilhamento e exploragdo de dados de sequenciamento (Leinonen et al., 2011;
Meyer et al., 2008). A disponibilidade desses recursos amplia significativamente a
capacidade de realizar analises comparativas entre diferentes sistemas de produgdo,
dietas, linhagens e condigdes sanitarias na avicultura.

A utilidade dessas bases, entretanto, depende diretamente da qualidade e
padronizagdo dos metadados associados as amostras. Metadados correspondem ao
conjunto de informagdes descritivas que contextualizam os dados biologicos, incluindo
caracteristicas do hospedeiro, condi¢des ambientais, dieta, localizacdo geografica e
protocolos experimentais. A consisténcia dessas informacdes ¢ fundamental para garantir
a reprodutibilidade dos estudos e permitir comparagdes robustas entre diferentes
conjuntos de dados. Nesse sentido, iniciativas como as diretrizes propostas pelo Genomic
Standards Consortium, incluindo os padroes MIXS (do inglés, Minimum Information
about any (x) Sequence), buscam estabelecer critérios minimos para descri¢do e
organizagdo dos dados, promovendo maior interoperabilidade entre estudos e bases de
dados (Yilmaz et al., 2011). Esses padrdes incluem informacdes relacionadas ao
hospedeiro, como espécie, idade, linhagem e estado de satude, além de dados ambientais
e experimentais, incluindo localizagao geografica, tipo de amostra, condi¢cdes de manejo,

dieta, uso de antimicrobianos, métodos de extracdo de DNA e plataformas de
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sequenciamento. A padronizagdo desses metadados facilita a reprodutibilidade analitica e
amplia a capacidade de integracdo e comparagao entre diferentes estudos metagendmicos.

No contexto da avicultura, a crescente disponibilidade de dados publicos tem
ampliado significativamente as possibilidades de investigacao da microbiota intestinal
sob diferentes perspectivas, incluindo variagdes associadas a dieta, ao uso de aditivos, as
condi¢des de manejo, aos sistemas de criagdo e a presenca de patdgenos. Estudos
baseados em metagendmica evidenciam que a microbiota intestinal aviaria apresenta
elevada plasticidade, respondendo de forma dindmica a alteragdes ambientais e
nutricionais (Oakley et al., 2014; Stanley et al., 2014). A reutilizacao e integracao desses
conjuntos de dados permitem, assim, ndo apenas validar padrdes previamente descritos,
mas também explorar novas hipoteses e identificar tendéncias recorrentes em diferentes
contextos produtivos.

Entre os avangos mais relevantes da metagenomica recente estd a reconstrugdo de
genomas a partir de metagenomas (do inglés, metagenome-assembled genomes ou
MAGS). Nessa abordagem, as leituras de sequenciamento sdo montadas em sequéncias
contiguas (contigs), que sdo entdo agrupadas em genomas individuais com base na
composi¢ao de nucleotideos e na cobertura de sequenciamento. A qualidade de cada
MAG ¢ estimada a partir da presenga de genes marcadores de copia unica, o que permite
calcular sua completude e contaminacdo. Com base nesses parametros, foram
estabelecidos padrdoes minimos para o relato de MAGs de alta e média qualidade (Parks
et al., 2015; Bowers et al., 2017). A classificagdo taxondmica desses genomas ¢ feita, em
geral, pelo Genome Taxonomy Database, que posiciona cada genoma em uma arvore
filogenética de referéncia, independentemente de o organismo ter sido cultivado (Parks
et al., 2022). Essa abordagem permite atribuir genes de interesse, como os de resisténcia
antimicrobiana, diretamente ao organismo que os carrega, o que nao ¢ possivel com o
sequenciamento do gene 16S rRNA ou com a andlise de genes isolados.

Aplicada a microbiota intestinal de aves, a reconstrucdo de MAGs revelou uma
grande diversidade de linhagens ainda ndo cultivadas. Os estudos de maior escala
recuperaram centenas a milhares de genomas a partir de amostras cecais e fecais
(Glendinning et al., 2020; Gilroy et al., 2021; Segura-Wang et al., 2021), e o maior
catdlogo publicado até o momento reuniu mais de 12 mil MAGs, utilizados para
caracterizar o resistoma intestinal de frangos (Feng et al., 2021). Mais recentemente, o
sequenciamento por leituras longas de alta fidelidade permitiu reconstruir genomas mais

completos e contiguos da microbiota aviaria (Zhang et al., 2022). Apesar desses avancos,
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amaioria desses estudos baseia-se em um tnico conjunto de dados, obtido em uma regiao,
linhagem ou condi¢do de manejo especifica, e a integragdo de multiplas origens, ragas,
sistemas alimentares e contextos geograficos ainda ¢ apontada como uma lacuna a ser
preenchida (Wang et al., 2024). A integragdao de dados publicos sob critérios uniformes
de qualidade e de anotacdao surge, assim, como estratégia para construir referéncias
gendmicas mais representativas da microbiota aviaria.

Apesar desse potencial, a integracdo de dados provenientes de estudos
independentes ainda apresenta desafios metodoldgicos importantes. Diferencas nos
protocolos de coleta, extracdo de DNA, preparo de bibliotecas e plataformas de
sequenciamento podem introduzir vieses técnicos que dificultam comparacdes diretas
entre trabalhos. Da mesma forma, a escolha de ferramentas bioinformaticas e bancos de
dados de referéncia pode influenciar substancialmente os resultados obtidos,
especialmente em analises taxonomicas e funcionais (Quince et al., 2017). Esses fatores
reforcam a necessidade de pipelines analiticos padronizados e da aplicagdo de abordagens
estatisticas adequadas, de modo a garantir maior robustez e reprodutibilidade as
inferéncias geradas a partir de dados metagenomicos.

Outro aspecto relevante diz respeito a crescente adocdo de abordagens
integrativas, que tem ampliado significativamente as possibilidades de exploracdo de
dados metagendmicos. A combinagdo dessas informacgdes com outras camadas 6micas,
incluindo metatranscriptdmica e metabolomica, além de dados fenotipicos do hospedeiro,
permite investigar de maneira mais abrangente as interagdes entre microbiota e
hospedeiro. Essa integracao favorece a identificagdo de biomarcadores microbianos, vias
metabolicas e perfis funcionais associados ao desempenho produtivo, a eficiéncia
alimentar e a resisténcia a doencas, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias
mais direcionadas no contexto da produgado avicola.

O acesso a bases de dados publicas também fortalece a colaboragdo cientifica e
amplia a democratizacdo do conhecimento, permitindo que pesquisadores de diferentes
contextos reutilizem dados previamente gerados para responder a novas questdes
biologicas. Essa dinamica amplia o potencial analitico dos conjuntos de dados disponiveis
e contribui para a construcao coletiva de uma base de conhecimento mais robusta. Ainda
assim, a utilizacdo de dados secundarios exige avaliacdo criteriosa da qualidade das
informacdes disponiveis e consideracdo das limitagdes metodoldgicas associadas ao

contexto experimental de origem.
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Em sintese, repositorios publicos e metadados estruturados consolidam-se como
componentes centrais da pesquisa metagendmica contemporanea. A capacidade de
integrar e interpretar dados em larga escala permite aprofundar a compreensido das
interacdes entre microbiota, hospedeiro e ambiente, além de identificar padroes
taxondmicos e funcionais em diferentes contextos produtivos. Na avicultura, essas
ferramentas oferecem suporte para analises comparativas e para o desenvolvimento de
estratégias voltadas a otimizagdo da satde intestinal, do desempenho produtivo e da

sustentabilidade dos sistemas de produgao.

2.4.2. Genes anotados e vias metabolicas

A andlise funcional de comunidades microbianas constitui um dos principais
avancos proporcionados pelas abordagens metagendmicas. Enquanto a caracterizagdo
taxondmica descreve os microrganismos presentes em determinado ambiente, a
investigacdo de genes e vias metabdlicas possibilita explorar o potencial funcional dessas
comunidades, revelando os processos bioquimicos que sustentam a dindmica do
ecossistema intestinal. No contexto da avicultura, essa perspectiva tem contribuido para
elucidar como a microbiota participa da digestdo de nutrientes, da producdo de
metabolitos e da interagdo com o hospedeiro.

Metodologicamente, a anotagdo génica em estudos metagendmicos baseia-se na
identificacdo de sequéncias codificantes e em sua associacdo a funcdes previamente
descritas, geralmente por meio da comparacao com bancos de dados de referéncia. Entre
os recursos mais utilizados destacam-se KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes), COG (Clusters of Orthologous Groups) e EggNOG (do inglés, evolutionary
genealogy of genes: Non-supervised Orthologous Groups), que organizam genes em
categorias funcionais e grupos ortologicos (Huerta-Cepas et al., 2019; Kanehisa et al.,
2021). A utilizagdo dessas ferramentas favorece a reconstru¢do de vias metabolicas e a
identificacdo de padrdes funcionais associados a diferentes condi¢des experimentais,
dietas e sistemas de produgdo, oferecendo uma visdo mais integrada do microbioma
intestinal.

Entre as fungdes metabolicas mais relevantes no TGI aviario destacam-se aquelas
relacionadas a degradacao de carboidratos complexos, particularmente mediadas pelas
enzimas conhecidas como CAZymes (do inglés, Carbohydrate-Active enZymes ou
Enzimas Ativas em Carboidratos). Esse grupo inclui glicosidases, glicosiltransferases,

polissacarideo-liases e carboidrato-esterases, responsaveis pela degradacdo de



26

polissacarideos estruturais e compostos nao digeriveis pelo hospedeiro, como celulose,
hemicelulose e pectinas (Lombard et al., 2014). A agdo dessas enzimas promove a
liberagdo de agucares fermentaveis, posteriormente convertidos pela microbiota em
AGCC, metabolitos associados ao fornecimento energético e a manutencao da integridade
intestinal. A abundancia e diversidade de CAZymes no microbioma intestinal
frequentemente refletem a composicdo da dieta, especialmente o teor de fibras e
carboidratos complexos disponiveis no ambiente intestinal.

Além da degradagdao de carboidratos, a microbiota intestinal também participa
ativamente do metabolismo de proteinas ¢ aminoacidos, bem como da biossintese de
vitaminas e cofatores essenciais. Genes envolvidos em vias relacionadas a sintese de
vitaminas do complexo B e vitamina K sdo frequentemente identificados em microbiomas
intestinais, sugerindo uma contribuicdo direta dessas comunidades microbianas para a
nutri¢ao do hospedeiro (Rowland et al., 2018). A presenca dessas fungdes metabolicas
reforca o carater simbidtico da interagdo entre microbiota e hospedeiro, evidenciando
como 0s microrganismos intestinais complementam processos fisioldgicos fundamentais.

Entre os aspectos mais relevantes da andlise funcional em estudos metagendmicos
estd a identificacdo de genes associados a resisténcia a antimicrobianos e a fatores de
viruléncia. O conjunto desses elementos, frequentemente denominado resistoma e
viruloma, fornece informacdes importantes sobre o potencial adaptativo e patogénico das
comunidades microbianas presentes no TGI aviario. Genes relacionados a resisténcia a
diferentes classes de antibioticos, incluindo B-lactdmicos, tetraciclinas e macrolideos,
podem ser detectados mesmo na auséncia de pressao seletiva direta, evidenciando a ampla
disseminagdo desses determinantes genéticos em microbiomas intestinais (Van Boeckel
et al., 2015).

Parte desses genes encontra-se associada a elementos genéticos moveis, como
plasmideos e transposons, favorecendo sua transferéncia horizontal entre diferentes
espécies bacterianas (Frost et al., 2005; Partridge et al., 2018). Essa caracteristica amplia
as implicagdes do microbioma intestinal para a saude publica, especialmente diante do
potencial de disseminacdo de genes de resisténcia ao longo da cadeia produtiva e
alimentar.

De maneira semelhante, a identificacdo de fatores de viruléncia permite inferir o
potencial patogénico de determinadas comunidades microbianas. Esses fatores incluem
genes envolvidos em processos como adesdo celular, invasdo tecidual, evasdo do sistema

imunolégico e produgdo de toxinas (Kaper et al., 2004). A deteccdo dessas caracteristicas
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em analises metagendmicas fornece informagdes relevantes sobre o risco associado a
presenca de microrganismos potencialmente patogénicos, incluindo representantes dos
géneros Salmonella e Escherichia.

Cabe ressaltar que a interpretacao de dados funcionais em estudos metagendmicos
exige cautela, uma vez que a presenca de um gene nao implica necessariamente sua
expressdo ou atividade metabdlica efetiva. Essa distingdo entre potencial funcional e
atividade biologica representa um dos principais desafios da metagendomica funcional.
Nesse contexto, abordagens complementares, como metatranscriptomica e
metaprotedmica, permitem avaliar padroes de expressdo gé€nica e produgdo proteica,
fornecendo informagdes mais proximas do estado funcional real das comunidades
microbianas (Franzosa et al., 2015).

A utilizacdao de ferramentas de anotagdo funcional também apresenta limitagdes
associadas a qualidade e abrangéncia dos bancos de dados de referéncia. Muitas
sequéncias identificadas em andlises metagendmicas ainda ndo possuem funcao
conhecida, refletindo lacunas importantes no conhecimento sobre a diversidade
microbiana. Além disso, diferencas entre bancos de dados, algoritmos de anotacdo e
critérios de classificacdo podem influenciar os resultados obtidos, exigindo rigor
metodoldgico na interpretacdo e validacdo das andlises funcionais.

Apesar dessas limitagdes, a investigacdo de genes e vias metabdlicas tem
ampliado significativamente a compreensdo da microbiota intestinal em aves. Evidéncias
indicam que determinados perfis funcionais estdo associados a variagdes no desempenho
produtivo, na eficiéncia alimentar e na resisténcia a doengas, sugerindo que a
funcionalidade do microbioma pode representar um indicador mais robusto do estado
fisiologico das aves do que a composi¢cdo taxondmica isoladamente (Kers et al., 2018).
Essa perspectiva tem impulsionado a busca por biomarcadores funcionais e por
estratégias de modulagdo da microbiota com potencial aplicacdo nutricional e sanitéria.

Em ultima analise, a integracdo entre dados funcionais, informagdes taxondmicas
e variaveis ambientais amplia a capacidade de compreender como fatores externos,
incluindo dieta, genética, manejo e uso de aditivos, influenciam a dindmica do
microbioma intestinal. Alteracdes nesses fatores podem modificar vias metabolicas
predominantes e impactar diretamente o equilibrio ecologico do TGI. Sob essa
abordagem sistémica, torna-se possivel investigar nao apenas quais microrganismos estao
presentes, mas também como suas atividades contribuem para processos fisiologicos

associados a saude intestinal e ao desempenho produtivo. A metagendmica funcional
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consolida-se, assim, como uma ferramenta central para a investigagdo de sistemas
biologicos complexos, permitindo identificar processos metabolicos, interagdes
ecoldgicas e potenciais alvos de intervencgdo voltados a otimizagdo da saude intestinal e

a sustentabilidade da producao avicola.

2.4.3. Plasmideos e elementos genéticos moveis

A plasticidade genética das comunidades microbianas estd fortemente associada a
presenca de plasmideos e outros elementos genéticos moveis, responsaveis pela aquisi¢ao
e disseminagao de caracteristicas adaptativas em escalas de tempo relativamente curtas,
por meio do mecanismo de transferéncia horizontal de genes (do inglés, horizontal gene
transfer ou HGT). No TGI de aves, a elevada densidade microbiana e a intensa interagao
entre diferentes espécies criam condi¢des particularmente favoraveis para a circulagdo de
material genético. Nesse ambiente, plasmideos, transposons, integrons e bacteriofagos
exercem papel importante na dindmica evolutiva da microbiota intestinal, favorecendo a
adaptacdo microbiana frente a mudangas ambientais, pressoes seletivas e intervengdes
nutricionais ou terapé€uticas (Frost et al., 2005; Smillie et al., 2010).

Entre esses componentes, os plasmideos constituem um dos principais vetores de
transferéncia genética entre bactérias. Essas moléculas de DNA extracromossomico,
geralmente circulares e de replicagdo autonoma, frequentemente carregam genes
associados a resisténcia a antimicrobianos, tolerancia a condi¢des ambientais adversas e
metabolizacdo de diferentes substratos. Sua disseminag¢do ocorre principalmente por
conjugacao, mecanismo que envolve contato direto entre células bacterianas e permite a
transferéncia de material genético entre diferentes microrganismos (Smillie et al., 2010).

De modo mais amplo, a transferéncia horizontal de genes constitui um dos
principais mecanismos responsaveis pela circulacdo de material genético entre
microrganismos ndo relacionados filogeneticamente. Esse processo ocorre
principalmente por conjugacdo, transformagdo e transducdo (Figura 8). A conjugacao,
mediada por plasmideos conjugativos, representa uma das principais vias de
dissemina¢do de genes de resisténcia em ambientes intestinais. Na transformacao,
bactérias incorporam DNA livre presente no ambiente, enquanto na transdugdo a
mobilizacdo génica ¢ intermediada por bacteriéfagos, que atuam como vetores de
transferéncia entre células bacterianas (Frost et al., 2005). Em ecossistemas altamente
densos e dindmicos, como o TGI avidrio, esses mecanismos exercem papel relevante na

redistribuicdo de func¢des adaptativas entre diferentes populagdes microbianas.
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Figura 8. Principais mecanismos de transferéncia horizontal de genes em bactérias.
Representagdo esquematica dos processos de conjugacdo (A), transformacdo (B) e
transducdo (C), envolvidos na transferéncia horizontal de material genético entre

bactérias. Fonte: Elaboracdo propria utilizando BioRender.

Além dos plasmideos, outros elementos moveis, como transposons, integrons €
ilhas gendmicas, também participam da reorganizacdo e disseminagdo de genes entre
genomas bacterianos. Integrons, por exemplo, possuem a capacidade de capturar e
expressar cassetes génicos frequentemente associados a resisténcia antimicrobiana,
podendo estar localizados tanto em plasmideos quanto em regides cromossdmicas
associadas a transposons. Essa associagdo amplia significativamente o potencial de
disseminagdo desses genes em diferentes contextos ambientais (Gillings, 2014).

No microbioma intestinal avidrio, a abundancia e diversidade de plasmideos e
outros componentes moveis frequentemente refletem pressdes seletivas associadas ao uso
de antimicrobianos, a dieta e as condi¢cdes de manejo. A utilizagdo historica de
antibidticos como promotores de crescimento exerceu forte pressdo seletiva sobre as
comunidades microbianas, favorecendo a disseminacdo de genes de resisténcia

frequentemente associados a plasmideos e outros sistemas de mobilidade genética
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(Dibner & Richards, 2005; Van Boeckel et al., 2015). Mesmo ap0s a restricao ou redugao
do uso desses compostos em diversos paises, muitos desses genes permanecem estaveis
nas populacdes bacterianas, evidenciando a persisténcia e capacidade de manutengdo
desses sistemas genéticos.

A aplicacdao de abordagens metagendmicas ampliou a capacidade de identificar
estruturas associadas a mobilidade genética em comunidades microbianas complexas. A
partir de dados de sequenciamento shotgun, ¢ possivel detectar sequéncias plasmidiais,
sequéncias de inser¢dao e outros elementos moveis, além de inferir potenciais redes de
intercambio génico entre microrganismos (Smillie et al., 2010; Quince et al., 2017). As
sequéncias de inser¢do, os menores elementos transponiveis conhecidos, merecem
destaque. Elas podem mobilizar genes adjacentes, inclusive genes de resisténcia, e
interagem com plasmideos conjugativos na disseminagdo desses determinantes entre
bactérias (Partridge et al., 2018; Che et al., 2021). A reconstru¢do desses elementos em
genomas montados a partir de metagenomas, no entanto, tem limitagdes importantes. A
variabilidade estrutural e as regides repetitivas dificultam a distingdo entre sequéncias
plasmidiais e cromossdmicas, e os plasmideos, por apresentarem cobertura € composi¢ao
de nucleotideos diferentes das do cromossomo, sdo frequentemente perdidos ou
atribuidos ao genoma errado durante o agrupamento dos contigs. Por isso, genes de
resisténcia associados a plasmideos tendem a ser subestimados em andlises baseadas em
MAGs, especialmente quando derivadas de leituras curtas (Quince et al., 2017).

Do ponto de vista sanitario, a disseminagdo de genes mediada por plasmideos e
outros sistemas de mobilidade genética possui implicagdes relevantes para a saide animal
e humana, especialmente no contexto da resisténcia antimicrobiana. O TGI aviario pode
atuar como reservatorio de determinantes de resisténcia potencialmente transferiveis para
microrganismos patogénicos, com possibilidade de disseminagdo ao longo da cadeia
alimentar ou do ambiente (Marshall & Levy, 2011). Essa interconexdo refor¢a a
importancia de estratégias de monitoramento alinhadas ao conceito de Saude Unica,
integrando saude animal, humana e ambiental no controle da resisténcia antimicrobiana.

Além da resisténcia a antimicrobianos, plasmideos e outros elementos moéveis
frequentemente carregam genes relacionados a viruléncia, metabolismo e adaptacao
ambiental, ampliando o repertorio funcional das comunidades microbianas (Partridge et
al., 2018). A continua aquisi¢ao e redistribui¢cdo dessas fungdes contribui para a formagao
de microbiomas altamente dindmicos, capazes de responder rapidamente a alteracdes

ambientais e pressoes seletivas.
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Compreender a dinamica desses sistemas no microbioma intestinal aviario torna-
se, portanto, essencial para elucidar os mecanismos envolvidos na adaptacao e evolucao
das comunidades microbianas. A integragdo entre metagendmica, gendmica comparativa
e analise funcional amplia a capacidade de identificar padrdes de mobilidade genética e
sua relacdo com fatores ambientais e produtivos. Sob essa perspectiva, o estudo de
plasmideos e outros elementos moveis fornece bases importantes para o desenvolvimento
de estratégias voltadas a reducdo da disseminagdo de resisténcia antimicrobiana e a

promocao da estabilidade da microbiota intestinal em sistemas de produgdo avicola.

2.5.Resisténcia antimicrobiana e regulamentacio do uso de antimicrobianos
2.5.1. Genes de resisténcia e viruléncia

A presenca de genes de resisténcia a antimicrobianos (do inglés, antimicrobial
resistance genes ou ARGs) e fatores de viruléncia no microbioma intestinal avidrio
representa um dos principais pontos de interse¢ao entre produgdo animal e saude publica.
Esses elementos refletem a capacidade adaptativa das comunidades microbianas frente a
pressoes seletivas e influenciam diretamente o potencial patogénico de determinados
microrganismos. A analise integrada desses componentes permite compreender os
mecanismos envolvidos na persisténcia, selecdo e disseminacdo de caracteristicas
associadas a sobrevivéncia bacteriana e a infec¢do em ambientes complexos, como o TGI.

Mecanisticamente, os genes de resisténcia a antimicrobianos codificam diferentes
enzimas capazes de reduzir ou impedir a agdo de compostos antibidticos. Entre os
mecanismos mais frequentemente descritos destacam-se a inativacdo enzimatica do
farmaco, a alteragdo do sitio-alvo, a reducdo da permeabilidade celular e a ativacdo de
sistemas de efluxo. Genes do grupo bla, associados a produgao de B-lactamases, conferem
resisténcia a antibioticos B-lactdmicos; genes fet estdo relacionados a resisténcia a
tetraciclinas; enquanto genes erm participam da modificacdo de alvos ribossomais,
reduzindo a eficacia de macrolideos e compostos relacionados (Roberts, 2005; Wright,
2007). A diversidade desses determinantes genéticos evidencia a complexidade funcional
do resistoma presente no ambiente intestinal.

Nem todo gene de resisténcia detectado em um genoma tem a mesma relevancia
epidemioldgica. Parte desses determinantes € intrinseca, ou seja, faz parte do cromossomo
de uma espécie ou grupo bacteriano e nio esta associada a elementos méveis. E o caso de
algumas [-lactamases cromossomicas e de sistemas de efluxo caracteristicos de

determinadas familias. Outra parte ¢ adquirida, geralmente por transferéncia horizontal,
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e ¢ sobretudo essa fragdo que permite a disseminacdo da resisténcia entre bactérias
comensais e patogénicas (Partridge et al., 2018; Crits-Christoph et al., 2022). A detec¢ao
desses genes em dados gendmicos e metagendmicos também exige cautela metodoldgica.
Ferramentas como o AMRFinderPlus comparam as sequéncias preditas com bancos
curados de proteinas de resisténcia, mas também identificam homologos distantes por
meio de modelos de familias proteicas (Feldgarden et al., 2021). Esses homologos
indicam semelhanga com uma familia de proteinas associada a resisténcia, e nao
necessariamente a presenca de um gene funcional de resisténcia. Distinguir genes
adquiridos, determinantes intrinsecos ¢ homoélogos distantes €, portanto, essencial para
ndo superestimar a carga de resisténcia de uma comunidade.

Entre os genes adquiridos, alguns merecem atengdo especial por conferirem
resisténcia a antimicrobianos considerados criticamente importantes para a medicina
humana (WHO, 2017). Destacam-se os genes mcr, que conferem resisténcia a colistina,
um antimicrobiano de ultimo recurso, e que foram descritos pela primeira vez em
plasmideos de Escherichia coli de origem animal (Liu et al., 2016). Também sao
relevantes as [B-lactamases de espectro estendido, como as do tipo CTX-M, e as
carbapenemases, que comprometem a eficacia de cefalosporinas de terceira geragdo e de
carbapenémicos. O mesmo vale para os genes optrAd, poxtA e cfr, que conferem resisténcia
as oxazolidinonas, como a linezolida, e sdo cada vez mais relatados em animais de
producdo (Schwarz et al., 2021). Completam o grupo as variantes tet(X), que inativam a
tigeciclina e foram descritas em plasmideos de origem animal e humana (He et al., 2019),
e o operon vanA, responsavel pela resisténcia a glicopeptideos e que persiste em
ambientes avicolas anos ap6s a proibicdo da avoparcina (Serum et al., 2006). Na
avicultura, a resisténcia pode ainda ser selecionada por compostos de uso veterinario
especifico, como os ionoforos anticoccidianos, para os quais foram descritos genes de
resisténcia, como o operon narAB (Naemi et al., 2020).

A disseminacdo desses genes encontra-se intimamente associada a transferéncia
horizontal de material genético, cujos mecanismos de conjugacdo, transformacio e
transducdo foram descritos na secdo 2.4.3 (Figura 10), sendo frequentemente mediada por
plasmideos, transposons e integrons. Esses sistemas de mobilidade permitem o
compartilhamento de determinantes de resisténcia entre diferentes espécies bacterianas,
incluindo microrganismos comensais € patogénicos de relevancia clinica (Figura 9). No
TGI avidrio, caracterizado por elevada densidade microbiana e intensa interacdo entre

populagdes bacterianas, as condi¢des tornam-se particularmente favoraveis a circulacao
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desses genes e a ampliacao de seu potencial de disseminacao ao longo da cadeia produtiva
e alimentar (Frost et al., 2005; Gillings, 2014). Essa dinamica refor¢a o papel do

microbioma intestinal como importante reservatério de resisténcia antimicrobiana.
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Figura 9. Principais mecanismos bacterianos associados a resisténcia a
antimicrobianos. Esquema representando mecanismos de resisténcia bacteriana,
incluindo degradacdo enzimatica de antibidticos, modificagdo molecular do farmaco e
bombeamento de efluxo mediado por plasmideos de resisténcia. Fonte: Elaboragado

propria utilizando BioRender.

Historicamente, a utilizagdo de antibioticos como promotores de crescimento na
avicultura exerceu forte pressdo seletiva sobre essas comunidades microbianas,
contribuindo para a manuten¢do e disseminacdo de genes associados a resisténcia.
Embora a restricdo desse uso em diversos paises tenha reduzido parte dessa pressao,
estudos demonstram que muitos desses determinantes permanecem estaveis nas
populagdes bacterianas mesmo na auséncia de exposi¢do direta aos antimicrobianos
(Dibner & Richards, 2005; Van Boeckel et al., 2015). Essa persisténcia pode estar
relacionada tanto a estabilidade de elementos genéticos moveis quanto a co-sele¢ao de

genes envolvidos em outras funcdes adaptativas.
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Paralelamente a resisténcia antimicrobiana, o potencial patogénico das
comunidades microbianas intestinais também estd associado a presenca de fatores de
viruléncia. Esses determinantes genéticos conferem aos microrganismos a capacidade de
colonizar o hospedeiro, invadir tecidos, modular respostas imunes e causar danos
celulares. Entre os principais mecanismos envolvidos destacam-se adesinas, invasinas,
toxinas, sistemas de secrecao e estratégias de aquisi¢do de nutrientes, incluindo sistemas
de captacao de ferro (Finlay & Falkow, 1997).

Na avicultura, patégenos como Salmonella enterica e Escherichia coli patogénica
aviaria (do inglés, Avian Pathogenic Escherichia coli ou APEC) representam importantes
modelos para o estudo desses fatores devido ao impacto que exercem sobre a saude
animal e ao seu potencial zoonético. Em Salmonella, genes localizados em ilhas de
patogenicidade (do inglés, Salmonella Pathogenicity Islands ou SPI) participam de
processos relacionados a invasao celular e a sobrevivéncia intracelular, desempenhando
papel central no estabelecimento da infeccdo (Marcus et al., 2000). J& em cepas
patogénicas de E. coli, estruturas como fimbrias, toxinas e sistemas de aquisi¢ao de ferro
contribuem para a colonizagao, persisténcia e disseminagao no hospedeiro (Kaper et al.,
2004).

O desenvolvimento de abordagens metagendmicas ampliou significativamente a
capacidade de detectar genes de resisténcia e fatores de viruléncia em comunidades
microbianas complexas. Diferentemente de métodos dependentes do isolamento e cultivo
de microrganismos, a analise direta do DNA total das amostras permite identificar um
amplo repertdrio genético presente no microbioma intestinal, incluindo determinantes que
frequentemente permanecem ndo detectados por abordagens convencionais. Essa
estratégia possibilita caracterizar, de maneira integrada, o resistoma e o viruloma das
comunidades microbianas, fornecendo uma visdo mais abrangente de seu potencial
funcional (Quince et al., 2017). Estudos baseados nessa abordagem demonstram que
mesmo microbiotas consideradas estaveis ou aparentemente saudaveis podem atuar como
reservatorios de genes associados a resisténcia antimicrobiana e a viruléncia.

Particular preocupacao recai sobre a coexisténcia de genes de resisténcia e fatores
de viruléncia em um mesmo microrganismo ou elemento genético movel. Essa associagdo
pode favorecer processos de co-selecdo, nos quais caracteristicas relacionadas tanto a
sobrevivéncia quanto ao potencial patogénico sdao selecionadas simultaneamente. A
ocorréncia desses mecanismos evidencia a complexidade das interagdes evolutivas

presentes no microbioma intestinal e refor¢a a necessidade de abordagens integrativas
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para compreender como praticas de manejo, uso de antimicrobianos e pressoes ambientais
influenciam a dinamica dessas comunidades.

Em sistemas de producgdo avicola, o TGI das aves pode atuar como importante
ponto de conexao entre diferentes compartimentos ecologicos, favorecendo a circulagao
de genes de resisténcia e fatores de viruléncia entre ambientes microbianos distintos. A
possibilidade de disseminacdo desses determinantes ao longo da cadeia alimentar, bem
como por vias ambientais, reforca a necessidade de estratégias integradas de
monitoramento e mitigagdo alinhadas ao conceito de Saude Unica, que reconhece a
interdependéncia entre satide animal, humana e ambiental (Marshall & Levy, 2011).

Em sintese, a investigacao integrada de resistoma e viruloma fornece informagoes
relevantes sobre o potencial funcional do microbioma intestinal e sobre os riscos
associados a producao avicola. A incorporagdo de dados taxonomicos, funcionais e
ambientais amplia a capacidade de interpretar a dindmica dessas comunidades
microbianas e favorece o desenvolvimento de estratégias voltadas a reducdo da pressdo
seletiva e da disseminag¢do de genes de resisténcia. Medidas como uso racional de
antimicrobianos, adog¢do de boas praticas de manejo e utilizacdo de alternativas
nutricionais, incluindo probioticos e prebioticos, t€ém sido propostas como abordagens
promissoras nesse contexto.

A compreensao dos mecanismos envolvidos na resisténcia antimicrobiana e na
viruléncia microbiana representa, portanto, um passo importante para o desenvolvimento
de sistemas produtivos mais seguros e sustentdveis. Nesse cendrio, o avango das
ferramentas metagenomicas e bioinformaticas tende a ampliar a capacidade de identificar
padrdes ecoldgicos e funcionais associados ao microbioma intestinal, contribuindo para
intervencdes mais direcionadas e para o aprimoramento das estratégias de controle em

produgdo animal.

2.5.2. Legislacdo sobre uso de antibioticos
O uso de antimicrobianos na producdo animal, especialmente como promotores
de crescimento, tem recebido crescente atengdo da comunidade cientifica e de 6rgaos
regulatorios devido a sua associagdo com a emergéncia e disseminacdo da resisténcia
antimicrobiana. Na avicultura, essa discussdo assume particular relevancia em razao da
escala global da producao intensiva e do potencial das aves atuarem como reservatorios
de microrganismos resistentes. Como consequéncia, diferentes regides do mundo

passaram a implementar politicas voltadas a restri¢do e ao monitoramento do uso desses
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compostos, refletindo a convergéncia entre evidéncias cientificas, demandas sanitarias e
pressdes econdmicas e sociais.

Pioneiramente, a Unido Europeia (UE) destacou-se nesse processo ao estabelecer,
de forma progressiva, restricdes ao uso de antimicrobianos como promotores de
crescimento, culminando na proibigdo total dessa pratica em 2006 por meio do
Regulamento (EC) n® 1831/2003. A decisdo foi fundamentada em evidéncias que
associavam o uso subterapéutico de antibidticos a selecdo de bactérias resistentes com
potencial impacto sobre a saude humana (Castanon, 2007). Posteriormente, medidas
adicionais ampliaram o controle sobre o uso profilatico e reforcaram a exigéncia de
prescri¢ao veterindria para tratamentos terapéuticos (European Medicines Agency, 2017).

Nos Estados Unidos, por sua vez, as mudancas regulatdrias ocorreram de maneira
mais gradual, refletindo a complexidade do sistema produtivo e a relevancia econdomica
da agropecuaria. A implementagao da Guidance for Industry #213 pela Food and Drug
Administration (FDA), em 2017, representou um marco importante ao restringir o uso de
antimicrobianos de importancia médica como promotores de crescimento e estabelecer
supervisdo veterindria obrigatdria para sua utilizacdo em animais destinados a producao
de alimentos (FDA, 2017).

Ja a China, um dos maiores produtores mundiais de proteina animal, também
passou a adotar medidas mais restritivas diante das preocupagdes relacionadas a
resisténcia antimicrobiana. Nos ultimos anos, o pais implementou politicas voltadas a
proibicao do uso de antibioticos como promotores de crescimento em ragdes animais € ao
fortalecimento de programas de monitoramento do uso de antimicrobianos, refletindo
crescente alinhamento com estratégias internacionais de contengdo da resisténcia (Tang
et al., 2020).

No Brasil, a regulamenta¢do do uso de antimicrobianos na produ¢do animal
evoluiu progressivamente, com medidas que restringem o uso de determinados
compostos como promotores de crescimento, em especial daqueles considerados
importantes para a medicina humana. Um marco relevante foi a proibicdo do uso da
colistina como aditivo melhorador de desempenho, estabelecida pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em 2016, pouco depois da descri¢do do
gene mcr-1 (MAPA, 2016). Posteriormente, foi proibido também o uso de tilosina,
lincomicina e tiamulina com essa finalidade (MAPA, 2020). Medidas semelhantes foram
adotadas em outros grandes produtores, como a China, que proibiu a colistina como

promotor de crescimento em 2017, o que se traduziu em reducdo significativa da
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resisténcia a colistina e da prevaléncia de mcr-1 em animais e humanos (Wang et al.,
2020). Além disso, iniciativas voltadas a rastreabilidade e ao monitoramento do uso de
antimicrobianos tém sido implementadas no pais, embora ainda existam desafios
relacionados a padronizacao e a fiscalizagao.

No plano internacional, organizagdes como a World Health Organization (WHO)
e a World Organisation for Animal Health (WOAH, anteriormente OIE) tém
desempenhado papel central na formulagdo de diretrizes globais para o uso prudente de
antimicrobianos em animais. A WHO, por exemplo, publicou listas de antimicrobianos
criticamente importantes para a medicina humana, recomendando a restrigao de seu uso
em animais destinados a producao de alimentos (WHO, 2017). Essas diretrizes t€ém
influenciado politicas nacionais e incentivado a adocdo de praticas mais sustentaveis na
producao animal.

Do ponto de vista pratico, a implementac¢ao dessas regulamentag¢des tem impactos
diretos sobre os sistemas de producado avicola. A restricdo ao uso de antimicrobianos como
promotores de crescimento tem impulsionado a busca por alternativas que permitam
manter a eficiéncia produtiva sem comprometer a saide animal. Nesse contexto,
estratégias como o uso de probidticos, prebioticos, acidos organicos e aditivos fitogénicos
tém ganhado destaque, conforme discutido anteriormente (Gadde et al., 2017). Além
disso, melhorias nas praticas de manejo, biosseguridade e nutri¢dao tém sido fundamentais
para compensar a retirada dos antimicrobianos.

Do ponto de vista microbiologico, a redugdo do uso de antimicrobianos pode
influenciar a composi¢do e a estabilidade da microbiota intestinal, contribuindo para a
diminui¢do da pressdo seletiva que favorece a disseminacao de genes de resisténcia. No
entanto, os efeitos dessas mudancas podem variar dependendo das condigdes especificas
de cada sistema produtivo, sendo necessdrios estudos continuos para avaliar seus
impactos a longo prazo.

A harmonizagdo das politicas de uso de antimicrobianos entre diferentes paises
representa, ainda, um desafio adicional, especialmente em um mercado globalizado.
Diferengas nas regulamentac¢des podem influenciar a competitividade entre paises e criar
barreiras comerciais, particularmente em relagdo a padrdes sanitarios e exigéncias de
importagdo. Nesse cenario, iniciativas internacionais que promovam a convergéncia
regulatéria sdo fundamentais para garantir a seguranca alimentar e a sustentabilidade da

producao.
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A discussdo sobre o uso de antimicrobianos na avicultura esta, assim,
intrinsecamente ligada ao conceito de Saude Unica, que reconhece a interdependéncia
entre saide humana, animal e ambiental. A implementagdo de politicas eficazes requer
uma abordagem integrada, envolvendo multiplos setores e disciplinas, bem como o
engajamento de produtores, pesquisadores e autoridades regulatorias.

Em sintese, a evolugdo das regulamentagdes sobre o uso de antimicrobianos na
producdo avicola reflete um esforco global para equilibrar eficiéncia produtiva e
responsabilidade sanitaria. A compreensdo dessas politicas e de seus impactos ¢ essencial
para contextualizar os desafios e oportunidades associados ao manejo da microbiota

intestinal e ao controle da resisténcia antimicrobiana em sistemas de produgdo animal.

2.6.Aplicacdes biotecnologicas e estratégias alternativas
2.6.1. Sistema CRISPR-Cas em bactérias intestinais

Os sistemas CRISPR-Cas (do inglés, Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats associados a proteinas Cas) representam um dos principais
mecanismos de defesa adaptativa em bactérias e arqueias, atuando na protecdo contra
elementos genéticos invasores, como bacteridfagos e plasmideos. No contexto do
microbioma intestinal, esses sistemas desempenham papel relevante na regulacdo da
aquisicdo de material genético, influenciando a dindmica evolutiva das comunidades
microbianas e sua capacidade de adaptacdo a diferentes pressdes ambientais.

Estruturalmente, a organizagdo desses sistemas inclui um /Jocus CRISPR,
composto por repeticdes curtas intercaladas por sequéncias espagadoras, € genes cas,
responsaveis pela codificacdo das proteinas envolvidas nos processos de defesa. Os
espagadores derivam de fragmentos de DNA de elementos previamente encontrados,
funcionando como registros moleculares que permitem o reconhecimento de sequéncias
invasoras em exposi¢oes subsequentes (Barrangou et al., 2007; Marraffini, 2015). Esse
mecanismo confere as bactérias uma forma de imunidade adaptativa baseada em memoria
genética.

O funcionamento do sistema envolve trés etapas principais. Durante a fase de
adaptagdo, fragmentos de DNA exo6geno sdo incorporados ao /ocus CRISPR como novos
espacadores. Na etapa seguinte, esses espagadores sdo transcritos € processados em RNAs
guia, que direcionam as proteinas Cas para sequéncias complementares. Por fim, a fase

de interferéncia consiste no reconhecimento e clivagem do DNA invasor, impedindo sua



39

replicacdo e propagacao (Hille et al., 2018). Esse processo permite uma resposta
altamente especifica a elementos genéticos previamente encontrados.

Do ponto de vista evolutivo, a diversidade dos sistemas CRISPR-Cas reflete a
variedade de estratégias adotadas pelos microrganismos. Esses sistemas sao classificados
em diferentes classes e tipos, com base em suas caracteristicas estruturais e funcionais.
Sistemas de Classe 1 utilizam complexos multiproteicos para a deteccdo e clivagem do
DNA-alvo, enquanto sistemas de Classe 2 dependem de uma tnica proteina efetora, como
a amplamente estudada Cas9 (Makarova et al., 2020). Essa diversidade amplia a
capacidade dos microrganismos de responder a diferentes pressoes seletivas.

No ambiente intestinal, a presenga de sistemas CRISPR-Cas esta associada a
interagdo continua entre bactérias, bacteridfagos e elementos genéticos moveis. Por
limitar a entrada de DNA exo6geno, esses sistemas poderiam, em principio, restringir a
aquisicdo de genes de resisténcia e de viruléncia. Essa relagcdo, no entanto, ndo ¢ simples.
Andlises comparativas em diversas espécies bacterianas ndo encontraram associagao
consistente entre a atividade dos sistemas CRISPR-Cas e as taxas de aquisi¢do de genes
ao longo da evolu¢do (Gophna et al., 2015). Estudos experimentais mostraram ainda que,
em certas condi¢des, a imunidade mediada por CRISPR pode até favorecer a transferéncia
de genes por transducdo, ao proteger as células receptoras da lise por fagos (Watson et
al., 2018). Assim, o papel desses sistemas na dindmica de genes de resisténcia no intestino
permanece em aberto, e sua presenga deve ser interpretada como um registro das
interacdes com elementos invasores, € nao necessariamente como uma barreira a
transferéncia horizontal.

Nesse sentido, a analise metagendmica tem permitido identificar a presenca e a
diversidade de sistemas CRISPR-Cas em microbiomas intestinais, incluindo aqueles
associados a aves. A caracterizagdo dos espacadores presentes nesses sistemas fornece
informacdes sobre interacdes passadas com bacteridfagos e plasmideos, permitindo
inferir padrdes de exposicdo a elementos genéticos invasores. Essa abordagem oferece
uma perspectiva adicional para o estudo das relagdes ecoldgicas dentro das comunidades
microbianas (Shmakov et al., 2017).

Em sintese, a investigacao dos sistemas CRISPR-Cas no microbioma intestinal de
aves amplia a compreensdo das interacdes entre bactérias, bacteriofagos e elementos
genéticos moveis. A analise de seus espagadores permite inferir quais elementos invasores
circulam nessas comunidades e quais linhagens bacterianas estdo mais expostas a eles.

Além disso, o conhecimento sobre a diversidade natural desses sistemas fornece base para
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aplicagcdes biotecnologicas futuras, como o uso de sistemas CRISPR como
antimicrobianos programaveis, capazes de eliminar seletivamente patégenos ou genes de

resisténcia (Bikard & Barrangou, 2017).

2.6.2. Potencial probidtico e alternativas a antibiéticos

A crescente restricdo ao uso de antimicrobianos como promotores de crescimento
na produc¢do avicola tem impulsionado a busca por estratégias alternativas que permitam
manter a eficiéncia produtiva e a satide dos animais sem contribuir para a disseminacao
da resisténcia antimicrobiana. Nesse contexto, a modulagdo da microbiota intestinal por
meio de aditivos funcionais tem emergido como abordagem promissora, destacando-se o
uso de probidticos, prebiodticos e simbidticos. Essas estratégias baseiam-se na promogao
de um ambiente intestinal equilibrado, capaz de favorecer microrganismos benéficos e
inibir a colonizagdo por patdgenos.

Por defini¢do, probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados
em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO,
2002). Na avicultura, espécies pertencentes aos géneros Lactobacillus, Bacillus,
Enterococcus e Bifidobacterium sao amplamente utilizadas, sendo selecionadas com base
em caracteristicas como resisténcia as condi¢des do TGI, capacidade de adesdo a mucosa
intestinal e produc¢do de substancias antimicrobianas. Esses microrganismos podem atuar
por diferentes mecanismos, incluindo exclusdo competitiva de patogenos, produgdo de
acidos organicos e bacteriocinas, modulacao do sistema imunolédgico e refor¢o da barreira
intestinal (Gadde et al., 2017) (Figura 10).

A exclusdo competitiva constitui um dos principais mecanismos de agdao dos
probidticos, no qual microrganismos benéficos competem com patdogenos por sitios de
adesdo e nutrientes, reduzindo a probabilidade de colonizagdo por agentes como
Salmonella spp. e Escherichia coli. Além disso, a produ¢dao de metabdlitos como acido
latico e AGCC contribui para a reducdo do pH intestinal, criando um ambiente
desfavoravel ao crescimento de microrganismos patogénicos (Apajalahti & Vienola,
2016).

Entre os mecanismos de a¢do dos probioticos, a produg¢do de bacteriocinas tem
recebido atencdo especial. As bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos sintetizados
nos ribossomos, geralmente ativos contra bactérias relacionadas a linhagem produtora, e
que podem atuar como uma forma de imunidade inata da comunidade bacteriana (Cotter

et al., 2005). Elas formam um grupo estruturalmente diverso, que inclui lantipeptideos,
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bacteriocinas de classe I, tipicas de bactérias laticas, e colicinas e microcinas, produzidas
por enterobactérias. Na avicultura, bacteriocinas de bactérias laticas tém sido propostas
como alternativas aos antimicrobianos promotores de crescimento, com atividade descrita
contra patogenos como Campylobacter e Clostridium perfringens (Vieco-Saiz et al.,
2019). Ja as microcinas produzidas por cepas comensais de E. coli podem limitar a
expansdo de outras enterobactérias, incluindo Salmonella, no intestino inflamado
(Cascales et al., 2007; Sassone-Corsi et al., 2016). A disponibilidade de genomas permite
hoje a busca sistematica por agrupamentos génicos de bacteriocinas com ferramentas
dedicadas (van Heel et al., 2018), o que amplia a identificagdao de linhagens produtoras

para além das ja cultivadas.
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Figura 10. Mecanismos de a¢do de probioticos no epitélio intestinal. Representagao
esquematica dos efeitos dos probidticos sobre o ambiente intestinal, incluindo
colonizagdo microbiana, producdo de bacteriocinas e acidos graxos de cadeia curta
(SCFAs), inibicao de patogenos e fortalecimento da barreira epitelial. Fonte: Elaboragao

propria utilizando BioRender.
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Ja os prebidticos sao definidos como substratos seletivamente utilizados por
microrganismos do hospedeiro que conferem beneficios a satde. Compostos como
frutooligossacarideos ~ (FOS),  galactooligossacarideos  (GOS), inulina e
mananoligossacarideos (MOS) nao sao digeridos pelas enzimas do hospedeiro, sendo
fermentados pela microbiota intestinal, o que resulta na producdo de metabdlitos
benéficos e na estimulacao do crescimento de bactérias comensais (Gibson & Roberfroid,
1995; Gibson et al., 2017). Esses compostos tém sido associados a melhoria da
integridade intestinal, a modulagao da resposta imune e a redugdo da carga de patogenos.

Os simbidticos, por sua vez, combinam probioticos e prebiodticos em uma mesma
formulagdo, com o objetivo de potencializar seus efeitos sinérgicos. Essa abordagem
busca fornecer simultaneamente microrganismos benéficos e os substratos necessarios
para sua proliferacao, favorecendo a colonizagdo e a estabilidade dessas populagdes no
TGI. Estudos indicam que simbioticos podem apresentar efeitos superiores aos obtidos
com a utilizagdo isolada de probidticos ou prebidticos, especialmente em condi¢des de
desafio sanitario (Gadde et al., 2017).

Além dessas categorias, outros aditivos tém sido explorados como alternativas aos
antibioticos, incluindo 4cidos organicos, fitogénicos e enzimas exodgenas. Acidos
organicos, como acido formico, acético e butirico, podem atuar na reducdo do pH
intestinal e na inibi¢do do crescimento de bactérias patogénicas. Compostos fitogénicos,
derivados de plantas, apresentam propriedades antimicrobianas, antioxidantes e anti-
inflamatorias, podendo contribuir para a modulagdo da microbiota e para a melhoria do
desempenho produtivo (Windisch et al., 2008).

A eficicia dessas estratégias estd diretamente relacionada a capacidade de
influenciar a composi¢do e a funcionalidade da microbiota intestinal. Estudos tém
demonstrado que a suplementacdo com probidticos e prebidticos pode resultar em
aumento da abundancia de bactérias benéficas, como Lactobacillus e Bifidobacterium, e
redugdo de microrganismos potencialmente patogénicos, contribuindo para a estabilidade
do ecossistema intestinal (Oakley et al., 2014). Além disso, essas intervencdes podem
impactar positivamente parametros produtivos, como ganho de peso, conversao alimentar
e qualidade de carcaga.

A seguranca dos microrganismos utilizados como probidticos € igualmente
importante. A Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) adota o
conceito de presuncdo qualificada de seguranca, que condiciona o uso de uma linhagem

em alimentos e ragdes a auséncia de resisténcia adquirida a antimicrobianos clinicamente
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relevantes e, em alguns grupos, a auséncia de fatores de viruléncia (EFSA BIOHAZ
Panel, 2023). Esse cuidado se justifica porque genes de resisténcia adquiridos, como
tet(W) e erm(B), ja foram descritos em bactérias laticas e bifidobactérias, inclusive em
cepas comerciais (Ammor et al., 2007), e porque essas bactérias poderiam atuar como
vetores desses genes no intestino. O género Enterococcus, embora utilizado como
probidtico, permanece controverso pela frequente presenca de fatores de viruléncia e de
resisténcia. Paralelamente, géneros comensais como Faecalibacterium e Akkermansia
tém sido propostos como probioticos de nova geragdo, com beneficios associados a
producao de butirato e ao refor¢o da barreira intestinal (Miquel et al., 2013). A anélise
gendmica permite avaliar simultaneamente o potencial benéfico e os riscos de candidatos
a probidticos. Ainda assim, ela constitui apenas uma primeira etapa: a valida¢ao de uma
linhagem probidtica exige isolamento em cultura pura, confirmagdo fenotipica de suas
caracteristicas e ensaios in vivo (Merenstein et al., 2023).

A interagdo entre esses aditivos e o sistema imunoldgico também tem sido
amplamente investigada. A modulagdo da microbiota intestinal pode influenciar a
producdo de citocinas, a ativagdo de células imunes e a integridade da barreira epitelial,
contribuindo para uma resposta imune mais eficiente e equilibrada. Esse efeito ¢
particularmente relevante em sistemas de producdo intensiva, nos quais as aves estao
frequentemente expostas a desafios sanitarios.

Nesse cendrio, avangos recentes na metagendmica tém permitido uma
compreensdo mais detalhada dos efeitos desses aditivos sobre o microbioma intestinal,
possibilitando a identificagdo de alteracdes em vias metabolicas especificas e a associacao
dessas mudangas com melhorias no desempenho produtivo. Essa abordagem tem
contribuido para o desenvolvimento de estratégias mais direcionadas, baseadas na
modula¢do funcional da microbiota, em vez de intervengdes generalistas.

Apesar dos beneficios observados, a variabilidade nos resultados entre diferentes
estudos indica que a eficacia dessas estratégias pode ser influenciada por fatores como
composicdo da dieta, linhagem das aves, condigdes de manejo e caracteristicas
especificas dos aditivos utilizados. A selecdo e aplicacdo dessas intervencdes devem,
portanto, ser realizadas de maneira criteriosa, considerando as particularidades de cada
sistema produtivo.

Em sintese, o desenvolvimento de alternativas aos antibioticos representa um dos
principais desafios e oportunidades da avicultura contemporanea. A integracdo de

conhecimentos sobre microbiota, nutricdo e imunologia, aliada ao uso de ferramentas



44

Omicas, tem potencial para transformar a forma como a saude intestinal ¢ manejada em
sistemas de produgdo animal. Nesse contexto, a modula¢do da microbiota intestinal por
meio de probidticos, prebidticos e outras estratégias representa uma abordagem
promissora para promover sistemas produtivos mais sustentaveis, seguros e alinhados as

demandas globais.

3. Hipdtese, objetivos e perguntas cientificas

3.1.Hipotese

A integra¢do de dados metagendmicos publicos, provenientes de diferentes
regides geograficas, linhagens e sistemas de producgdo, permite reconstruir um catalogo
de genomas da microbiota gastrointestinal de aves comerciais (Gallus gallus domesticus)
no qual: (i) a arquitetura funcional da comunidade ¢ conservada entre contextos de
produgdo, apesar da variagao taxonOmica entre estudos; e (ii) os determinantes gendmicos
associados a risco (genes de resisténcia adquiridos, elementos genéticos méveis e fatores
de viruléncia) concentram-se em linhagens especificas, enquanto tragos competitivos e
defensivos (bacteriocinas e sistemas CRISPR-Cas) distribuem-se de forma ampla. Isso

possibilita a priorizacao gendmica de candidatos com potencial probidtico.

3.2.0bjetivo geral

Construir e caracterizar um catalogo de genomas montados a partir de
metagenomas (MAGs) da microbiota gastrointestinal de aves comerciais, integrando
dados publicos de diferentes contextos de producdo, e anota-lo quanto a taxonomia, ao
potencial metabdlico, ao resistoma, ao mobiloma, aos fatores de viruléncia, aos sistemas
CRISPR-Cas, a produgdo de bacteriocinas e ao potencial probidtico, de modo a constituir

um recurso de referéncia para a microbiota avidria.
3.3.0bjetivos especificos
a) Selecionar estudos metagendmicos publicos do trato gastrointestinal de aves

comerciais, reconstruir MAGs a partir das leituras brutas disponiveis e integra-los

aos MAGs ja publicados, aplicando critérios uniformes de qualidade;
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d)

g)

h)
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Classificar taxonomicamente os MAGs e descrever a diversidade da comunidade
e sua variagdo entre BioProjects, segmentos intestinais e linhagens;

Caracterizar o potencial funcional do catdlogo (categorias COG, enzimas ativas
em carboidratos e completude de vias metabolicas de fermentagdo, aminoacidos
e vitaminas);

Identificar genes de resisténcia a antimicrobianos, distinguindo determinantes
adquiridos de intrinsecos, com énfase em genes de importancia critica para a saude
humana e animal;

Estimar o potencial de transferéncia horizontal de genes por meio da detecc¢ao de
plasmideos e sequéncias de inser¢do, e avaliar sua associagdo com genes de
resisténcia adquiridos;

Identificar fatores de viruléncia e sua distribuicao taxonomica;

Identificar e classificar sistemas CRISPR-Cas e os alvos virais de seus
espacadores;

Predizer agrupamentos génicos biossintéticos de bacteriocinas;

Realizar a triagem genomica de candidatos probidticos com base em critérios
taxondmicos e de seguranca (auséncia de resisténcia adquirida relevante e de

fatores de viruléncia).
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CAPITULO 2 — An integrated genome catalogue of the chicken gut microbiome

links acquired antimicrobial resistance, mobility and probiotic potential

ABSTRACT

The chicken gastrointestinal microbiome contributes to nutrient conversion and host
health, but it is also a reservoir of antimicrobial resistance and a source of potential
alternatives to antimicrobials. Genome-resolved studies of this ecosystem have largely
been restricted to single datasets, which limits the identification of general patterns. Here,
we integrated raw metagenomic data and public metagenome-assembled genomes
(MAGs) from six independent studies conducted in five countries into a uniformly
quality-filtered catalogue of 11,224 MAGs (completeness >85%, contamination <10%).
The catalogue encompassed 26 phyla, 829 genera and 1,977 species, 45.7% of which
lacked a formal description. Taxonomic composition varied widely among studies, and
more than half of all genera were recovered from a single dataset, whereas broad
functional categories remained stable across production contexts. After separating curated
resistance genes from low-identity homologues, acquired resistance genes were detected
in 13.7% of MAGs, and 3.9% carried genes from three or more resistance classes. These
genes were concentrated in commensal genera such as Ligilactobacillus, Bacteroides and
Faecalibacterium, and were strongly associated with insertion sequences (odds ratio =
4.17). Genes of critical clinical relevance were rare (0.68% of MAGs) but present in five
of'the six datasets. They included optrA4, poxtA, cfr, tet(X), a complete vanA operon, mecA,
blaCTX-M-14 and gnr genes, and the poultry pathogen Enterococcus cecorum carried the
highest multidrug-resistance burden. No mcr gene or acquired carbapenemase was
detected, a result that likely reflects, at least in part, the loss of plasmids during genome
binning. Virulence factors were restricted to 4.6% of MAGs, mainly Pseudomonadota and
Campylobacterota. CRISPR-Cas systems were found in 23.6% of MAGs, and bacteriocin
gene clusters in 14.8%. In a genomic probiotic screen, 210 of the 1,379 MAGs from
probiotic genera were excluded for carrying acquired resistance genes. Bacteriocin
potential was more frequent among excluded MAGs (41.0%) than among retained
candidates (17.1%), revealing a trade-off between safety and competitive potential. This
catalogue provides a genome-resolved reference for resistance surveillance and for the
rational selection of microbiome-based interventions in poultry production.

Keywords: antimicrobial resistance; bacteriocins; metagenome-assembled genomes;

mobile genetic elements; poultry gut microbiome; probiotics
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Introduction

The gastrointestinal microbiome of commercial poultry operates as a
metabolically active extension of the host digestive system. It converts dietary substrates
that escape endogenous digestion into short-chain fatty acids, amino acids and vitamins,
and contributes to immune development, epithelial integrity and resistance to enteric
pathogens (Jozefiak ef al., 2004; Flint et al., 2012; Clavijo & Florez, 2018). In intensive
production systems, these functions have been linked to outcomes of direct economic
relevance, such as feed conversion efficiency, growth performance and enteric disease.
This has made the gut microbiome a target for interventions aimed at improving
productivity while reducing reliance on antimicrobials (Stanley et al., 2014; Kogut &
Arsenault, 2016).

The same microbial community also plays a less favourable role. For decades, the
intensification of broiler and layer production was accompanied by the use of
antimicrobials for growth promotion, prophylaxis and therapy. The progressive restriction
of antibiotic growth promoters in several jurisdictions reflects mounting evidence that
such use selects for resistant bacteria that can spread from animal production to clinical
settings (Sana et al., 2025). Within this One Health context, the chicken gut microbiome
is increasingly viewed both as a reservoir of antimicrobial resistance and as a source of
sustainable alternatives to antimicrobials. Resistance genes in gut communities are not
uniformly distributed across taxa, and their movement between commensal and
pathogenic lineages depends largely on plasmids, transposons and other mobile genetic
elements (Crits-Christoph et al., 2022). At the same time, resident bacteria resist
colonisation by incoming pathogens through competition for nutrients and niches,
through antimicrobial peptides such as bacteriocins, and, at the level of individual
genomes, through CRISPR-Cas systems that target the bacteriophages and mobile
elements that mediate gene transfer (Pickard et al., 2017). Resistance, mobility, virulence,
defence and competitive inhibition are therefore interconnected properties of the same
community, and characterising any one of them in isolation risks an incomplete picture
of its potential risks and benefits.

Genome-resolved metagenomics has made it possible to examine these properties
with unprecedented resolution. Unlike amplicon-based surveys, the reconstruction of
metagenome-assembled genomes (MAGs) from shotgun sequencing data allows

metabolic, resistance, mobility and virulence traits to be assigned directly to the
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organisms that carry them, including the many lineages that lack cultured representatives
(Gilroy et al., 2021). Large genome-resolved catalogues of the chicken gut have already
revealed extensive taxonomic novelty and characterised the chicken gut resistome (Feng
et al.,2021; Segura-Wang et al., 2021; Gilroy et al., 2021). These efforts, however, have
been anchored almost entirely to single studies, single regions or narrow sets of
production conditions. As a result, it remains unclear which taxonomic and functional
features are general properties of the chicken gut microbiome and which reflect a
particular host lineage, management regime or sequencing strategy. A recent multi-
kingdom catalogue explicitly identified the integration of datasets from multiple origins,
breeds, feeding systems and geographical contexts as a remaining gap in the field (Wang
et al., 2024). Evidence from other host-associated microbiomes further suggests that
taxonomically distinct communities can maintain similar functional profiles (Moya &
Ferrer, 2016; Louca ef al., 2018). Whether this holds for the chicken gut across production
contexts can only be assessed with an integrated, multi-study dataset.

An integrated genomic reference is also needed for the development of
microbiome-based alternatives to antimicrobials. Probiotic candidates must be evaluated
not only for beneficial traits, such as bacteriocin production, but also for safety, including
the absence of acquired resistance to clinically relevant antimicrobials and of virulence
factors (EFSA BIOHAZ Panel, 2023). Genome-resolved data allow both dimensions to
be screened simultaneously across thousands of genomes, providing a rational basis for
prioritising candidates for experimental validation.

In this study, we integrated raw sequencing data and publicly available MAGs
from six independent chicken gastrointestinal metagenomic studies, conducted in five
countries on three continents, into a uniformly quality-filtered catalogue of 11,224
genomes. Each genome was characterised for taxonomy, functional and metabolic
potential, antimicrobial resistance, mobile genetic elements, virulence factors, CRISPR-
Cas systems and bacteriocin biosynthetic gene clusters. These layers were then combined
in a genomic screen for probiotic candidates. The resulting catalogue is intended as a
genome-resolved reference for the chicken gut microbiome, supporting the surveillance
of antimicrobial resistance and the rational selection of microbiome-based interventions

in poultry production.

Results

Construction of the chicken gastrointestinal genome catalogue
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Six publicly available genome-resolved metagenomic studies of the chicken
gastrointestinal tract were integrated (Table 1). Together they span five countries on three
continents: China (ICRGGC and PRINA748109), the United Kingdom (PRINA543206),
Israel (PRINAS598014), Austria (PRINA715658) and Brazil (PRINA684454) (Figure 1).
The integrated studies captured broad variation in host lineage, gastrointestinal sampling
site, age, diet and antimicrobial exposure (Table 1). Host lineages included broiler and
layer types (Ross 308, Lingnan yellow broiler, Lohmann Brown and Silkie). Sampled
compartments covered the whole gastrointestinal tract, from the duodenum, jejunum and
ileum to the caecum, colon, mucosa, cloaca and faeces. Age at sampling ranged from
hatch to adulthood. Where reported, diets consisted of standard commercial broiler or
layer formulations or of maize-soybean diets with age-dependent proportions.
Antimicrobial exposure was documented only in PRINA598014, in which broilers
received bacitracin, enrofloxacin or both, alongside an untreated control group; all other
studies reported no antimicrobial administration. For PRINA598014, only cloacal swab
samples were retained, and litter samples were excluded to restrict the dataset to
gastrointestinal material.

Two complementary data streams were combined. For the two studies that
provided only raw reads (PRINA684454 and PRINA598014), 98 sequencing runs were
retrieved from the Sequence Read Archive, assembled and binned, yielding 5,601 MAGs.
For the four studies that had already released assembled genomes (ICRGGC,
PRINA543206, PRINA715658 and PRINA748109), 14,129 public MAGs were retrieved
directly. The MAGs of PRINA748109 had been reconstructed by the original authors
from high-fidelity long-read assemblies. The two streams did not overlap and together
comprised 19,730 MAGs before quality filtering.

After uniform quality filtering (completeness >85% and contamination <10%),
11,224 MAGs (56.9%) were retained; they constitute the genome catalogue used in all
subsequent analyses (Table 2). Retention was lower among de novo MAGs (842 of 5,601;
15.0%) than among public MAGs (10,382 of 14,129; 73.5%), as expected, since the
public MAGs had already undergone quality screening by the original authors. Retained
MAGs had a mean completeness of 93.0% and a mean contamination of 1.83%. Of these,
65.8% met the stricter high-quality threshold of >90% completeness and <5%
contamination, 235 were estimated to be 100% complete, and 1,443 had no detectable
contamination. Contributions varied widely among BioProjects, from 135 MAGs in

PRINA715658 to 9,033 in ICRGGC, which alone accounts for 80.5% of the catalogue.
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Because of this imbalance, and because MAGs reconstructed from the same assembly are
not independent observations, downstream comparisons are presented as MAG-based

profiles rather than as estimates of organismal abundance in the original communities.

Taxonomic composition and diversity

Taxonomic classification of the 11,224 MAGs under the GTDB framework
resolved 26 phyla, 829 genera and 1,977 species. Five phyla accounted for 88.7% of all
MAGs: Bacillota A (4,732 MAGs; 42.1%), Bacteroidota (1,879; 16.7%), Bacillota
(1,651; 14.7%), Actinomycetota (857; 7.6%) and Pseudomonadota (835; 7.4%) (Figure
2A). They were followed by Bacillota C (2.3%), Campylobacterota (1.8%),
Desulfobacterota (1.6%), Cyanobacteriota (1.3%) and Spirochaetota (1.1%), while the
remaining 16 phyla together comprised 3.4% of the catalogue. Archaeal MAGs, classified
within Methanobacteriota, Halobacteriota and Thermoplasmatota, represented 1.0% of
the catalogue (113 MAGs), and 99 of them derived from ICRGGC. At class level,
Clostridia accounted for 42.1% of all MAGs, followed by Bacteroidia (16.7%), Bacilli
(14.7%), Actinomycetia (5.5%) and Gammaproteobacteria (5.3%). At order level,
Oscillospirales  (17.9%), Bacteroidales (15.7%), Lachnospirales (14.3%) and
Lactobacillales (10.1%) together represented 58.1% of the catalogue. This composition
reflects the predominance of obligately anaerobic fermenters and lactic acid bacteria
across the sampled compartments. The most represented genera were Limosilactobacillus
(400 MAGs; 3.6%) and Ligilactobacillus (342; 3.0%), followed by Alistipes (267; 2.4%),
Mediterraneibacter (240; 2.1%), Phocaeicola (225; 2.0%), Faecalibacterium (220;
2.0%), Gemmiger (204; 1.8%), Corynebacterium (196; 1.7%), Cryptobacteroides (170;
1.5%) and Escherichia (165; 1.5%) (Figure 2B).

A large fraction of the catalogue lacked formally described taxa: 45.7% of species
and 35.3% of genera were represented exclusively by provisional GTDB designations
rather than validly published names. This undescribed diversity was unevenly distributed
across phyla. The highest proportions of provisional species were found in
Verrucomicrobiota (77.4%), Cyanobacteriota (73.3%) and Spirochaetota (66.7%),
whereas well-characterised phyla such as Actinomycetota (22.6%) and Bacillota (26.8%)
showed the lowest proportions.

The composition of the catalogue differed markedly among BioProjects (Figure
2C). Bacillota A was the most represented phylum in five of the six BioProjects, ranging

from 33.3% of MAGs in PRINA598014 to 74.8% in PRINA715658. The exception was
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PRINA684454, in which Pseudomonadota predominated (31.6%), followed by
Bacteroidota (21.7%) and Bacillota A (21.6%). Bacteroidota, the second most
represented phylum in the catalogue as a whole, ranged from 2.2% of MAGs in
PRINA715658 to 21.7% in PRINA684454. Bacillota was particularly prominent in
PRINA748109 (34.2%) and PRINA598014 (24.0%), consistent with the proximal
intestinal and cloacal origin of these samples, respectively.

The number of distinct taxa recovered also varied widely across BioProjects, from
54 genera and 84 named species in PRINA598014 to 589 genera and 1,487 species in
ICRGGC. PRINAS543206 (338 genera), PRINA684454 (259), PRINA748109 (131) and
PRINA715658 (95) fell within this range (Table 2). This variation broadly tracked the
number of MAGs contributed by each study. Overlap among BioProjects was limited.
Only two genera, Alistipes and Ruthenibacterium, were recovered from all six
BioProjects, and 25 genera from at least five. The latter included Limosilactobacillus,
Ligilactobacillus, Lactobacillus, Faecalibacterium, Bacteroides, Phocaeicola,
Mediterraneibacter, Gemmiger, Blautia, Bifidobacterium and Escherichia. In contrast,
471 of the 829 genera (56.8%) were recovered from a single BioProject. The integration
of multiple independent studies therefore substantially expanded the taxonomic breadth

of the catalogue beyond that achievable from any single dataset.

Genome annotation and functional coverage

Gene prediction with Bakta identified 24,584,290 coding sequences (CDS) across
the 11,224 MAGs, with a mean coding density of 85.65%. Of these CDS, 17.15% were
annotated as hypothetical proteins. This proportion varied widely among phyla, from
11.4% in Bacillota C to over 84% in the three archaeal phyla (Methanobacteriota,
Halobacteriota and Thermoplasmatota). It was also elevated in the same poorly
characterised bacterial phyla that showed the highest proportions of provisional taxa
(Verrucomicrobiota, Cyanobacteriota and Spirochaetota). The high value in archaea
partly reflects the bacterial focus of the Bakta reference databases. Orthology-based
annotation with EggNOG-mapper assigned at least one hit to 21,502,852 CDS (87.47%),
and 20,528,907 CDS (83.50%) were assigned to one or more Clusters of Orthologous
Groups (COGQG) categories, totalling 21,708,775 gene-to-category assignments.

Carbohydrate-active enzyme repertoire

dbCAN3 identified 718,857 carbohydrate-active enzyme (CAZyme) annotations,
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corresponding to 2.92% of all predicted CDS, with a mean of 68.07 annotations per MAG
(median 54.0). Glycoside hydrolases (GH) were the most represented class (385,160
annotations; 53.6%), followed by glycosyltransferases (GT, 234,466; 32.6%),
carbohydrate esterases (CE; 52,288; 7.3%), carbohydrate-binding modules (CBM,;
32,239; 4.5%), polysaccharide lyases (PL; 10,092; 1.4%) and auxiliary activities (AA;
4,542; 0.6%). Among individual families, GT2 was the most frequent (91,173
annotations), followed by GT4 (49,328), GHI3 (39,531), GH2 (29,185) and GH3
(26,950) (Figure 3A). No PL or AA family ranked among the 30 most frequent families;
their contribution was spread across many low-frequency families.

Glycoside hydrolase content differed markedly among phyla (Figure 3B).
Bacteroidota showed the highest mean GH density among well-represented phyla (72.0
GH annotations per MAG), about twice that of Bacillota A (36.8), the most represented
phylum, and of Actinomycetota (30.2), and nearly four times that of Bacillota (18.7). High
densities were also observed in Verrucomicrobiota (56.8), whereas Campylobacterota
carried very few glycoside hydrolases (3.5). Bacteroidota and the Bacillota phyla shared
the same dominant GH families (GH2, GH3, GH13 and GH43). The main difference lay
in a small set of families enriched in Bacteroidota, notably GH92 and GH97, which are
associated with the degradation of host-derived glycans such as N-glycans and mucin O-

glycans.

COG functional categories

The distribution of COG functional groups was highly consistent across
BioProjects (Figure 3C). Mean values across the six BioProjects (= SD) were: metabolism
38.1% + 2.43% of annotations; poorly characterised or unknown function 20.1% =+
0.46%; information storage and processing 15.5% + 1.22%; defence and DNA-related
functions 8.93% =+ 1.78%; cell structure 8.70% =+ 0.36%; and other functions 8.59% +
0.85%. The most variable individual category was L (replication, recombination and
repair), which ranged from 4.72% of annotations in PRJNA684454 to 9.33% in
PRINA748109. At genus level, the highest proportions of category L were found in
Ligilactobacillus (8.61%) and Limosilactobacillus (7.61%). Category L includes
transposases, and both genera also carry a high load of insertion sequences (see Mobile
genetic elements). This genus-level enrichment is therefore consistent with their elevated

genomic mobility rather than with a distinct replication or repair capacity.
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Metabolic pathway completeness

KEGG-Decoder analysis of 62 metabolic pathways revealed broad but unevenly
distributed metabolic potential. Amino acid biosynthesis was the most completely
encoded functional group, with a mean pathway completeness of 0.71 and 69.5% of
MAGs encoding at least one complete pathway in this group. It was followed by
carbohydrate fermentation (mean 0.44; 33.8% of MAGs), short-chain fatty acid (SCFA)
and fermentation-product pathways (0.32; 24.9%), vitamin biosynthesis (0.27; 18.4%),
respiration and energy metabolism (0.26; 22.1%) and polysaccharide degradation (0.21;
21.0%). Nitrogen metabolism was the least completely encoded group (0.05; 4.5%).
Within amino acid biosynthesis, mean completeness varied widely among individual
pathways. It was highest for glutamine (93.2%), glycine (92.6%), serine (89.3%), lysine
(88.1%), threonine (86.3%) and proline (82.4%), and lowest for tryptophan (51.8%),
alanine (48.8%) and tyrosine (15.0%).

Metabolic potential was not proportional to numerical representation. Among the
20 most represented genera, completeness of fermentation pathways varied substantially
(Figure 3D). Among genera represented by at least ten MAGs, the highest completeness
of SCFA and fermentation pathways was found in Rothia (57.1%; n = 12 MAG:s),
followed by Escherichia (54.2%; n = 165), Caproicibacterium (50.0%; n = 22),
Gallibacterium (49.8%; n = 37) and Ruoffia (48.4%; n = 13). For vitamin biosynthesis,
Escherichia ranked highest (68.6%), followed by Catenibacillus (60.0%; n = 10),
Mucispirillum (56.1%; n = 36), Anaeromassilibacillus (52.9%; n = 14) and Desulfovibrio
(52.8%; n=117).

Resistome composition across the genome catalogue

Screening of the genome catalogue with AMRFinderPlus returned 13,702 hits
classified as antimicrobial resistance determinants, detected in 6,028 MAGs (53.7%) and
spanning 315 gene symbols and 30 resistance classes. Most of these hits (8,798; 64.2%),
however, were detected exclusively through HMM searches, with a mean identity of
56.3% to the closest reference protein (85.5% below 70% identity). They were dominated
by generic family-level assignments, such as vanR (1,671), bla (1,657), vanT (809), cat4
(761) and vanG (670). These hits therefore indicate homology to resistance-associated
protein families rather than the presence of characterised resistance genes; they were
treated as putative homologues and excluded from the quantitative resistome. A further

79 hits carried internal stop codons and were considered putatively non-functional.
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The remaining 4,825 reference-matched hits (mean identity 99.1%) were
distributed across 1,607 MAGs (14.3%) and 271 gene symbols. Of these, 163 hits in 141
MAGs (1.3%) corresponded to species-specific chromosomal determinants and were
classified as intrinsic, most frequently cbhl4 (66 hits) and cep4 (17 hits), both
characteristic of Bacteroides. The remaining 4,662 hits were classified as acquired and
were distributed across 1,533 MAGs (13.7% of the catalogue), 235 gene symbols and 27
resistance classes. Aminoglycoside resistance genes were the most frequent (1,393 hits),
followed by tetracycline (980), lincosamide (455), lincosamide/macrolide/streptogramin
(448), macrolide (247) and phenicol (232) resistance genes. Next came cfr-type ribosomal
methyltransferases conferring combined phenicol, lincosamide, oxazolidinone,
pleuromutilin and streptogramin A resistance (198), and streptothricin (166), fosfomycin
(111) and B-lactam (91) resistance genes. At gene level, fet(W) (302 hits), Inu(C) (251),
aph(3°)-1lla (244), aadE (209), erm(B) (203), ant(6)-1a (170), aad9 (168) and sat4 (160)
were the most frequently detected acquired genes.

The contribution of acquired determinants varied markedly across BioProjects
(Table 3). It ranged from 5.3% of AMR hits in PRINA715658 (7 of 132) to 81.5% in
PRINA748109 (2,480 of 3,043), with PRINAS543206 (14.5%), PRINA684454 (18.4%),
ICRGGC (21.4%) and PRINA598014 (31.4%) falling within this range. PRINA598014
was the only BioProject with documented antimicrobial exposure (bacitracin and
enrofloxacin). Its acquired genes included a complete vanAd operon, poxtA, cfr(E), several
tetracycline (fet(M), tet(O), tet(L), tet(K), tet(Q)), macrolide (erm(C), mef(4), msr(D)) and
trimethoprim (dfrG, dfrE, dfrD) resistance genes. None of these corresponds directly to
bacitracin or fluoroquinolone resistance mechanisms.

At phylum level, the proportion of MAGs carrying acquired resistance genes was
highest in Bacillota (19.7%; 325 of 1,651) and Bacillota C (19.4%; 49 of 253). It was
intermediate in Actinomycetota (15.8%), Bacteroidota (13.7%), Bacillota A (11.9%) and
Pseudomonadota (10.8%), and lowest in Campylobacterota (6.1%). At genus level,
acquired resistance was concentrated among commensal lineages typical of the avian gut
(Figure 4). The largest numbers of affected MAGs belonged to Ligilactobacillus (94 of
342 MAGs; 27.5%), Bacteroides (61 of 125; 48.8%), Faecalibacterium (58 of 220;
26.4%), Romboutsia (50 of 52; 96.2%), Lactobacillus (47 of 125; 37.6%), Phocaeicola
(44 of 225; 19.6%), Limosilactobacillus (43 of 400; 10.8%) and Bifidobacterium (33 of
112; 29.5%). All 19 Mammaliicoccus MAGs carried acquired genes. In contrast, no

acquired resistance gene was detected among the 165 Escherichia or 58
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Campylobacter D MAGs.

Combining acquired resistance classes at MAG level, 437 MAGs (3.9% of the
catalogue) met the multidrug-resistance (MDR) threshold of three or more classes. Of
these, 283 carried acquired genes from four or more classes, with a maximum of 11
classes in a single genome. MDR MAGs were concentrated in PRINA748109 (270) and
ICRGGC (130), followed by PRINA684454 (24), PRINA543206 (9) and PRINA598014
(4). They belonged predominantly to Bacillota A (214 MAGs), Bacillota (82) and
Bacteroidota (82). The most frequent genera were Faecalibacterium (28),
Ligilactobacillus (25), Bacteroides (23), Lactobacillus (20), Phocaeicola (17) and
Mediterraneibacter (16). The genomes with the highest acquired-class burden, however,
belonged to Enterococcus E cecorum, a recognised opportunistic pathogen of broiler
chickens. All five E. cecorum MAGs carrying acquired genes met the MDR threshold,
with up to 11 classes per genome. They carried erm(B), tet(M), tet(L), ant(6)-1a, aac(6’)-
le/aph(2”)-1a, Isa(E), Inu(B) and, in two cases, optrA. Across the catalogue, 688 contigs
from 629 MAGs carried two or more distinct acquired genes, consistent with linkage of
resistance determinants within shared genomic regions.

Genes of critical clinical or veterinary concern were detected in 76 MAGs (0.68%
of the catalogue), distributed across ICRGGC (42), PRINA748109 (22), PRINA684454
(7), PRINAS543206 (3) and PRINA598014 (2) (Table 4). Oxazolidinone resistance genes
formed the most frequent group. poxt4 was found in 14 MAGs, predominantly
Lactobacillus gallinarum and L. crispatus. cfr(B) was found in 10 MAGs belonging to
genera of Bacillota and Bacillota A. optrA was found in six MAGs, including
Ligilactobacillus salivarius and E. cecorum, and cfr in three. The cfr-like genes cfr(C)
and cfr(E) were also frequent, occurring in 105 and 69 MAGs, respectively. Tigecycline-
inactivating monooxygenases were represented by tet(X2) (17 MAGs), tet(X5) (4) and
tet(X1) (3). They occurred mainly in Bacteroides (B. uniformis and B. fragilis) and, in the
case of tet(X5), in Flavobacteriaceae. Thirteen of the 17 tet(X2) copies were co-located
with other acquired resistance genes on the same contig. The 16S rRNA methyltransferase
gene npmA, which confers high-level aminoglycoside resistance, was detected in 14
MAGs, most frequently in Faecalibacterium and Gemmiger. mecA was found together
with its regulators mecR1 and mecl on the same contig in two Mammaliicoccus lentus
MAGs. A complete vanA operon (vanR-A, vanS-A, vanH-A, vanA, vanX-A, vanY-A and
vanZ-A) was recovered on a single contig in one MAG from PRINA598014, and a partial

operon (vanA, vanX-A, vanY-A and vanZ-A) on a single contig in one MAG from
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PRINAS543206.

Acquired B-lactamase genes of clinical relevance were rare. The extended-
spectrum B-lactamase gene blaCTX-M-14 was detected in a single MAG, an unclassified
Enterobacteriaceae genome closest to Kosakonia. DHA-type plasmid-mediated AmpC
genes were found in two MAGs, one of them assigned to Morganella morganii. blaOXA-
10 was found within a class 1 integron-like cassette array together with sull, aadAl,
cmlAl and arr-2. blaOXA-1 was found adjacent to catB3, and blaTEM-1 or blaTEM-116
in three MAGs. Plasmid-mediated quinolone resistance was represented by gnrSI, co-
located with blalLAP-2, and by gnrB19, each detected in a single MAG, and fosA43 was
found in one MAG. For the vand, gnr and DHA-type genes, some of the assigned host
genomes, namely Bacteroides xylanisolvens, L. salivarius and Phascolarctobacterium
faecium, are not their usual hosts. These assignments are therefore interpreted with
caution, as they may reflect the binning of mobile-element contigs into unrelated
genomes.

No acquired carbapenemase (KPC, NDM, VIM, IMP or OXA-48-like) was
detected; all carbapenem-associated hits corresponded to chromosomal, species-specific
metallo-B-lactamases such as cfi4 and blaLl. Likewise, no mcr gene was detected. A
single HMM-only hit to the MCR-3-related phosphoethanolamine—lipid A transferase
family (80.0% identity, 100% coverage) was recovered in an Aeromonas hydrophila
MAG, consistent with the chromosomal mcr-3-like genes described in this genus. Finally,
the narasin resistance operon narAB, relevant to the use of ionophore anticoccidials in

poultry production, was detected in 11 MAGs.

Mobile genetic elements

Plasmid sequences were detected in 7,230 MAGs (64.4% of the catalogue) and
insertion sequences (IS) in 4,249 MAGs (37.9%). Among plasmid-positive MAGs, the
number of distinct plasmid sequences ranged from 1 to 298 per genome (median 4).
Among IS-positive MAGs, the number of IS elements ranged from 1 to 64 (median 1).
The relative prevalence of the two element types differed sharply between BioProjects.
In PRINA748109, plasmid sequences were detected in only 2.0% of MAGs, whereas
insertion sequences were detected in 98.6%. The remaining five BioProjects showed the
opposite pattern, with plasmid prevalence above 60% and IS prevalence between 28.9%
and 48.8%. The MAGs of PRINA748109 were reconstructed from long-read assemblies,

in which circular plasmids are typically resolved as separate contigs and may not be
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assigned to genome bins. This contrast therefore probably reflects, at least in part,
differences in assembly and binning strategy.

To summarise the evidence of horizontal gene transfer potential within each
genome, plasmid carriage, IS carriage and acquired resistance gene carriage were
combined into a composite mobility score ranging from 0 to 3 (Figure 5). In total, 2,611
MAGs (23.2%) showed no evidence of mobility, 4,804 (42.8%) a single line of evidence,
3,249 (28.9%) two lines and 570 (5.1%) all three. The most frequent combinations were
plasmids alone (34.5% of MAGs) and plasmids together with IS (21.6%), followed by IS
alone (7.0%). Among MAGs carrying acquired resistance genes, the most frequent
combination was the co-occurrence of all three indicators (5.1% of the catalogue),
followed by acquired genes with IS (4.1%), acquired genes with plasmids (3.2%) and
acquired genes alone (1.3%). The proportion of MAGs without any evidence of mobility
ranged from 0.6% in PRINA748109 to 25.4% in ICRGGC, and the mean score was
highest in PRINA748109 (1.83). Mean genome completeness was similar across score
categories (92.6-94.0%; Pearson’s r = 0.11 between score and completeness), indicating
that genome quality did not drive these patterns.

Acquired resistance genes were strongly associated with insertion sequences. Of
the 1,533 MAGs carrying acquired resistance genes, 90.5% also carried a plasmid or an
IS, compared with 73.1% of MAGs without acquired genes. This association was driven
by insertion sequences: IS were detected in 67.4% of MAGs with acquired genes versus
33.2% of the remaining MAGs (odds ratio = 4.17; Fisher’s exact test, p < 107'%°). Plasmid
sequences, in contrast, were not enriched (60.3% versus 65.0%; odds ratio = 0.82). The
association with IS remained strong when PRINA748109 was excluded (55.7% versus
32.6%; odds ratio = 2.61; p < 107°°). It also persisted after stratification by BioProject
(Mantel-Haenszel odds ratio = 2.55) and by phylum (3.84), indicating that it was not an
artefact of differences in study composition or taxonomy.

Among phyla with more than 100 MAGs, the mean mobility score was highest in
Bacillota (1.59), Actinomycetota (1.51) and Pseudomonadota (1.43), and lowest in
Cyanobacteriota (0.47). Among genera with at least five MAGs, the highest mean scores
were observed in Romboutsia (2.87; n = 52), Mammaliicoccus (2.74; n = 19) and
Psychrobacter (2.40; n = 10). High scores were also observed in larger genera such as
Lactobacillus (2.09; n = 125) and Escherichia (1.75; n = 165); in Escherichia, the score
derived entirely from plasmid and IS carriage. Insertion sequences were detected in all

Psychrobacter and 90.4% of Romboutsia MAGs. The two most represented lactobacilli
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genera also showed elevated genomic mobility. Mean IS counts per MAG were 3.7-fold
higher in Ligilactobacillus and 2.8-fold higher in Limosilactobacillus than the catalogue
mean, and plasmid sequences were detected in 73.1% and 89.0% of their MAG:s,
respectively. This elevated IS load is consistent with the high proportion of COG category
L annotations observed in both genera, since [S-encoded transposases are assigned to this

category.

Virulence factors

Screening of the genome catalogue against the Virulence Factor Database (VFDB)
identified 13,005 hits meeting the coverage and identity thresholds, distributed across 515
MAGs (4.6% of the catalogue). Virulence-associated genes were therefore restricted to a
small fraction of the catalogue and were strongly concentrated in specific taxonomic
groups. At phylum level, 334 of the 835 Pseudomonadota MAGs (40.0%) and 85 of the
198 Campylobacterota MAGs (42.9%) carried at least one virulence factor. These
proportions were nearly an order of magnitude higher than in any other well-represented
phylum, including Actinomycetota (4.6%), Bacillota (2.2%), Bacillota C (1.6%),
Bacteroidota (0.3%) and Bacillota A (0.2%). The only member of the phylum
Chlamydiota in the catalogue, a Chlamydophila gallinacea MAG, carried a type III
secretion system-associated gene.

The proportion of MAGs carrying virulence factors ranged from 1.2% in
PRINA748109 to 22.2% in PRINA684454, with ICRGGC, PRINAS543206,
PRINAS598014 and PRINA715658 falling between 1.5% and 10.0%. The predominant
functional category also differed among BioProjects. Flagella-associated genes were the
most frequent category in ICRGGC, PRINA543206 and PRINA748109, whereas
enterobactin biosynthesis genes predominated in PRINA684454 and capsule-associated
genes in PRINA598014.

Across the catalogue, 640 distinct virulence genes from 113 VFDB categories
were detected, and the most frequent categories fell into two broad groups (Figure 6). The
first comprised iron-acquisition systems: enterobactin (1,546 hits, plus 288 hits for a
second enterobactin entry), yersiniabactin (199), the haem-uptake systems Chu (190) and
Shu (166), salmochelin (177) and aerobactin (173). The second comprised surface and
motility structures: flagella (1,404 hits), the type II secretion system (1,133), type 1
fimbriae (969), the E. coli common pilus (ECP; 830), the LEE-encoded type I1I secretion
system (760), curli fibres (444), capsule (422) and type IV pili (281). Genes for
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pseudaminic acid biosynthesis (749 hits), which glycosylates flagellin in
Campylobacterota, were also among the most frequent. Category composition differed
between the two dominant phyla. In Pseudomonadota, enterobactin, the type II secretion
system, the LEE-encoded type III secretion system and type 1 fimbriae predominated. In
Campylobacterota, flagella and pseudaminic acid biosynthesis genes accounted for most
hits, and capsule-associated genes were also well represented.

AMRFinderPlus additionally identified toxin and virulence genes of direct
relevance to poultry health. Four MAGs of Sarcina perfringens (Clostridium perfringens
under the former nomenclature), the agent of necrotic enteritis, carried the alpha-toxin
gene cpa and the perfringolysin gene pfoA. A Romboutsia MAG carried the beta2-toxin
gene cpb2. Two Escherichia coli MAGs from PRINA748109 carried the
enteroaggregative heat-stable enterotoxin gene astA, the type Il secretion effector esp X1,
the adhesin gene fdeC, the long polar fimbria genes Ipf4 and IpfA-Ol13, and the
yersiniabactin transport genes ybtP and ybtQ. Genes typically associated with pathogenic
E. coli were also recovered in non-enterobacterial MAGs. These included the LEE genes
eae, espA and espB and the avian pathogenic E. coli autotransporter gene fsh in
Phascolarctobacterium faecium, and the colicin V genes cvaB and cvaC in Phocaeicola
dorei. As with the mobile resistance genes described above, these host assignments are
unlikely to be biologically accurate and probably reflect the binning of mobile-element

contigs into unrelated genomes.

CRISPR-Cas systems and their viral targets

Confirmed CRISPR-Cas systems, defined as a CRISPR array in genomic
proximity to a complete, typeable cas operon, were identified in 2,652 MAGs (23.6% of
the catalogue) and comprised 3,193 distinct operons (Figure 7A). Most CRISPR-Cas-
positive MAGs (2,193; 82.7%) carried a single system, whereas the remainder carried
between two and five. The proportion of MAGs with a confirmed system ranged from
21.3% in PRINA543206 to 47.4% in PRINA748109, with ICRGGC (22.1%),
PRINA684454 (26.8%), PRINA598014 (27.6%) and PRINA715658 (28.1%) falling
within this range. A further 1,999 MAGs carried cas-like genes near a CRISPR array that
did not resolve into a complete, typeable operon. These loci were not counted as CRISPR-
Cas systems.

All 3,193 confirmed operons were assigned to a subtype (Figure 7B). Type I
systems were the most frequent (1,840 operons; 57.6%), mainly subtypes I-C (1,010), I-
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E (469) and I-B (246), with smaller numbers of I-F (77), I-G (34), I-A (2) and I-D (1).
Type II accounted for 802 operons (25.1%), predominantly subtypes II-A (511) and II-C
(265). Type III accounted for 460 operons (14.4%), predominantly III-A (298) and I1I-D
(109). Types V and VI, which use single RNA-guided effector proteins, were rare:
together they accounted for 80 operons (2.5%), distributed across subtypes V-A, V-B1,
V-F1, VI-A, VI-B1, VI-C and VI-D. Fourteen MAGs carried hybrid operons combining
features of more than one subtype.

Among phyla with more than 100 MAGs, the proportion of MAGs with a
confirmed system ranged from 16.6% in Actinomycetota to 58.5% in Desulfobacterota.
Bacillota A, the most represented phylum, was close to the catalogue average (24.1%).
Type 1 systems predominated in Bacillota A, Bacillota, Pseudomonadota and
Desulfobacterota. Type II predominated in Bacteroidota (61.2% of the systems in this
phylum), and Type III in the archaeal phylum Methanobacteriota.

Comparison of CRISPR spacer sequences against viral reference genomes yielded
104,769 matches (mean identity 98.8%). These originated from 3,286 MAGs (29.3% of
the catalogue) and targeted 11,423 distinct viral genomes (Figure 7C). Nearly all matches
(102,962; 98.3%) were assigned to the class Caudoviricetes, which comprises the tailed
bacteriophages. Within this class, 46,850 matches (from 2,191 MAGs) targeted proviral,
that is, integrated, sequences, and 51,265 (from 2,961 MAGs) targeted viral genomes
without detectable terminal repeats. Fewer matches targeted genomes with direct (4,673)
or inverted (174) terminal repeats. Matches assigned to named families or orders below
class level, including Autographiviridae, Herelleviridae, Microviridae and the order
Crassvirales, totalled 390. The remaining 1,417 matches were either unclassified (221) or
lacked taxonomic assignment (1,196).

Spacer-virus matches were unevenly distributed among host phyla. Among the
five phyla with the most MAGs carrying at least one match, Bacillota C showed the
highest proportion of matching MAGs (181 of 253; 71.5%). It was followed by
Bacillota_ A (1,330 of 4,732; 28.1%), Bacillota (436 of 1,651; 26.4%), Bacteroidota (480
of 1,879; 25.5%) and Actinomycetota (178 of 857; 20.8%). The number of distinct viral
targets broadly scaled with the number of matching MAGs, from 620 viruses targeted by
Bacillota C to 5,064 by Bacillota A.

Bacteriocin biosynthetic gene clusters

BAGEL4 identified 2,280 areas of interest (AOIs) containing bacteriocin-
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associated biosynthetic gene clusters, distributed across 1,662 MAGs (14.8% of the
catalogue) and assigned to eleven classes (Figure 8A). The largest single category
corresponded to lytic enzymes (893 AOIs; 39.2%). These are autolysins and bacteriolytic
enzymes located within bacteriocin-associated regions rather than ribosomally
synthesised bacteriocins in the strict sense. The remaining AOIs comprised
Lactobacillales bacteriocins (306; 13.4%), lanthipeptides (227; 10.0%), unclassified
bacteriocins (213; 9.3%), other characterised bacteriocins (193; 8.5%), colicins and
microcins (185; 8.1%), UviB-type class II bacteriocins (152; 6.7%), thiopeptides and
linear azol(in)e-containing peptides (72; 3.2%), enterocins (15; 0.7%), other ribosomally
synthesised and post-translationally modified peptides (RiPPs; 14; 0.6%) and
sactipeptides (10; 0.4%). The category of other characterised bacteriocins included
homologues of lactococcin 972, lactacin F, bovicin 255, sakacin T and prochlorosins.
Excluding lytic enzymes, 1,387 AOIs corresponding to bacteriocins and bacteriocin-like
peptides were identified in 1,047 MAGs (9.3% of the catalogue).

The proportion of MAGs with at least one AOI ranged from 11.8% in
PRINAS543206 to 26.8% in PRINA748109, with PRINAS598014 (14.7%), ICRGGC
(14.8%), PRINA715658 (19.3%) and PRINA684454 (24.6%) falling within this range.
ICRGGC contributed the largest number of AOIs (1,706), followed by PRINA684454
(211), PRINA748109 (187), PRINAS543206 (108), PRINA715658 (36) and
PRINAS598014 (32), broadly reflecting the size of each collection. Between six
(PRINAS598014) and eleven (ICRGGC) distinct classes were detected per BioProject.

Among phyla with more than 100 MAGs, AOIs were most frequent in Bacillota
(38.4% of MAGs; 634 of 1,651). They were less frequent in Pseudomonadota (19.4%;
162 of 835), Actinomycetota (17.6%; 151 of 857), Desulfobacterota (17.5%; 32 of 183)
and Bacillota C (15.4%; 39 of 253). Bacillota_A, the most represented phylum, showed
a comparatively low proportion (11.5%; 546 of 4,732).

At genus level, three genera of the order Lactobacillales contributed the largest
numbers of AOIs: Ligilactobacillus (337 AOIs in 171 MAGS), Lactobacillus (268 in 117)
and Limosilactobacillus (256 in 211), which together accounted for 37.8% of all AOIs.
They were followed by Escherichia (133 AOIs in 56 MAGs) and Acutalibacter (117 AOIs
in 117 MAGs, all corresponding to lytic enzymes), and then by Merdisoma (47), CAG-
266 (41), Brevibacterium (40), Enterococcus_E (35) and Ornithoclostridium (31) (Figure
8B). Class composition differed markedly among these genera. In Lactobacillus and

Ligilactobacillus, Lactobacillales bacteriocins were the largest category (148 and 128
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AOQlIs, respectively). In Limosilactobacillus, by contrast, almost all AOIs (245 of 256)
corresponded to lytic enzymes rather than bacteriocins in the strict sense. Bifidobacterium
contributed 22 AOIs, mostly unclassified bacteriocins (17). In Escherichia, AOls were
almost exclusively colicins and microcins (124 of 133). Outside Escherichia, this class
was found mainly in other Gammaproteobacteria, including Gallibacterium (28 AOIs),

Citrobacter, Proteus, Providencia and Morganella.

Genomic screening of probiotic candidates

Of the 11,224 MAGs, 1,379 (12.3%) belonged to the sixteen genera considered in
the probiotic screen. These comprised traditional probiotic genera with a history of safe
use in food and feed (e.g., Lactobacillus, Ligilactobacillus, Limosilactobacillus,
Bifidobacterium) and genera proposed as next-generation probiotics (Faecalibacterium,
Akkermansia and Blautia). The most represented were Limosilactobacillus (400 MAGs),
Ligilactobacillus (342), Faecalibacterium (220), Blautia (132), Lactobacillus (125) and
Bifidobacterium (112), followed by Akkermansia (18), Enterococcus (14) and
Levilactobacillus ~ (11). The genera Lactiplantibacillus, Lacticaseibacillus,
Loigolactobacillus and Pediococcus were each represented by one or two MAGs, and
Lentilactobacillus, Bacillus and Ruminococcus were not recovered.

Exclusion was driven predominantly by acquired antimicrobial resistance. A total
of 210 MAGs (15.2% of those screened) carried at least one acquired resistance gene in
a class of clinical or veterinary concern (Figure 9). The genes involved were mainly
macrolide—lincosamide—streptogramin B genes (128 MAGs, mostly erm(B)), tetracycline
resistance genes (120 MAGs, mostly tet(W), tet(L) and tet(M)) and phenicol resistance
genes (80 MAGs, mostly catd and fexB). Oxazolidinone resistance genes were also
present in 34 of these MAGs, including poxtA4 (10 MAGs) and optrA4 (3). The proportion
of excluded MAGs differed markedly among genera. It was highest in Lactobacillus (42
of 125; 33.6%) and Ligilactobacillus (77 of 342; 22.5%), intermediate in Bifidobacterium
(17.9%), Akkermansia (16.7%) and Faecalibacterium (14.5%), and lowest in
Limosilactobacillus (7.0%) and Blautia (6.1%). It also differed among BioProjects, from
9.8% of screened MAGs in ICRGGC to 62.1% in PRINA748109. In addition, 22 MAGs
were excluded for carrying virulence factors, including all 14 Enterococcus MAGs, the
only genus in which every MAG failed this criterion. After both exclusion criteria were
applied, 1,148 MAGs (83.2% of those screened; 10.2% of the catalogue) were retained

as probiotic candidates.
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Cross-referencing the probiotic candidates with the bacteriocin catalogue showed
that 36.0% of candidates carried at least one AOI and 17.1% carried a bacteriocin in the
strict sense, excluding lytic enzymes. These proportions are 2.4- and 1.8-fold higher,
respectively, than across the whole catalogue (14.8% and 9.3%). Bacteriocin-encoding
candidates were concentrated in Lactobacillus (68 of 83 candidates; 81.9%) and
Ligilactobacillus (102 of 265; 38.5%), with smaller contributions from Bifidobacterium
(16 of 92; 17.4%), Limosilactobacillus (7 of 372; 1.9%) and Blautia (3 of 124). No
bacteriocin was detected among Faecalibacterium or Akkermansia candidates.
Bacteriocin potential was, however, even more frequent among the MAGs excluded for
acquired resistance (41.0%) than among the retained candidates (17.1%). The genera with
the greatest competitive potential were thus also those most affected by the safety
criterion, indicating that genomic safety and bacteriocin production do not co-vary

uniformly across the screened genera.

Discussion

This study integrated six independent genome-resolved metagenomic datasets
into a uniformly quality-filtered catalogue of 11,224 MAGs from the chicken
gastrointestinal tract. The catalogue spans five countries, broiler and layer lineages, the
whole length of the gastrointestinal tract, and production contexts with and without
antimicrobial exposure. Previous genome-resolved surveys of the chicken gut have
largely been anchored to single studies or regions (Gilroy et al., 2021; Segura-Wang et
al.,2021). Even the largest integrated catalogues were built predominantly from samples
of a single country (Feng et al., 2021), or explicitly identified the integration of multiple
origins, breeds and production systems as a remaining gap (Wang et al., 2024). The
present catalogue addresses this gap in two ways. It combines, under a single quality
standard and a single annotation pipeline, data that had previously been analysed in
isolation. It also annotates every genome across complementary layers of information,
from taxonomy and metabolic potential to resistance, mobility, virulence, defence,
antimicrobial peptide production and probiotic candidacy. Its principal value is therefore
that of a reference resource: a genome-level map in which each trait of interest can be
traced to a specific lineage, BioProject and production context.

Two structural features of the catalogue condition its interpretation. First,
ICRGGC contributed 80.5% of the retained MAGs, so catalogue-wide proportions are

weighted towards that collection, and BioProject-level comparisons are more informative
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than pooled values for the smaller studies. Second, all analyses are based on MAG counts
rather than on the abundance of organisms in the original samples. The number of MAGs
recovered for a given taxon depends on its abundance, but also on sequencing depth,
sequencing technology, assembly strategy and binning success, all of which differed
among the integrated studies. For these reasons, the catalogue is best suited to describing
which genomes and genomic traits are present in the chicken gut microbiome, and in
which lineages they occur. It is less suited to quantitative comparisons of community
structure among production contexts.

The predominance of Bacillota A, Bacteroidota and Bacillota in the catalogue
agrees with previous amplicon-based and metagenomic surveys of the avian gut (Oakley
et al.,2014; Sergeant et al., 2014; Feng et al., 2021). The BioProject-level profiles show,
however, that this general picture conceals substantial heterogeneity among studies.
Bacteroidota ranged from 2% to 22% of MAGs, and Pseudomonadota predominated in
the Brazilian dataset. Only two genera were recovered from all six BioProjects, and more
than half of all genera were recovered from a single one. Part of this heterogeneity is
biological, reflecting differences in host lineage, age, diet and intestinal compartment.
Part of it is methodological, since the studies differed in sample type, sequencing
technology and binning strategy. With six BioProjects, the present dataset cannot separate
these sources of variation. It does show, nonetheless, that any single study captures only
a fraction of the taxonomic breadth of the chicken gut microbiome, and that integration
across studies is necessary to obtain a representative genomic reference.

Nearly half of the species in the catalogue lacked a validly published name, and
this undescribed diversity was concentrated in Verrucomicrobiota, Cyanobacteriota and
Spirochaetota, phyla that are poorly represented in reference databases. The same lineages
also showed the highest proportions of genes of unknown function. Taxonomic and
functional knowledge gaps in the chicken gut microbiome therefore overlap: the lineages
that remain undescribed are also those for which the least functional information is
available. These lineages are a logical priority for targeted cultivation, long-read
sequencing and functional characterisation.

In contrast with the taxonomic heterogeneity, the distribution of broad functional
categories was remarkably stable across BioProjects, with every major COG functional
group varying by only a few percentage points. This is consistent with the functional
redundancy described for other host-associated microbiomes, in which phylogenetically

distinct assemblages maintain similar functional profiles (Turnbaugh ef al., 2009; Qin et
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al.,2010). Some caution is warranted, however, because broad COG categories are coarse
descriptors that tend to be stable in any large bacterial dataset. The added value of the
present analysis lies in showing that this stability holds across geographically and
technically independent studies, rather than in the stability itself.

Beneath this aggregate stability, genome-resolved analysis revealed marked
differences among lineages. Bacteroidota carried about twice as many glycoside
hydrolases per genome as Bacillota A and nearly four times as many as Bacillota, in line
with their established role as primary degraders of complex polysaccharides (Flint et al.,
2012). Both groups nonetheless shared the same dominant GH families, and the main
distinction lay in a small set of families enriched in Bacteroidota, such as GH92 and
GH97, which act on host-derived N-glycans and mucin O-glycans (Berkhout ez al., 2022).
This suggests partially distinct but largely overlapping substrate preferences, rather than
the strict separation between primary degraders and secondary fermenters proposed by
classical cross-feeding models (Culp & Goodman, 2023). Pathway completeness also
varied widely among amino acids, from over 90% for glutamine and glycine to 15% for
tyrosine. This pattern is consistent with a community that relies on dietary supply or cross-
feeding for some amino acids. Ranking genera by pathway completeness, rather than by
abundance, also highlighted lineages whose metabolic potential would otherwise be
overlooked. Examples are Rothia for fermentation pathways, consistent with the broad
carbohydrate-processing repertoire described for this genus (Fernandes de Oliveira et al.,
2022), and Catenibacillus for vitamin biosynthesis, consistent with the complete
cobalamin pathway reported in all sequenced strains (Goris & Braune, 2024). The high
completeness observed in Escherichia for both groups of pathways reflects the metabolic
versatility of this facultative anaerobe and its well-annotated reference genomes.

Once family-level HMM homologues were separated from reference-matched
genes, the resistome revealed a substantial acquired component: 13.7% of MAGs carried
at least one acquired resistance gene and 3.9% met the genotypic multidrug-resistance
threshold. The dominant acquired genes, tet(W), erm(B), Inu(C), aph(3°)-1lla, ant(6)-1a
and sat4, are among the most widely reported determinants in the gut resistome of food-
producing animals (Munk et al., 2018; Xiong et al., 2018). Their high prevalence is
consistent with the long history of tetracycline, macrolide, lincosamide and
aminoglycoside use in poultry production. Distinguishing between evidence categories
proved critical to interpretation. Most raw AMRFinderPlus hits reflected low-identity

homology to resistance-associated protein families rather than characterised resistance
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genes. Treating such hits as evidence of resistance, or as intrinsic determinants, would
have both inflated the overall prevalence of resistance and obscured the acquired fraction
that carries epidemiological relevance (Crits-Christoph et al., 2022).

Acquired resistance and multidrug resistance were concentrated among
commensal genera such as Ligilactobacillus, Lactobacillus, Bacteroides,
Faecalibacterium and Bifidobacterium, rather than among classical enteric pathogens.
This observation matters in two ways. First, it shows that the commensal community
constitutes a substantial reservoir of transferable resistance, in line with the view of the
gut microbiome as a reservoir from which resistance genes can be mobilised into
pathogenic lineages (Crits-Christoph ef al., 2022). Second, it bears directly on probiotic
development, as discussed below. The notable exception to this commensal pattern was
Enterococcus cecorum, an emerging cause of spondylitis and osteomyelitis in broilers
(Jung et al., 2018). Its genomes showed the highest multidrug-resistance burden of the
catalogue and included optr4, which makes this species a relevant target for resistance
surveillance in poultry.

Although rare at the scale of the whole catalogue (0.68% of MAGs), genes of
critical clinical relevance were present in five of the six BioProjects. These included
oxazolidinone resistance genes (optrd, poxtA, cfr, cfr(B)), tigecycline-inactivating tet(X)
variants, a complete vanA4 operon, mecA, blaCTX-M-14, DHA-type AmpC genes, gnrS1,
qnrB19, fosA3 and npmA. Oxazolidinones and tigecycline are last-resort agents in human
medicine and are not authorised for use in poultry. Their resistance genes are nonetheless
increasingly reported in food-producing animals, where co-selection by phenicols such
as florfenicol and by tetracyclines is thought to maintain them (He ef al., 2019; Schwarz
etal.,2021). Consistent with this, floR was detected in 26 MAGs, and most tet(X2) copies
were co-located with other acquired resistance genes. The complete vanAd operon was
recovered from PRINA598014, the only cohort with documented antimicrobial exposure.
Its presence in the absence of glycopeptide use is consistent with the long-term
persistence of vanA in poultry environments after the withdrawal of avoparcin as a growth
promoter (Serum et al., 2006). Similarly, the detection of the narasin resistance operon
narAB reflects a selective pressure specific to poultry production, where ionophores are
widely used as anticoccidials (Naemi et al., 2020).

The absence of mcr genes and of acquired carbapenemases, together with the
absence of acquired resistance among the 165 Escherichia MAGs, should be interpreted

with caution. mcr genes, extended-spectrum [-lactamases and carbapenemases are
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predominantly plasmid-borne in Enterobacterales (Liu et al., 2016), and plasmid contigs
are frequently lost or misassigned during the binning of short-read assemblies. Genome-
resolved surveys are therefore expected to underestimate these determinants and to assign
them to unexpected hosts. This was observed here for vanA, gnrS1 and blaDHA-1, and
for several virulence genes typical of pathogenic E. coli, which were recovered in
Bacteroidota and Bacillota MAGs. The markedly higher proportion of acquired
determinants in PRINA748109, whose MAGs were derived from long-read assemblies,
supports the view that assembly contiguity strongly influences the detection of mobile
resistance genes. Screening of unbinned contigs and of long-read or Hi-C data will
therefore be required before the absence of these determinants from the chicken gut
microbiome can be asserted.

The mobilome analysis adds a further layer to this picture. Genomes carrying
acquired resistance genes were four times more likely to carry insertion sequences than
the remainder of the catalogue. This association persisted after excluding the long-read
dataset and after stratification by BioProject and by phylum, which argues against a
compositional or technical artefact. Plasmid carriage, in contrast, was not enriched among
these genomes. Two explanations, not mutually exclusive, may account for this
difference. First, in the gut commensals that dominate the acquired resistome, many
resistance genes are carried by chromosomally integrated transposons and IS-flanked
elements rather than by plasmids, and the interplay between IS and other mobile elements
is a major route of resistance mobilisation (Che ef al., 2021). Second, plasmid detection
in MAGs is inherently limited by the binning losses discussed above. In either case, the
association describes co-occurrence within genomes, not demonstrated transfer events. It
is nonetheless consistent with Hi-C evidence that resistance genes are shared among gut
taxa more widely than short-read data suggest (Stalder et al., 2019). The elevated
insertion sequence load of Ligilactobacillus and Limosilactobacillus, reflected in their
high proportion of COG category L annotations, points to a lineage-specific propensity
for genomic plasticity in these dominant proximal-gut colonisers. Such plasticity may
favour rapid adaptation in densely populated microbial communities (Brito, 2021).

Virulence-associated genes were restricted to a small fraction of the catalogue and
concentrated in Pseudomonadota and Campylobacterota, the phyla that include the main
enteric and zoonotic pathogens of poultry. The dominant categories, namely iron-
acquisition systems, flagella, fimbriae and secretion systems, are also widespread among

commensal strains of these phyla (Yang ef al., 2022). Their presence therefore indicates



68

colonisation and fitness potential rather than pathogenicity per se. The same reasoning
applies to the Clostridium perfringens genomes. The alpha-toxin and perfringolysin genes
are present in virtually all strains of the species, whereas the ability to cause necrotic
enteritis depends mainly on the NetB toxin (Keyburn et al., 2008). The single
Chlamydophila gallinacea MAG 1is also noteworthy. This species is now recognised as
the endemic chlamydial agent of chickens and is typically associated with subclinical
infection (Guo et al., 2016), and the type III secretion gene detected is consistent with the
obligate intracellular biology of the genus.

Confirmed CRISPR-Cas systems were present in nearly a quarter of the catalogue,
and their spacers predominantly targeted tailed bacteriophages of the class
Caudoviricetes, including a large fraction of integrated proviruses. This indicates that
phage predation is a pervasive selective pressure in the chicken gut, and that many of the
phages targeted are themselves resident in bacterial genomes of the same community.
Whether CRISPR-Cas immunity restricts horizontal gene transfer at the genome-wide
scale remains debated. Comparative analyses have found no consistent association
between CRISPR activity and rates of gene acquisition (Gophna et al., 2015), and in some
settings CRISPR immunity can even promote transduction (Watson et al., 2018). The co-
occurrence of CRISPR-Cas systems and mobile elements observed here should therefore
be read as descriptive rather than as evidence of a restrictive effect.

Bacteriocin biosynthetic potential was detected in about 15% of the catalogue and
was concentrated in lineages with well-documented antagonistic activity. Lactobacillales
bacteriocins dominated in Lactobacillus and Ligilactobacillus, in line with the established
role of lactic acid bacteria as bacteriocin producers in the gut and their activity against
poultry pathogens such as Campylobacter and Clostridium perfringens (Cotter et al.,
2005; Vieco-Saiz et al., 2019). Colicins and microcins were concentrated in Escherichia,
a long-documented trait of this genus (Cascales et al., 2007). Microcin-producing
commensal E. coli can limit the expansion of competing Enterobacteriaceae, including
Salmonella, under inflammatory conditions (Sassone-Corsi ef al., 2016). About one in ten
predicted clusters could not be assigned to a characterised structural class, which
identifies a concrete target for future genome mining. These predictions are based on
sequence homology and indicate genetic potential only. Peptide expression, processing,
export and activity cannot be inferred from sequence data alone.

The probiotic screen illustrates how the genomic layers examined here interact in

practice. In contrast with what might be expected from genera with a long history of safe
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use, exclusion was driven mainly by acquired antimicrobial resistance rather than by
virulence, and affected up to one third of the MAGs in some genera. This is consistent
with reports of tet(W) and erm(B) in commensal and commercial lactobacilli and
bifidobacteria (Ammor et al., 2007). It also reinforces the requirement, central to the
qualified presumption of safety framework, that candidate strains be free of acquired
resistance to clinically relevant antimicrobials (EFSA BIOHAZ Panel, 2023). The
complete exclusion of Enterococcus on virulence grounds reflects the long-standing
controversy over the safety of this genus. Most importantly, bacteriocin biosynthetic
potential was more than twice as frequent among MAGs excluded for resistance as among
retained candidates. The genera with the greatest competitive potential, notably
Lactobacillus and Ligilactobacillus, were thus also those most affected by the safety
criterion. Genomic safety and competitive potential do not co-vary uniformly, and
probiotic selection must balance both. Candidates from next-generation genera such as
Faecalibacterium and Akkermansia lacked bacteriocin potential altogether. Their
potential benefit is therefore more likely to rely on other mechanisms, such as butyrate
production and barrier reinforcement (Miquel et al., 2013). In all cases, genomic
candidacy is only a first filter. Translating it into a validated probiotic requires isolation
in pure culture, phenotypic confirmation of safety and functional traits, and controlled in
vivo trials (Merenstein et al., 2023).

Several limitations apply to this work. All results describe genomic potential
inferred from MAGs and do not demonstrate gene expression, phenotype or transfer.
Binning is known to lose or misassign plasmids and other mobile elements, so mobile
resistance and virulence genes are likely underestimated and their host assignments
uncertain. The integrated studies differed in sampling, sequencing and assembly, and the
catalogue is dominated by a single collection, which limits comparisons among
production contexts. Finally, the analyses are based on genome counts rather than on
organismal abundance. Several extensions would address these limitations directly.
Mapping the original reads to a dereplicated version of the catalogue would provide
sample-level abundances and allow proper ecological comparisons. Long-read and Hi-C
sequencing would resolve the genomic context and hosts of mobile resistance genes.
Culture-based validation would test the safety and antimicrobial activity of the prioritised
probiotic candidates. Making the catalogue and its annotations publicly available would
allow it to serve as a reference for future genome-resolved surveillance of the chicken gut

microbiome.
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Conclusions

This study integrated six independent metagenomic datasets from five countries
into a uniformly quality-filtered catalogue of 11,224 genomes from the chicken
gastrointestinal tract, and annotated each genome for taxonomy, metabolic potential,
antimicrobial resistance, mobile genetic elements, virulence, CRISPR-Cas defence,
bacteriocin production and probiotic candidacy. The catalogue showed that the taxonomic
composition of the chicken gut microbiome varies widely among studies, with more than
half of all genera recovered from a single dataset and nearly half of all species lacking a
formal description. Broad functional categories, in contrast, remained stable across
production contexts. Integration across independent studies is therefore essential to build
a representative genomic reference for this ecosystem.

The resistome analysis showed that acquired antimicrobial resistance is common
in the chicken gut microbiome, carried by about one in seven genomes, and that it is
concentrated in commensal genera rather than in classical pathogens. Acquired resistance
genes were strongly associated with insertion sequences, which points to chromosomally
integrated mobile elements as a major route of resistance dissemination in this
community. Genes of critical clinical relevance were rare but present in almost every
dataset. They included resistance to oxazolidinones, tigecycline and glycopeptides,
extended-spectrum P-lactamases and plasmid-mediated quinolone resistance genes, and
the poultry pathogen Enterococcus cecorum carried the highest multidrug-resistance
burden in the catalogue. No mcr gene or acquired carbapenemase was detected. Because
these determinants are typically plasmid-borne and frequently lost during genome
binning, their absence cannot be taken as evidence that they are absent from the chicken
gut.

Bacteriocin biosynthetic potential was widespread and concentrated in lactic acid
bacteria and Escherichia. The probiotic screen, however, revealed a trade-off between
safety and competitive potential. The genera with the highest bacteriocin potential,
notably Lactobacillus and Ligilactobacillus, were also those most frequently excluded for
carrying acquired resistance genes. Genomic screening should therefore consider safety
and functional traits jointly, and the candidates prioritised here require experimental
validation before any application. All findings describe genomic potential rather than
demonstrated phenotypes. Within these limits, the catalogue provides a genome-resolved

reference for the surveillance of antimicrobial resistance and for the rational selection of
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microbiome-based alternatives to antimicrobials in poultry production.

Methods
Data acquisition and study selection

Publicly available shotgun metagenomic datasets from the gastrointestinal tract of
Gallus  gallus domesticus were identified through searches of PubMed

(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) and the associated sequence repositories. Studies

were included if they provided raw sequencing reads, publicly available MAGs, or both,
derived from gastrointestinal samples of commercial chicken lineages. Six studies met
these criteria (Table 1), representing different geographic regions, host lineages, intestinal
compartments, ages and management conditions (Table 1). For PRINA598014, which
also included litter samples, only cloacal swab samples were retained. Two
complementary data streams were used, with no overlap between them. Raw reads were
retrieved from the Sequence Read Archive for the two studies that provided only
unassembled data (PRINA684454 and PRINA598014; 98 runs). Assembled MAGs were
retrieved directly for the four studies that had made them publicly available (ICRGGC,
PRINAS543206, PRINA715658 and PRINA748109; 14,129 MAGs). The MAGs of
PRINA748109 had been reconstructed by the original authors from high-fidelity long-

read assemblies.

Read processing, assembly and binning

Raw reads were assessed with FastQC v0.12.1 (https://github.com/s-

andrews/FastQC). Adapters and low-quality bases were removed with fastp v0.20.1
(Chen et al., 2018), using default quality thresholds and a minimum read length of 50 bp.
Quality-filtered reads from each sequencing run were assembled independently with
MEGAHIT v1.2.9 (Li et al., 2015). Contigs were binned with MetaBAT v2.12.1 (Kang
et al., 2019), which clusters contigs on the basis of tetranucleotide composition and

coverage, yielding 5,601 MAGs.

Genome quality assessment

The completeness and contamination of all 19,730 MAGs, both de novo and
public, were estimated with CheckM2 v1.4.0 (Parks ef al., 2015) using lineage-specific
marker sets. MAGs with completeness >85% and contamination <10% were retained,

yielding the final catalogue of 11,224 MAGs. MAGs with completeness >90% and


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
https://github.com/s-andrews/FastQC
https://github.com/s-andrews/FastQC
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contamination <5% were additionally classified as high quality.

Taxonomic classification

Taxonomy was assigned with GTDB-Tk v2.3.2 (Chaumeil et al., 2022), by
phylogenetic placement in the bacterial and archaeal reference trees. Taxa without validly
published names receive provisional alphanumeric or placeholder designations under this
framework (Parks et al., 2022; Pallen, 2021). Taxonomic composition was summarised
as the number and proportion of MAGs per phylum and genus, both for the whole
catalogue and per BioProject. The number of distinct genera and species recovered per
BioProject, and the number of genera shared among BioProjects, were used as descriptive

measures of taxonomic breadth.

Functional annotation and metabolic reconstruction

Each MAG was annotated with Bakta v1.9.1 (Schwengers ef al., 2021) to predict
coding sequences, non-coding RNAs and other genomic features. Orthology-based
annotation was performed with EggNOG-mapper v2.1.12 (Cantalapiedra et al., 2021)
against EggNOG database v5.0.2, retaining hits with an e-value < 1 x 10~° and identity >
40%. This step assigned COG functional categories, KEGG Orthology identifiers and
Gene Ontology terms. Carbohydrate-active enzymes were annotated with dbCAN3
(Zhang et al., 2023) against the CAZy database, and annotations were retained when
supported by at least two of the three integrated methods (HMMER, DIAMOND and
eCAMI). Metabolic pathway completeness was estimated with KEGG-Decoder (Graham
et al., 2018) from the KEGG Orthology assignments, calculated for each MAG and

summarised per BioProject, genus and phylum.

Antimicrobial resistance gene screening

Antimicrobial resistance determinants were identified with AMRFinderPlus
(Feldgarden et al., 2021) using the Bakta-predicted protein sequences of each MAG. Only
hits with Type = AMR were included in the resistome; hits classified as STRESS (metal
and biocide resistance) or VIRULENCE were considered separately. Hits were
partitioned into four evidence categories according to the AMRFinderPlus Method field
and the nature of the matched reference: (i) Hits detected exclusively by hidden Markov
model searches (Method = HMM) indicate membership of a resistance-associated protein

family rather than similarity to a curated reference sequence. These were treated as
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putative family-level homologues and were not counted as resistance genes. (ii) Hits
containing an internal stop codon (Method = INTERNAL STOP) were treated as
putatively non-functional. (iii) Reference-matched hits (EXACT, ALLELE, BLAST and
PARTIAL methods) corresponding to species-specific chromosomal determinants were
classified as intrinsic. Examples are blaEC in Escherichia coli, cbl4, cepA and cfid in
Bacteroides, blaLl, blal2 and smeF in Stenotrophomonas, blaOXA-193 in
Campylobacter, and core Enterobacterales efflux genes (acrF, emrD, mdtM). (iv) All
remaining reference-matched hits were classified as acquired.

Genes of critical clinical or veterinary concern were defined a priori. They
comprised extended-spectrum and plasmid-mediated AmpC [-lactamases, acquired
carbapenemases, plasmid-mediated quinolone resistance genes (gnr), mobile colistin
resistance genes (mcr), oxazolidinone resistance genes (optrA, poxtA, cfr, cfr(B)),
tigecycline-inactivating tet(X) variants, vanA-type glycopeptide resistance, mecA, fosA3
and 16S rRNA methyltransferases. MAGs carrying acquired genes from three or more
distinct AMRFinderPlus resistance classes were classified as multidrug-resistant (MDR),
following the threshold proposed by Magiorakos et al. (2012) and applied here to
genotypic data. Because AMRFinderPlus reports combined phenotypes (e.g.,
lincosamide/macrolide/streptogramin) as a single class, this definition is conservative.
The presence of two or more distinct acquired genes on the same contig was recorded as
an indicator of genetic linkage. Taxonomic context was assigned to each hit by linking

the GTDB-Tk classification of each MAG to the AMRFinderPlus output.

Mobile genetic elements and mobility scoring

Plasmid sequences were identified with geNomad (Camargo et al., 2024), with a
plasmid score threshold of >0.7, and with PlasmidFinder (Carattoli ef al., 2014). A MAG
was considered plasmid-positive if either tool returned a positive call. Insertion sequences
were identified with ISEScan (Xie & Tang, 2017) and OASIS (Robinson et al., 2012),
and a MAG was considered IS-positive if either tool reported at least one element.
Plasmid carriage, IS carriage and acquired resistance gene carriage, as defined above,
were combined into a composite mobility score ranging from 0 to 3 per MAG. The score
was categorised as None (0), Low (1), Medium (2) or High (3). Because it aggregates
presence or absence calls, the score captures the breadth rather than the intensity of
mobility evidence within a genome. The association between acquired resistance and each

mobility indicator was tested with Fisher’s exact test. Its robustness was assessed by
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repeating the test after excluding PRINA748109 and by computing Mantel-Haenszel
pooled odds ratios stratified by BioProject and by phylum. The influence of genome
quality was assessed by comparing completeness across score categories and with

Pearson’s correlation.

Virulence factor screening

Virulence-associated genes were identified with ABRicate v1.0.1 (Seemann,
2016) against the Virulence Factor Database (VFDB; Liu et al., 2022; release of 14
January 2025, 2,597 sequences). Hits were retained only when both coverage and identity
were >80%. Detected genes were grouped according to VFDB functional categories.
Virulence genes reported by AMRFinderPlus (Type = VIRULENCE) were examined

separately for toxins of relevance to poultry health.

CRISPR-Cas systems and spacer targets

CRISPR arrays were identified with MinCED (Bland et al., 2007).
CRISPRCasTyper (Russel et al., 2020) was then run on all MAGs with at least one array,
to detect cas genes and classify operons into types and subtypes. A MAG was considered
to carry a confirmed CRISPR-Cas system only when a complete, typeable cas operon was
found in proximity to a CRISPR array. Loci with incomplete cas operons were reported
separately as putative and were not counted as confirmed systems. Spacer sequences were
extracted from all CRISPR arrays detected by MinCED and compared with a viral
reference database (IMG/VR) using BLASTn, retaining high-identity matches (mean
identity 98.8%). Viral targets were classified according to the taxonomy and genome

topology annotations of the reference database.

Bacteriocin biosynthetic gene clusters

Bacteriocin-associated biosynthetic gene clusters were predicted with BAGEL4
(van Heel et al., 2018). BAGELA4 reports areas of interest (AOIs) containing core peptide
genes together with transport, immunity and modification genes. All AOIs were retained
without additional filtering and were assigned to simplified classes derived from the
BAGEL4 annotation. Lytic enzymes, which correspond to bacteriolytic proteins rather
than ribosomally synthesised bacteriocins, were reported separately and excluded when

bacteriocins were considered in the strict sense.
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Probiotic candidate screening

Candidate probiotic MAGs were identified through a sequential, exclusion-based
screen. MAGs were first restricted to sixteen genera. These comprised traditional
probiotic genera with a history of safe use in food and feed (Lactobacillus,
Ligilactobacillus,  Limosilactobacillus,  Lactiplantibacillus,  Lacticaseibacillus,
Lentilactobacillus, Levilactobacillus, Loigolactobacillus, Pediococcus, Bifidobacterium,
Enterococcus and Bacillus) and genera proposed as next-generation probiotics
(Faecalibacterium, Blautia, Ruminococcus and Akkermansia). A MAG was then
excluded if it met either of two criteria. The first was carriage of at least one acquired
resistance gene in a class of clinical or veterinary concern: phenicols, glycopeptides,
oxazolidinones, streptogramins, tetracyclines, -lactams, carbapenems or colistin at class
level, or vancomycin, methicillin, carbapenem, colistin, linezolid or tigecycline at
subclass level. This criterion is in line with the qualified presumption of safety
requirement that strains lack acquired resistance to clinically relevant antimicrobials
(EFSA BIOHAZ Panel, 2023). The second was carriage of at least one virulence factor
as defined above. The remaining MAGs were retained as candidates and cross-referenced

with the bacteriocin catalogue.

Statistical analyses and software

Descriptive summaries and figures were produced in R v4.3.3 (R Core Team, 2024) with
ggplot2 (Wickham, 2016). Fisher’s exact tests and Mantel-Haenszel odds ratios were
computed in Python 3.13 with SciPy v1.18. Significance was set at a = 0.05.
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Tables
Table 1. Metagenomic studies integrated into the genome catalogue.
Antibiotic
Study Accession Data used Geographical Region GI Tract Region Host Lineage Age at Sampling Diet o
se
Lemos et al. PRINAG684454 87 SRA runs Brazil Caecum, faeces Not reported Not reported Not reported Not reported
i Duodenum, jejunum, 42 days Not reported
Zhang et al. PRINA748109 748 public MAGs China ) 9 Lingnan yellow broiler Y Not reported P
(long-read assemblies) ileum, caecum, colon (slaughter)
12,339 public ) Faeces, caeca, Not reported
Feng et al. ICRGGC China Not reported Not reported Not reported
MAGs mixed GI tract
Gilroy et al. PRINA543206 887 public MAGs United Kingdom Faeces Lohmann Brown, Silkie Adult Commercial standard (layer) Not reported
Commercial standard .
Gupta et al. PRINA598014 11 SRA runs Israel Cloaca swabs’ Ross 308 0-41 days ) Yes*
(broiler)
) ) Ileum, caecum, colon Maize-soybean
Segura-Wang et al. PRINA715658 155 public MAGs Austria Ross 308 3,14, 21, 35 days Not reported

(mucosa and digesta)

(variable proportions by age)

SRA, Sequence Read Archive; MAGs, metagenome-assembled genomes; GI, gastrointestinal. TLitter bedding samples were also collected in this study but excluded from

analysis to ensure consistency with gastrointestinal-derived material. *Antimicrobial treatments included bacitracin, enrofloxacin, and bacitracin combined with enrofloxacin; a

negative control group was also maintained.
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Table 2. Genome recovery, quality and taxonomic breadth per BioProject.

; : . . Completeness Contamination Total Complete
BioProject SRA Entries  Public MAGs

>85 - <90% 290 - <100% 100% 0% Genomes  Genomes
ICRGGC 0 12,339 3,092 5,804 137 1,048 9,033 58
PRINAS543206 50 887 184 516 14 128 714 8
PRINA598014 11 0 34 131 5 8 170 1
PRINA684454 87 0 73 559 42 65 672 8
PRINA715658 751 155 32 101 2 21 135 1
PRINA748109 9 748 26 432 35 173 500 5
Total 908 14,129 3,441 7,543 235 1,443 11,224 81

SRA, Sequence Read Archive; HQ, high quality; QC, quality control. Quality thresholds applied: completeness >85% and contamination <10%, assessed using CheckM v1.4.0.
SRA entries represent individual sequencing runs retrieved from the Sequence Read Archive; for BioProjects with both SRA entries and public MAGs, the two data streams

were integrated without overlap. The total MAGs prior to quality filtering (19,730) includes 5,601 MAGs assembled de novo from SRA entries combined with 14,129 publicly
available MAGs; values shown reflect MAGs retained after quality filtering per BioProject.



Table 3. Antimicrobial resistance hits and acquired resistance across BioProjects.

BioProject = AMR hits Acquired hits % acquired MAGs with acquired genes MDR MAGs
ICRGGC 8,361 1,786 214 929 130
PRINAS543206 715 104 14.5 58 9
PRINA748109 3,043 2,480 81.5 410 270
PRINA715658 132 7 53 4 0
PRINA684454 1,314 242 18.4 111 24
PRINAS598014 137 43 314 21 4
Total 13,702 4,662 34.0 1,533 437

86

AMR hits include all AMRFinderPlus hits with Type = AMR. Acquired hits exclude HMM-only, internal-stop and intrinsic hits. MDR, multidrug-resistant (acquired genes from

three or more resistance classes).

Table 4. Genes of critical clinical or veterinary concern detected in the catalogue.

Gene Resistance MAGsS Main assigned taxa
poxtA Oxazolidinones, phenicols 14 Lactobacillus gallinarum, L. crispatus
cfr(B) Oxazolidinones, phenicols, lincosamides 10 Bacillota, Bacillota A
optr4 Oxazolidinones, phenicols 6 Ligilactobacillus salivarius, Enterococcus E cecorum
cfr Oxazolidinones, phenicols, lincosamides 3 Bacillota A, L. salivarius
tet(X1), tet(X2), tet(X5) Tigecycline 24 Bacteroides, Flavobacteriaceae
npmA Aminoglycosides (high level) 14 Faecalibacterium, Gemmiger
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mecA B-lactams (methicillin) 2 Mammaliicoccus lentus
vanA operon Glycopeptides 2 Uncertain*®
blaCTX-M-14 Extended-spectrum cephalosporins 1 Enterobacteriaceae
blaDHA Cephalosporins (AmpC) 2 Morganella morganii; uncertain®
qnrSl1, gnrB19 Fluoroquinolones 2 Uncertain*®
fosA3 Fosfomycin 1 Bacillota A
mcr Colistin 0 —

*Host assignments that do not match the usual hosts of these genes (e.g., Bacteroides xylanisolvens for vanA*,* Phascolarctobacterium faecium for qnrS1 and blaDHA-1%*)

may reflect the binning of mobile-element contigs into unrelated genomes.
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Figures

©
?

PRINA715658 Austria; lleum, caecum, and colon; Broiler (Ross 308); 3-35 days; Maize-soybean diet; No ATBs
@ PRINA684454 Brazil; Caeccum and faeces; Broiler (unspecified); No ATBs
@ ICRGGC China; Mixed GIT and faeces; No ATBs
? PRINA748109 China; Duodenum, jejunum, ileum, caecum, and colon; Broiler (Lingnan yellow); 42 days; No ATBs
9 PRINA598014 Israel; Cloacal swab and litter; Broiler (Ross 308); 0-41 days; Commercial broiler diet; Bacitracin and Enrofloxacin
@ PRINA543206 United Kingdom; Faeces; Laying hens (Lohmann brown and Silkie); > 18 weeks; Commercial layer diet; No ATBs

Figure 1. Geographic distribution of integrated metagenomic datasets. World map
showing the geographic origins of the six BioProjects integrated in this study. Each pin
represents the country of origin of a BioProject, colour-coded by study. Labels indicate
the BioProject accession number, sampling country, gastrointestinal sampling site, host
lineage, age at sampling, dietary context, and antimicrobial exposure status. ATBs,

antibiotics.
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A Phyla in the catalogue B The 20 most represented genera
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Figure 2. Taxonomic composition of the genome catalogue. (A) Number of MAGs per
phylum. (B) The 20 most represented genera, coloured by phylum. (C) Phylum
composition of MAGs per BioProject.
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B Glycoside hydrolase density by phylum
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Figure 3. Functional potential of the catalogue. (A) The 30 most frequent carbohydrate-

active enzyme families (AbCAN3, supported by at least two methods), coloured by CAZy

class. (B) Mean number of glycoside hydrolase annotations per MAG in phyla with at
least ten MAGs. (C) Distribution of COG functional groups per BioProject. (D)

Proportion of MAGs with >75% completeness for selected fermentation pathways in the

20 most represented genera (KEGG-Decoder); ethanol refers to the acetate-to-

acetaldehyde step. Two further pathways (acetaldehyde to ethanol, and formate to CO:

and H:) were not complete in any of these genera and are not shown.
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Figure 4. Acquired antimicrobial resistance across genera. Number of MAGs carrying
acquired resistance genes in the 15 most affected genera, divided into multidrug-resistant
MAGs (acquired genes from three or more resistance classes) and MAGs with genes from
one or two classes. Values beside each bar give the number of affected MAGs and their

proportion of all MAGs of the genus.
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Figure 5. Composite mobility score. (A) Number of MAGs per score category (None,
Low, Medium, High). (B) Frequency of each combination of plasmid, insertion sequence

and acquired resistance gene carriage.
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A Virulence factor carriage by phylum B Most frequent virulence factor categories
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Figure 6. Virulence factor categories by phylum (VFDB; coverage and identity
>80%). (A) Proportion of MAGs carrying at least one virulence factor in each phylum
with virulence hits. (B) The 15 most frequent virulence factor categories, coloured by

functional group; categories represented by more than one VFDB entry were merged.
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Figure 7. CRISPR-Cas systems in the genome catalogue. (A) Proportion of MAGs
with a confirmed CRISPR-Cas system per BioProject; the dashed line indicates the
catalogue-wide value. (B) Number of confirmed operons per subtype, coloured by type.

(C) Number of spacer—virus matches per viral group (logarithmic scale).
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B The 20 genera with most AOIs
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Figure 8. Bacteriocin biosynthetic gene clusters predicted by BAGEL4. (A) Number
of AOIs per class. (B) The 20 genera with the most AOIs, coloured by class.
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Figure 9. Genomic screening of probiotic candidates. Number of MAGs per genus
(genera with >10 MAGs) retained as candidates or excluded for carrying acquired
resistance genes of clinical or veterinary concern or virulence factors. Values beside each

bar give the total number of MAGs and the proportion of candidates carrying bacteriocin

gene clusters in the strict sense (excluding lytic enzymes).
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CAPITULO 3 - Consideracoes finais

1. SINTESE DO TRABALHO

Esta tese teve como objetivo construir e caracterizar um catalogo de genomas da
microbiota gastrointestinal de aves comerciais a partir da integracdo de dados
metagenomicos publicos. Seis estudos independentes, conduzidos em cinco paises de trés
continentes, foram reunidos sob um mesmo critério de qualidade e um mesmo fluxo de
anota¢do. O resultado foi um catdlogo de 11.224 genomas montados a partir de
metagenomas (MAGs), anotados quanto a taxonomia, ao potencial metabolico, ao
resistoma, ao mobiloma, aos fatores de viruléncia, aos sistemas CRISPR-Cas, a producao
de bacteriocinas e ao potencial probidtico. Mais do que descrever uma comunidade
especifica, o trabalho buscou oferecer um recurso de referéncia no qual cada caracteristica
de interesse pode ser rastreada até a linhagem, o estudo e o contexto de produgdo em que

ocorre.

2. Principais resultados

O catalogo abrangeu 26 filos, 829 géneros e 1.977 espécies, com predominio de
Bacillota A, Bacteroidota e Bacillota. Essa visdo geral, no entanto, esconde uma grande
heterogeneidade entre os estudos integrados. A proporcao de Bacteroidota variou de 2%
a 22% dos MAGs, e o conjunto de dados brasileiro foi dominado por Pseudomonadota.
Apenas dois géneros foram recuperados nos seis estudos, e mais da metade dos géneros
apareceu em um unico. Além disso, quase metade das espécies ndo possui descri¢dao
formal, e essa diversidade ainda nao descrita concentra-se em filos pouco representados
nos bancos de referéncia. Com seis estudos, ndo foi possivel separar os efeitos bioldgicos
(linhagem, idade, dieta, segmento intestinal) dos metodoldgicos (tipo de amostra,
tecnologia de sequenciamento, estratégia de montagem). Ficou claro, porém, que nenhum
estudo isolado representa a diversidade da microbiota aviaria, o que justifica a abordagem
integrativa adotada.

Em contraste com a variagdo taxondmica, o potencial funcional mostrou-se
conservado no nivel das grandes categorias. A distribui¢ao dos grupos COG variou apenas
alguns pontos percentuais entre os estudos, o que ¢ compativel com a redundancia
funcional descrita em outras microbiotas. Em resolucdo genomica, contudo, surgiram
diferencas relevantes entre linhagens. Bacteroidota apresentou cerca do dobro de

glicosideo-hidrolases por genoma em relagdo a Bacillota A, com enriquecimento de
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familias ligadas a degradagdo de glicanos do hospedeiro. A completude das vias de
biossintese de aminoacidos também variou amplamente, ¢ alguns géneros pouco
abundantes, como Rothia e Catenibacillus, destacaram-se pelo potencial fermentativo e
vitaminico.

A caracterizacdo do resistoma mostrou que ¢ essencial distinguir genes de
resisténcia caracterizados de homologos distantes de familias proteicas. Com esse
critério, genes de resisténcia adquiridos foram encontrados em 13,7% dos MAGs, e 3,9%
apresentaram genes de trés ou mais classes de antimicrobianos. Predominaram genes de
resisténcia a  tetraciclinas, = aminoglicosideos e  macrolideos-lincosamidas-
estreptograminas, concentrados em gé€neros comensais como Ligilactobacillus,
Bacteroides, Faecalibacterium ¢ Lactobacillus. O patdégeno aviario Enterococcus
cecorum apresentou a maior carga de multirresisténcia do catalogo. Genes de importancia
critica foram raros (0,68% dos MAGs), mas estiveram presentes em cinco dos seis
estudos. Entre eles estdo genes de resisténcia a oxazolidinonas (optrd, poxtA, cfr), a
tigeciclina (tet(X)) e aos glicopeptideos (operon vanAd completo), além de mecA, blaCTX-
M-14 e genes gnr. Nenhum gene mcr nem carbapenemase adquirida foi detectado. Esse
resultado deve ser interpretado com cautela, porque esses genes costumam estar em
plasmideos, que sdo frequentemente perdidos durante a reconstrug¢do dos genomas.

A andlise do mobiloma revelou uma associagdo forte entre genes de resisténcia
adquiridos e sequéncias de inser¢cdo: genomas com genes adquiridos tiveram cerca de
quatro vezes mais chance de carregar esses elementos. A associacdo se manteve apos a
exclusdao do conjunto de leitura longa e apds a estratificacdo por estudo e por filo.
Plasmideos, por outro lado, ndo foram mais frequentes nesses genomas. Isso sugere que,
na comunidade comensal, elementos integrados ao cromossomo tém papel importante na
disseminagdo da resisténcia, embora as limitagdes na detec¢do de plasmideos em MAGs
também contribuam para esse padrao.

Os fatores de viruléncia ficaram restritos a 4,6% dos MAGs e concentrados em
Pseudomonadota e Campylobacterota. Predominaram sistemas de captagdo de ferro,
flagelos, fimbrias e sistemas de secrecdo, que indicam potencial de coloniza¢do mais do
que patogenicidade propriamente dita. Também foram detectados genes de toxinas
relevantes para a avicultura, como os de Clostridium perfringens. Os sistemas CRISPR-
Cas confirmados estiveram presentes em 23,6% dos MAGs, com predominio do tipo I, e

seus espacadores tiveram como alvo principalmente bacteridfagos caudados, muitos deles
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integrados a genomas bacterianos. Esse resultado indica que a predagao por fagos ¢ uma
pressdo seletiva constante no intestino das aves.

Por fim, agrupamentos génicos de bacteriocinas foram encontrados em 14,8% dos
MAGs, concentrados em bactérias laticas e em Escherichia. Na triagem probiotica, a
exclusao deveu-se principalmente a resisténcia adquirida, e ndo a viruléncia: 210 dos
1.379 MAGs pertencentes a géneros probidticos foram excluidos por carregar genes de
resisténcia a antimicrobianos de interesse clinico ou veterinario. O achado mais relevante
foi um conflito entre seguranca e potencial competitivo. Os géneros com maior potencial
de producao de bacteriocinas, especialmente Lactobacillus e Ligilactobacillus, foram
também os mais afetados pelo critério de seguranga. O potencial de bacteriocinas foi mais

frequente entre os MAGs excluidos do que entre os candidatos mantidos.

3. Avaliacio da hipdtese

A hipoétese da tese foi confirmada apenas em parte. A primeira parte, de que a
arquitetura funcional seria conservada apesar da variagcdo taxondmica, foi sustentada
pelos resultados. A segunda parte previa que os determinantes de risco estariam
concentrados em linhagens especificas, enquanto os tragos competitivos e defensivos
estariam amplamente distribuidos. Ela se confirmou para os fatores de viruléncia, para os
sistemas CRISPR-Cas e para as bacteriocinas, mas nao para a resisténcia antimicrobiana.
Os genes de resisténcia adquiridos mostraram-se disseminados em géneros comensais de
varios filos, inclusive em géneros tradicionalmente considerados probidticos. Por fim, a
priorizacao gendmica de candidatos probioticos foi possivel, mas revelou que seguranca
e potencial competitivo nem sempre caminham juntos. Por isso, a selecdo de candidatos

precisa considerar esses dois aspectos a0 mesmo tempo.

4. Limitacoes

Os resultados desta tese descrevem potencial genomico, e nao fendtipos. A
presenca de um gene ndo demonstra sua expressdo, sua atividade ou sua transferéncia
entre bactérias. A reconstru¢do de genomas a partir de metagenomas tende a perder ou
atribuir de forma incorreta os plasmideos e outros elementos moveis. Por isso, genes de
resisténcia e de viruléncia associados a esses elementos provavelmente estdo
subestimados, ¢ a atribuicdo de seus hospedeiros ¢ incerta. Os estudos integrados
diferiram em amostragem, sequenciamento e montagem, € um Uinico conjunto respondeu

por cerca de 80% dos genomas, o que limita as comparagdes entre contextos de produgao.
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Além disso, as andlises basearam-se no nimero de genomas recuperados, € nao na
abundancia dos organismos nas amostras originais. Por fim, a auséncia de metadados
padronizados sobre desempenho zootécnico e estado sanitario das aves impediu avaliar a
relagdo entre a microbiota e esses desfechos, uma questdo originalmente prevista no

projeto.

5. Perspectivas e implicacoes para a avicultura

Os resultados abrem caminhos concretos para trabalhos futuros. O mapeamento
das leituras originais contra uma versao desreplicada do catdlogo permitiria estimar a
abundancia de cada genoma por amostra e realizar comparagdes ecologicas adequadas
entre sistemas de produ¢do. O sequenciamento por leitura longa e as técnicas de Hi-C
permitiriam resolver o contexto gendomico dos genes de resisténcia moveis e confirmar se
mcr e carbapenemases estdo de fato ausentes. O isolamento e a caracterizagdo in vitro e
in vivo dos candidatos probidticos priorizados, sobretudo daqueles que combinam
auséncia de resisténcia adquirida e potencial de producdo de bacteriocinas, sdo o passo
necessario para transformar o potencial genomico em aplicagdo pratica. A integracdo de
dados de desempenho zootécnico e sanitario em estudos futuros também permitiria
responder a questdo de como a microbiota se relaciona com a saiude e a produtividade das
aves.

Para a avicultura, o trabalho traz trés mensagens principais. A primeira ¢ que a
microbiota comensal das aves ¢ um reservatorio relevante de genes de resisténcia,
inclusive de genes de importancia critica para a satde humana, o que refor¢a a
importancia do uso prudente de antimicrobianos e da vigilancia em uma perspectiva de
Satude Unica. A segunda é que Enterococcus cecorum merece atencio especifica na
vigilancia da resisténcia em frangos de corte. A terceira ¢ que a sele¢do de probioticos
deve incluir uma triagem genOmica de seguranga, ja que géneros tradicionalmente
considerados seguros podem carregar genes de resisténcia adquiridos. Disponibilizado
publicamente, o catalogo construido nesta tese pode servir de referéncia para essas

aplicacdes e para futuros estudos da microbiota aviaria.
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