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RESUMO

VIEIRA, Marcilio José, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2026.
Caracterizacao genotipica e perfil de viruléncia de Escherichia coli isolada da
cadeia produtiva de frangos de corte. Orientadora: Fernanda Simone Marks.

A avicultura brasileira apresenta crescimento expressivo nas Ultimas décadas,
consolidando o pais como um dos maiores produtores e o principal exportador
mundial de carne de frango. Esse modelo intensivo, embora eficiente, impde
desafios sanitarios relevantes, especialmente relacionados a circulacdo de
Escherichia coli ao longo da cadeia produtiva. Embora predominantemente
comensal, essa bactéria pode adquirir fatores genéticos que favorecem adaptacgéo,
persisténcia e potencial patogénico, representando riscos a biosseguridade e a
interface entre saude animal, humana e ambiental. O presente estudo tem como
objetivo caracterizar genotipicamente isolados comensais de Escherichia coli obtidos
de diferentes pontos da cadeia produtiva de frangos de corte, avaliando a
diversidade genética e a distribuicdo de genes associados a viruléncia aviaria em
relacdo a origem e ao tipo de amostra. Foram coletadas amostras de carcacas em
diferentes etapas do abate, aguas industriais, superficies de caixas de transporte e
swabs de fezes de trabalhadores em um abatedouro de Minas Gerais, totalizando
780 isolados de E. coli. A triagem inicial dos genes associados a E. coli patogénica
para aves (APEC) foi realizada por PCR multiplex, visando a deteccdo dos genes
iroN, ompT, hlyF, iss e iutA. Posteriormente, 38 isolados representativos foram
selecionados para sequenciamento genémico completo. A analise genémica revelou
elevada diversidade clonal, com predominancia dos filogrupos A e B1 e recorréncia
de tipos de sequéncia amplamente distribuidos. Observou-se alta frequéncia de
genes associados a adesao, especialmente fimH, enquanto genes relacionados a
captacao de ferro e a capsula apresentaram distribuicdo heterogénea. A maioria dos
isolados nao exibiu perfil classico completo de APEC, mas apresentou combinacdes
intermediarias de genes funcionais. A analise estratificada por origem indicou perfis
mais simples no produto final e maior variabilidade funcional em carcagas ao longo
do abate e em amostras ambientais, sugerindo redistribuicdo de linhagens durante o
processamento. De forma integrada, os resultados demonstram que a cadeia
produtiva avicola atua como um ambiente de convergéncia e manutengao de E. coli
com diferentes potenciais funcionais, reforcando a necessidade de estratégias de
vigilancia que considerem perfis genéticos intermediarios com relevancia sanitaria,
em consonancia com a abordagem de Saude Unica.



Palavras-chave: APEC; avicultura; colibacilose; genes de viruléncia; saude Unica;
sequenciamento gendmico completo



ABSTRACT

VIEIRA, Marcilio José, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2026.
Genotypic characterization and virulence profile of Escherichia coli isolated
from the broiler production chain. Adviser: Fernanda Simone Marks.

Brazilian poultry production has shown substantial growth over recent decades,
consolidating the country as one of the world’s largest producers and the leading
global exporter of chicken meat. Although efficient, this intensive production model
poses significant sanitary challenges, particularly regarding the circulation of
Escherichia coli along the production chain. While predominantly commensal, this
bacterium may acquire genetic traits that promote adaptation, persistence, and
pathogenic potential, representing risks to biosecurity and to the interface between
animal, human, and environmental health. The present study aimed to genotypically
characterize commensal Escherichia coli isolates obtained from different points of the
broiler chicken production chain, evaluating genetic diversity and the distribution of
avian-associated virulence genes according to sample origin and type. Samples were
collected from carcasses at different slaughter stages, industrial water, transport
crate surfaces, and fecal swabs from workers at a slaughterhouse in Minas Gerais,
Brazil, totaling 780 E. coli isolates. Initial screening for avian pathogenic E. coli
(APEC)-associated genes was performed using multiplex PCR targeting iroN, ompT,
hlyF, iss, and iutA. Subsequently, 38 representative isolates were selected for whole-
genome sequencing. Genomic analysis revealed high clonal diversity, with
predominance of phylogroups A and B1 and recurrence of widely distributed
sequence types. A high frequency of adhesion-associated genes, particularly fimH,
was observed, whereas genes related to iron acquisition and capsule formation
showed heterogeneous distribution. Most isolates did not exhibit a complete classical
APEC profile but displayed intermediate combinations of functional virulence genes.
Stratified analysis by origin indicated simpler genetic profiles in final products and
greater functional variability in carcasses during processing and in environmental
samples, suggesting redistribution of lineages throughout slaughter operations.
Overall, the results demonstrate that the poultry production chain acts as an
environment for convergence and maintenance of E. coli lineages with distinct
functional potentials, reinforcing the need for surveillance strategies that consider
intermediate genetic profiles of sanitary relevance, in line with the One Health
approach.



Keywords: APEC; colibacillosis; one health; poultry production; virulence genes;
whole-genome sequencing
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1. INTRODUGAO

A avicultura brasileira tem apresentado indices expressivos de crescimento nas
ultimas décadas, consolidando-se como um dos pilares do agronegocio nacional. No
entanto, a intensificagdo dos sistemas de producao tem sido associada a condi¢coes
que comprometem a resposta imunolégica dos animais e favorecem a disseminagao
de agentes infecciosos, uma vez que ambientes estressantes reduzem a capacidade
do sistema imune em conter infec¢cées (Ma et al., 2021), e fatores como elevada
densidade, tamanho dos plantéis e condi¢cdes sanitarias inadequadas contribuem para
0 aumento da transmissao de doencas nos rebanhos (Atterby et al., 2019).

Dentre os agentes bacterianos mais relevantes na avicultura, destaca-se
Escherichia coli, uma bactéria comensal do trato gastrointestinal das aves que, sob
determinadas condigbes, pode apresentar comportamento oportunista e patogénico.
Aves aparentemente sadias podem carrear cepas com perfis de viruléncia
preocupantes, tornando-se fontes de contaminagdo ao longo da cadeia produtiva
(Lopes et al., 2024).

As cepas patogénicas extraintestinais de E. coli, denominadas Escherichia coli
patogénicas para aves (APEC) (Barnes et al.,, 2003), estdo associadas a lesdes
inflamatodrias sistémicas, como aerosaculite, pericardite e peritonite, que resultam em
perdas zootécnicas e condenagdes de carcacgas. A caracterizagao desse patotipo é
baseada na presenca de genes de viruléncia, como iss, iutA, ompT, hlyF e iroN, que
estao funcionalmente associados a evasao do sistema imune, aquisicao de ferro e
resisténcia (Johnson et al., 2008).

Estudos anteriores reforgcaram a importancia desses genes como marcadores
epidemioldgicos, com prevaléncia superior a 75% em isolados clinicos de frangos de
corte (Joseph et al., 2023), sendo que ompT e hlyF foram detectados em 100% de
200 isolados clinicos analisados em outro estudo (Thomrongsuwannakij et al., 2020).
Essas investigacdes, realizadas com cepas patogénicas, servem como importante
referéncia comparativa para compreender a distribuicdo de genes de viruléncia em
diferentes contextos de isolamento.

No presente estudo sdo analisados isolados previamente considerados
comensais, naturalmente presentes na microbiota entérica das aves e no ambiente de

processamento, provenientes de aves saudaveis e de carcacas inspecionadas. Essa
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abordagem possibilita avaliar a ocorréncia desses mesmos marcadores em
populagdes nao clinicas, ampliando a compreensao sobre a circulagdao de
determinantes de viruléncia ao longo da cadeia produtiva.

Além das APEC, a presenca de patotipos diarreiogénicos (diarrheagenic E. coli
— DEC) em amostras avicolas também é uma preocupacao sanitaria, dada sua
reconhecida relevancia zoondética. Isso se deve a versatilidade genética da espécie,
que pode adquirir elementos de viruléncia e originar cepas com capacidade de causar
doencas intestinais e extraintestinais em humanos e animais (Pakbin et al., 2021).

Nesse contexto, a caracterizagdo genotipica de isolados de E. coli obtidos de
carcagas, ambiente e trabalhadores da cadeia avicola € essencial para o
entendimento da diversidade de perfis de viruléncia circulantes e para a formulacao
de estratégias integradas de monitoramento e controle, alinhadas a abordagem de

Saude Unica.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Importancia da cadeia produtiva avicola e riscos sanitarios associados

A avicultura brasileira tem apresentado crescimento expressivo nas ultimas
décadas, consolidando-se como um dos segmentos mais relevantes do agronegocio
nacional. O pais ocupa a posi¢ao de terceiro maior produtor mundial de carne de
frango e € o lider global em exportagbes (ABPA, 2025). Esse destaque internacional
se deve a elevada eficiéncia produtiva da cadeia avicola brasileira, resultante de
avancos na formulacao de racdes para monogastricos (Bikker; Jansman, 2023), da
intensificagdo dos sistemas de producédo (Kopler et al.,, 2023) e de condi¢cdes de
mercado favoraveis, como precos competitivos (Farkatova; Orszaghova, 2023).

A ampla aceitagcdo desse alimento, aliada ao seu baixo custo em relacao a
outras carnes, estimula sua presencga regular na dieta da populacao e reforca sua
importancia socioeconémica. No entanto, o avango da producdo em larga escala
impbe desafios sanitarios crescentes, uma vez que a carne de frango pode ser
contaminada por microrganismos durante diferentes etapas do processamento,
especialmente no abate e cortes, sendo necessario o controle desses agentes ao
longo da cadeia produtiva (HASSE; LARSEN, 2024)

Estudos recentes mostram que, mesmo em abatedouros modernos, ha

contaminagao persistente de Escherichia coli patogénica (APEC), tanto em carcacgas
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quanto em produtos finais. Em um estudo conduzido em frigorificos no estado de Sao
Paulo, 77 % dos isolados de E. coli obtidos de carcagas apresentaram perfil APEC,
com linhagens de Além disso, em um estudo conduzido por Lucio et al. (2025), foi
identificado que 86 % dos isolados de E. coli analisados apresentavam perfil APEC,
sendo a maioria resistente a antimicrobianos de importancia critica para a saude
humana. alto risco, como sorogrupos O78 e ST117 (Barbosa et al., 2023).

Esses resultados reforcam o risco sanitario associado a presencga de cepas
patogénicas e multirresistentes ao longo da cadeia produtiva, mesmo em ambientes
com rigorosos protocolos de controle. Adicionalmente, aves podem atuar como
importantes reservatérios de Escherichia coli diarreiogénicas (DEC), como
evidenciado por Amir et al. (2021), que identificaram patotipos como EPEC, STEC,
ETEC e EIEC em amostras fecais e de carne de frango oriundas de abatedouros
comerciais. Neste estudo, EPEC foi o patotipo mais prevalente, sendo detectado em
76 % das amostras fecais e em 90 % das amostras de carne. A presenca desses
patotipos em diferentes pontos da cadeia produtiva reforca a necessidade de
monitoramento continuo, dada sua relevancia para a saude publica e potencial
zoonotico.

2.2. Escherichia coli

A bactéria Escherichia coli foi inicialmente descrita em 1885 por Theodor Von
Escherich, sob a denominagdo de Bacterium coli commune, devido a sua
predominancia na microbiota intestinal de animais homeotérmicos (Koneman et al.,
2008). Essa bactéria Gram-negativa pertence a familia Enterobacteriaceae (Piatti &
Baldassi, 2007) e apresenta morfologia bacilar, metabolismo anaerébio facultativo,
sendo nao esporulada.

Algumas cepas sao moveis, com flagelos peritriquios, enquanto outras podem
ser imoveis. Sao microrganismos mesofilos, com crescimento ideal a 37 °C, embora
possam se multiplicar entre 18 °C e 44 °C. Seu tamanho varia de 1,1 a 1,5 uym de
largura por 2 a 6 ym de comprimento, podem formar colénias com diferentes
caracteristicas morfolégicas, variando de lisas a rugosas ou mucodides, dependendo
da cepa e das condi¢des de cultivo. (Koneman et al., 2008; Barnes, Vaillancourt &
Gross, 2008). Do ponto de vista bioquimico, E. coli € geralmente positiva para testes
de indol, lisina, motilidade e vermelho de metila, e negativa para urease, produgao de

gas hidrogénio e utilizacdo de citrato. A estrutura antigénica da célula bacteriana
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permite sua classificagao soroldgica, baseada no sistema proposto por Kauffmann em
1947, que utiliza antigenos somaticos (O), capsulares (K), flagelares (H) e fimbriais
(F), identificados por meio de reagées com antissoros especificos.

A maioria das cepas de E. coli sdo comensais e ndo possuem genes de
viruléncia, desempenhando, portanto, papel n&o patogénico. Essas bactérias
colonizam o intestino do hospedeiro logo apds o nascimento, sendo adquiridas da
matriz ou do ambiente, e permanecem ao longo da vida do individuo (Gyles, 1994).

No entanto, essa visdo mudou com o reconhecimento de que certos sorotipos
sdo capazes de causar doencgas entéricas e extraintestinais (Ferreira & Knobl, 2009).

Com base nos mecanismos especificos de viruléncia, E. coli patogénicas sao
agrupadas em patotipos, que podem ser classificados de acordo com o sitio de
infeccdo em cepas entéricas (INPEC) e extraintestinais (ExXPEC) (Frommel et al.,
2013). As cepas InPEC sao associadas a episodios de diarreia e apresentam
diferentes estratégias de invasdao do epitélio intestinal (Croxen & Finlay, 2010).
Atualmente, sdo reconhecidas pelo menos seis categorias principais de E. coli
diarreiogénica: E. coli enteropatogénica (EPEC), enteroinvasiva (EIEC),
enterotoxigénica (ETEC), enteroagregativa (EAEC), de aderéncia difusa (DAEC) e
produtora de toxina Shiga (STEC).

Entre as EXPEC, incluem-se as E. coli uropatogénicas (UPEC), envolvidas em
infeccdes do trato urinario; as causadoras de meningite neonatal (NMEC); e as E. coli
patogénicas para aves (APEC), responsaveis pela colibacilose aviaria (Kaper, Nataro
& Mobley, 2004). Apesar de ocuparem nichos distintos e apresentarem mecanismos
patogénicos variados, as cepas EXPEC podem compartilhar genes de viruléncia entre
si (Ferreira & Knobl, 2009).

2.3. Escherichia coli Patogénica para Aves (APEC)

Escherichia coli patogénicas para aves, denominadas APEC (Avian Pathogenic
Escherichia coli), representam uma das principais causas de perdas econémicas na
avicultura industrial, sendo responsaveis por elevados indices de morbidade e
mortalidade, além de condenacgdes de carcagas em abatedouros. Estas cepas estao
associadas a colibacilose, uma doenca extraintestinal que pode afetar aves em

diferentes fases de producdo e se manifestar clinicamente por aerosaculite,
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pericardite, perihepatite, celulite, sinovite, onfalite, osteomielite e septicemia
(FERREIRA et al., 2009; NOLAN et al., 2020).

APECs pertencem ao grupo das E. coli extraintestinais (EXPEC) e
compartilham diversas caracteristicas com cepas que causam infeccbes em humanos
(NOLAN et al., 2020), o que reforga o interesse por potenciais implicagdes zoondticas.
Contudo, do ponto de vista da avicultura, o principal foco recai sobre a sua elevada
viruléncia para as aves e a dificuldade de controle em sistemas intensivos de
producdo. Essas cepas possuem um conjunto de genes de viruléncia que lhes
conferem vantagem adaptativa para colonizar o hospedeiro, escapar do sistema
imune e disseminar-se pelos tecidos.

A caracterizagdo molecular das cepas de Escherichia coli patogénicas aviarias
(APEC) é baseada na identificacdo de genes associados a viruléncia, conhecidos
como VAGs (virulence-associated genes), os quais estao relacionados a diferentes
mecanismos envolvidos na patogénese extraintestinal. Nesse contexto, Johnson et al.
(2008) propuseram um conjunto de cinco marcadores considerados preditores
minimos para a triagem epidemiolégica de APEC, incluindo o gene iss, associado a
resisténcia ao sistema complemento e a sobrevivéncia sérica (Nolan et al., 2003; Pfaff-
McDonough et al., 2000; Rodriguez-Siek et al., 2005), o gene iutA, pertencente ao
operon da aerobactina e relacionado a aquisicao de ferro e a viruléncia em cepas
aviarias (Vidotto et al., 1991), o gene ompT, que codifica uma protease de membrana
externa, o gene hlyF, associado a produc¢ao de hemolisina, e o gene iroN, integrante
do locus iroBCDEN, envolvido na captagdo de ferro por meio do sideréforo
salmochelina (Dozois et al., 2003; Hantke et al., 2003).

Além desses marcadores minimos, diversos estudos tém demonstrado que
cepas de APEC e outras EXPEC podem apresentar um repertério mais amplo de
genes associados a adesao, invasao, captacao de ferro, resisténcia sérica e producao
de toxinas, os quais contribuem para diferentes estagios da patogénese (Kathayat et
al., 2021). Entre esses genes destacam-se aqueles relacionados a fimbrias adicionais,
sistemas alternativos de aquisi¢cao de ferro, capsula, toxinas autotransportadoras e
fatores associados a persisténcia no hospedeiro, frequentemente identificados em
isolados aviarios e humanos.

Alguns estudos tém discutido a possibilidade de que cepas de Escherichia coli

patogénicas para aves apresentem potencial zoonético, sobretudo no contexto da
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cadeia alimentar. Mitchell et al. (2015) demonstraram que isolados de E. coli
provenientes de produtos de carne de frango e ovos comercializados no varejo podem
apresentar perfis genéticos compativeis com ExXPEC humanas, levantando a hipotese
de que cepas aviarias possam atuar como fonte de infeccdo para o trato urinario
inferior em humanos.

De forma semelhante, Vincent et al. (2010) identificaram evidéncias que
sustentam o papel de alimentos de origem animal como reservatorios de E. coli
associadas a infec¢des urinarias. Esses achados n&do implicam necessariamente que
APEC e UPEC sejam patotipos indistintos, mas reforgam a existéncia de sobreposicao
genética e funcional entre cepas aviarias e humanas, possivelmente mediada pela
transferéncia horizontal de genes de viruléncia, especialmente por plasmideos
(Mellata, 2013; Markland et al., 2015).

2.4. Fatores de viruléncia

A colibacilose aviaria causada por APEC envolve uma variedade de fatores de
viruléncia que favorecem o desenvolvimento da infeccdo nas aves. Entre esses
fatores estdo as adesinas, invasinas, mecanismos de captacdo de ferro, toxinas,
resisténcia sérica, sistemas de dois componentes, quorum sensing, reguladores da
transcrigdo, sistemas de secrecéo e genes relacionados ao metabolismo bacteriano.
Tais elementos participam de diferentes estagios do processo infeccioso, como a
adesao e invasao celular, evasao de macréfagos, colonizagao tecidual, manutengao
na corrente sanguinea, replicagdo dentro das células hospedeiras, lise celular,
obtencao de nutrientes essenciais como ferro, resisténcia ao sistema complemento,
adaptacao ao estresse ambiental, mobilidade bacteriana e formacao de biofilmes
(Dziva & Stevens, 2008; Palaniyandi et al., 2013; Jiang et al., 2015; Sarowska et al.,
2019).

2.4.1 Adesinas

Séo estruturas localizadas na superficie bacteriana que desempenham papel
fundamental na fixagao de APEC as células do hospedeiro, o que é indispensavel para
sua colonizagao e inicio do processo infeccioso. Em cepas de APEC, destacam-se as
fimbrias dos tipos 1, P e S como principais formas de adesinas (Dziva & Stevens,

2008; Sarowska et al., 2019). Além disso, essas estruturas contribuem para a
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movimentagcdo bacteriana, formagao de biofiimes e aumento da capacidade de
sobrevivéncia no interior de macrofagos (Sarowska et al., 2019).

Entre as adesinas frequentemente investigadas em isolados de E. coli,
destaca-se o gene fimH, que codifica a adesina da fimbria do tipo 1, responsavel pela
adesao bacteriana a residuos de manose em células do hospedeiro (Klemm et al.,
1985; Krogfelt et al., 1990). Em cepas patogénicas de origem aviaria, as fimbrias do
tipo 1 tém sido associadas principalmente a fase inicial da infeccdo respiratéria,
contribuindo para a colonizagdo do trato respiratorio superior (Gross, 1994,
Pourbakhsh et al., 1997).

Além das fimbrias do tipo 1, genes associados ao operon pap (papC, papE,
papF e papG), responsaveis pela formagéo das fimbrias P, também tém sido descritos
em isolados aviarios e extraintestinais, estando relacionados a adesdo a células
epiteliais e a colonizagao de tecidos internos, especialmente em cepas com potencial

patogénico (Fernandez-Yanez et al., 2024).

2.4.2 Invasinas

Constituem um grupo de proteinas que contribuem para a entrada de
microrganismos patogénicos nas células do hospedeiro, exercendo fungao crucial nos
estagios iniciais da infeccdo por favorecerem a penetragcdo bacteriana (Dziva &
Stevens, 2008; Sarowska et al., 2019). Em isolados de APEC, ja foram identificados
diversos genes relacionados a essas proteinas invasoras, como ibeA (também
denominado ibe10), ibeB, tia (associado ao locus de invasao toxigénico) e gimB
(presente em ilha genética relacionada a meningite neonatal) (Maciel et al., 2017;
Wang et al., 2011; Wang et al., 2012).

Dentre os genes associados a invaséo celular, o gene ibeA merece destaque
por estar relacionado a capacidade de E. coli atravessar barreiras epiteliais e
endoteliais, sendo descrito principalmente em cepas extraintestinais e em isolados
associados a infecgdes sistémicas. Sua investigagdo em isolados aviarios contribui

para a compreensao do potencial invasivo dessas linhagens.

2.4.3 Mecanismos de captacao de ferro
O ferro € um micronutriente vital para o desenvolvimento e multiplicagcao de

bactérias no interior do hospedeiro, especialmente apds a colonizagdo ou invasao
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tecidual. APEC dispde de diversos mecanismos para obtengdo de ferro, os quais
envolvem a produgcdo de sideréforos, como aerobactina, salmochelina e
yersiniabactina, e o uso de transportadores especificos que capturam esse metal a
partir dos fluidos corporais (Dziva & Stevens, 2008; Sarowska et al., 2019). A aquisigao
e o transporte de ferro dependem de diferentes genes, como iucCD, iutA e aerJ
(relacionados a aerobactina); iroBCDEN (salmochelina); fyuA (yersiniabactina);
SitABCD e mntH (transportadores de ferro e manganés), entre outros (Silveira et al.,
2016; De Paiva et al., 2016; Delannoy et al., 2021; Thomrongsuwannakij et al., 2020;
Xu et al., 2019; Sabri et al., 2008).

Além dos sistemas de aerobactina, salmochelina e yersiniabactina, outros
genes relacionados a aquisi¢cado de ferro, como ireA, também tém sido descritos em
cepas de E. coli associadas a infeccbes extraintestinais, contribuindo para a

sobrevivéncia bacteriana em ambientes com restricdo desse micronutriente.

2.4.4 Toxinas

Representam substancias biolégicas nocivas que contribuem para a habilidade
da bactéria em invadir o organismo do hospedeiro e causar lesdes teciduais (Dziva &
Stevens, 2008; Sarowska et al., 2019). Em isolados de APEC, foram identificados
diversos genes responsaveis pela producao de diferentes toxinas, incluindo hlyF, hlyA
e hlyE (relacionadas a hemolisinas aviarias), vat (toxina autotransportadora com acao
vacuolizante) e sat (toxina autotransportadora secretada) (Maciel et al.,, 2017;
Delannoy et al., 2021; Zhuge et al., 2020; Thomrongsuwannakij et al., 2020; Xu et al.,
2019; Murase et al., 2016; Dou et al., 2016). Além dessas toxinas, o gene usp (specific
uropathogenic protein) tem sido reportado em isolados de E. coli extraintestinais
avaliados em painéis de viruléncia, ocorrendo em frequéncia intermediaria em

linhagens associadas a sepse humana (Ananias & Yano, 2008).

2.4.5 Resisténcia sérica

Os genes de viruléncia relacionados a resisténcia ao soro conferem a bactéria
a capacidade de se proteger contra os efeitos bactericidas do soro do hospedeiro.
Essa resisténcia pode ocorrer por meio da inibicdo da formagdo do complexo de
ataque a membrana, impedindo a ag¢dao do sistema complemento e,

consequentemente, evitando a lise da célula bacteriana (Dziva & Stevens, 2008). O
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gene iss (increased serum survival) é codificado por um plasmideo conjugativo do tipo
R, conhecido como ColV, com aproximadamente 100 kilobases, sendo um importante
fator envolvido na resisténcia ao soro, especialmente contra a acdo do sistema
complemento e a fagocitose. Esse gene esta frequentemente associado a isolados de
APEC com perfil septicémico (Gyles & Fairbrother, 2010). Tal resisténcia esta
relacionada a producgao de proteinas de membrana externa (OMPs), cuja expressao
€ induzida por esses genes (Monroy et al., 2005). Em estudo realizado por Pfaff-
McDonough et al. (2000), observou-se que o gene iss foi mais frequentemente
detectado em cepas classificadas como patogénicas em comparagdo as nao
patogénicas, o que indica uma possivel associacao desse fator com a capacidade de
causar doenca nas cepas APEC.

Além do gene iss, plasmideos do tipo ColV frequentemente carregam outros
determinantes associados a viruléncia, como o gene cvaC, relacionado a produgao de
colicina V, que pode conferir vantagem competitiva a bactéria frente a outras linhagens

da microbiota, favorecendo sua persisténcia no hospedeiro e no ambiente.

2.4.6 Outros fatores e mecanismos de viruléncia

Além dos fatores classicos, E. coli patogénica para aves (APEC) também
apresenta mecanismos adicionais de viruléncia e patogénese, como o sistema de
quorum sensing (QS), reguladores da transcrigdo, sistemas de dois componentes,
mecanismos de secregao e genes relacionados ao metabolismo bacteriano. Esses
elementos participam de diferentes etapas da infecgao, promovendo processos como
adeséo, invasao, colonizacdo e persisténcia nos tecidos do hospedeiro, além de
favorecerem a competicdo com outras bactérias, resisténcia as barreiras imunoldgicas
e a regulacao da resposta inflamatéria, o que contribui para a multiplicagao bacteriana
e o desenvolvimento da enfermidade (Palaniyandi et al., 2013; Jiang et al., 2015).

Além desses mecanismos, APEC frequentemente carrega grandes plasmideos
conjugativos que reunem combinagdes de genes associados a adaptacéo,
sobrevivéncia sistémica e persisténcia no hospedeiro. Esses plasmideos podem
conter operons de aquisigao de ferro, como iucABCD—iutA (aerobactina) e iroBCDEN
(salmochelina), além de sistemas adicionais de transporte, como sitABCD e etsABC,
e genes relacionados a resisténcia sérica, como iss. A presenga desses determinantes

tem sido associada ao aumento da capacidade de causar doenca, embora nao seja
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considerada essencial para o estabelecimento da infecgdo extraintestinal em aves,
atuando principalmente na aptiddao bacteriana e na persisténcia sistémica das
linhagens patogénicas (Cummins et al., 2019).

Adicionalmente, genes relacionados a sintese e exportagdo da capsula, como
kpsM e kpsT, tém sido descritos em isolados de APEC e outras EXPEC e estéo
associados a formagao de capsulas do grupo 2, estruturas que desempenham papel
importante na evaséo da resposta imune do hospedeiro (Smith, Boulnois & Roberts,
1990). A capsula contribui para a resisténcia a fagocitose e a agado do sistema
complemento, favorecendo a sobrevivéncia bacteriana na corrente sanguinea e a
disseminacgao sistémica. Dessa forma, a presenga de genes capsulares representa
um fator adicional de viruléncia, atuando de maneira complementar aos sistemas de

aquisicao de ferro e resisténcia sérica no contexto das infeccdes extraintestinais.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Caracterizar genotipicamente isolados comensais de Escherichia coli
provenientes da cadeia produtiva de frangos de corte, com foco na identificagdo de

genes de viruléncia por meio de PCR e sequenciamento genémico completo.

3.2 Obijetivos especificos

e Caracterizar geneticamente isolados comensais de Escherichia coli obtidos de
animais, ambiente e trabalhadores da cadeia produtiva avicola, com base na
presenca de genes de viruléncia associados a adaptagéo, persisténcia e
potencial patogénico.

e Detectar e analisar a distribuicido de genes de viruléncia associados ao patotipo
APEC nos isolados avaliados.

e Avaliar a influéncia das diferentes etapas do abate e das matrizes amostrais na
ocorréncia e distribuicdo de isolados comensais portadores de genes de

viruléncia.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Consideragoes éticas
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As amostras utilizadas neste estudo foram previamente coletadas no ambito de
projeto institucional aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Vigosa (CEP/UFV), ndo havendo realizagdo de novas coletas ou
intervengdes diretas em animais ou seres humanos. O presente trabalho caracteriza-
se como analise secundaria de material biolégico ja obtido, estando vinculado ao
projeto aprovado sob o Parecer Consubstanciado n° 3.207.089, CAAE
04536218.6.0000.5153, ndo sendo necessaria submissao especifica ao Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA).

4.2 Amostragem e coleta de amostras

As amostras utilizadas neste estudo foram previamente coletadas entre
setembro de 2022 e agosto de 2023. A coleta foi realizada em um abatedouro de
frangos localizado no estado de Minas Gerais, sob fiscalizacdo do Servigo de Inspecao
Municipal, com capacidade meédia de abate de 4.000 aves por dia. Foram amostrados
10 lotes distintos de frangos de corte. Foram coletadas amostras de carcagas por meio
da técnica de enxague (carcass rinse) em diferentes etapas do processamento: pos-
sangria, poés-depenagem, poés-evisceragdo, pos-chiller e pds-embalagem.
Adicionalmente, foram obtidas amostras de agua residual da escaldagem, agua do
chiller e agua industrial em cada lote. Também foram coletadas amostras de superficie
do piso de cinco caixas de transporte das aves. Como parte da abordagem integrada
da cadeia produtiva, amostras de swab de fezes foram coletadas de 10 funcionarios
que atuavam em diferentes setores da planta (area suja e area limpa).

Todas as amostras foram submetidas a cultivo microbioldgico para isolamento
de E. coli por métodos convencionais, com posterior identificacdo bioquimica. Os
isolados confirmados foram armazenados em meio BHI acrescido de 20% de glicerol,
a —80 °C, para posterior analise. Dessa forma, os isolados de E. coli obtidos refletem
cepas comensais do trato intestinal e do ambiente de abate, representativas da
microbiota tipica encontrada na cadeia produtiva de frangos de corte sob inspeg¢ao

sanitaria.

4.3 Extragao do DNA para PCR
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Os procedimentos de extragdo do DNA dos isolados foram realizados no
Laboratdrio de Sanidade de Aves e Suinos (LabSAS) do Departamento de Veterinaria
da Universidade Federal de Vigosa.

A partir dos isolados previamente armazenados, foi recuperada uma aliquota
de 100 pL e diluida em caldo BHI (1 mL), seguida de incubacgéao por 24 horas a 37 °C.
Apos o crescimento, as culturas foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos e o
sobrenadante descartado.

O pellet obtido foi ressuspendido em agua livre de nucleases (nuclease-free
water), homogeneizado e submetido a lise térmica em bloco aquecedor a 100 °C por
10 minutos, visando a ruptura da parede celular e liberagdo do material genético. Em
seguida, a amostra foi centrifugada novamente a 10.000 x g por 5 minutos. O
sobrenadante, contendo o DNA gendmico, foi cuidadosamente coletado e
armazenado a —20 °C em microtubos de 1,5mL até sua utilizacdo nas reagdes de
PCR.

4.4 Identificagdao de genes de viruléncia de APEC

A identificagdo dos genes de viruléncia foi realizada por PCR multiplex com o
objetivo de classificar os isolados quanto ao seu potencial patogénico para aves,
permitindo a triagem de possiveis cepas de E. coli patogénicas aviarias (APEC).

O protocolo adotado baseia-se na metodologia descrita por Johnson et al.
(2008), que propode critérios diagndsticos fundamentados na detecgao de um conjunto
de genes de viruléncia significativamente associados a cepas APEC, incluindo iroN,
ompT, hlyF, iss e iutA. Esses genes estado relacionados a mecanismos centrais de
viruléncia, como aquisicao de ferro (iroN e iutA), resisténcia ao sistema complemento
(iss), atividade proteolitica de membrana (ompT) e producdo de hemolisinas (hlyF).
De acordo com analises estatisticas realizadas no estudo de referéncia, a deteccao
simulténea de trés ou mais desses genes em um isolado de E. coli de origem aviaria
€ indicativa de potencial patogénico e compativel com o perfil APEC, enquanto a
auséncia desses marcadores ou a presencga isolada de apenas um gene esta
associada a linhagens classificadas como ndo patogénicas ou comensais.

As reagdes de PCR foram realizadas em volume total de 25 puL, contendo
12,5 L de Master Mix (incluindo tampao, MgCl,, dNTPs e Taq DNA polimerase),

0,5 uL (0,2 uM) de cada oligonucleotideo iniciador (forward e reverse) para os cinco
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genes-alvo, 5,5 uL de agua livre de nucleases e 2 uL de DNA gendmico da amostra.
Foram utilizados cinco pares de primers com base nas sequéncias especificas dos
genes iroN, ompT, hlyF, iss e iutA, os quais amplificam fragmentos de 553, 496, 450,
323 e 302 pares de bases, respectivamente (Tabela 1).

As condi¢des de amplificacdo seguiram os parametros de desnaturagéo inicial
a 94 °C por 2 minutos, seguida de 25 ciclos compostos por desnaturagédo a 94 °C por
30 segundos, anelamento a 63 °C por 30 segundos e extensdo a 68 °C por 3 minutos.
Ao final dos ciclos, foi realizada uma extenséo final a 72 °C por 10 minutos. As reacoes
foram conduzidas no termociclador Applied Biosystems Veriti Dx 96.

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose
a 2%, preparado com 250 mL de tamp&o TBE 0,5X e 5g de agarose, contendo
GelRed® como agente intercalante fluorescente, adicionado na propor¢ao de 0,25 pL
para cada 10 mL de gel. A mistura foi vertida em forma com dois pentes de 26 pogos,
totalizando 52 cavidades, e deixada em repouso até completa solidificacdo. As
amostras amplificadas foram aplicadas nos pogos juntamente com marcador de peso
molecular de 100 pares de bases. A corrida eletroforética foi conduzida a 180 volts
por aproximadamente 2 horas, e a visualizacdo dos fragmentos foi realizada em

transiluminador UV (L-pix, Loccus Biotechnology®), com posterior registro digital.

TABELA 1. Primers utilizados na PCR multiplex para detecg¢ao de genes de viruléncia

associados a APEC.

Gene Funcgao relacionada a Tamanho
Sequéncia dos primers (5'-3')
alvo viruléncia (pb)
iroN Aquisicao de ferro via iroN-F: AATCCGGCAAAGAGACGAACCGCCT 553
salmochelina iroN-R: GTTCGGGCAACCCCTGCTTTGACTTT
ompT Protease de membrana ompT-F: TCATCCCGGAAGCCTCCCTCACTACTAT 496
externa (evasao imune) ompT-R: TAGCGTTTGCTGCACTGGCTTCTGATAC
hlyF Produgéo de hemolisinas hlyF-F: GGCCACAGTCGTTTAGGGTGCTTACC 450
hlyF-R: GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG
Iss Sobrevivéncia no soro iss-F: CAGCAACCCGAACCACTTGATG 323
(resisténcia ao iss-R: AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA
complemento)
iutA Aquisicao de ferro via iutA-F: GGCTGGACATCATGGGAACTGG 302
aerobactina iutA-R: CGTCGGGAACGGGTAGAATCG

Fonte: Adaptado de Johnson et al., 2008.
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4.5 Sequenciamento completo e analises de bioinformatica

Foram selecionados 38 isolados, provenientes de diferentes pontos e lotes da
cadeia produtiva, para analise por sequenciamento genémico completo.

Os isolados foram enviados ao servico MicrobesNG, sendo realizada a
extracao e purificagdo do DNA genémico, bem como a preparagao das bibliotecas e
0 sequenciamento genémico completo (https://microbesng.com/). O sequenciamento
foi conduzido na plataforma lllumina, utilizando a estratégia paired-end. Os dados
brutos gerados foram processados por meio de analises bioinformaticas in silico).

Inicialmente, foi realizada a avaliagao da qualidade das leituras por meio do
software FastQC (Andrews, 2010). Em seguida, realizou-se a filtragem de bases de
baixa qualidade utilizando o Trimmomatic (Bolger et al., 2014). A fim de obter os
melhores contigs e scaffolds, a montagem dos genomas foi realizada pelo método
de novo, utilizando o software Unicycler (Wick et al., 2017), posteriormente a
qualidade das montagens foi avaliada com o QUAST (Gurevich et al., 2013).

A anotagéo gendmica foi conduzida utilizando o software PROKKA (Seemann,
2014). A triagem de genes de viruléncia foi realizada por meio da comparacgao das
sequéncias gendmicas com o Virulence Factors Database (VFDB) (Chen et al., 2005),
utilizando a plataforma ABRIicate (Seemann, 2020). Os isolados também foram
caracterizados quanto ao tipo de sequéncia (Sequence Type - ST) por meio da analise
de MLST (Multilocus Sequence Typing), utilizando o software mist (Seemann, 2023),
bem como quanto ao filogrupo, por meio da ferramenta EzClermont (Waters et al.,
2020).

As andlises comparativas do pangenoma foram realizadas através da
plataforma Roary (Page et al., 2015) e o melhor modelo de substituicdo de
nucleotideos foi determinado com o ModelTest-NG (Darriba et al., 2020). A arvore
filogenética foi construida por meio do software IQ-TREE (Nguyen et al., 2014) e

visualizada por meio da plataforma iTOL (Letunic & Bork, 2024).

4.6 Analise dos dados obtidos
Os dados obtidos foram organizados em planilhas eletrénicas e analisados por
meio de abordagens descritiva, inferencial e interpretativa. Inicialmente, realizou-se a

caracterizagao da frequéncia absoluta e relativa dos genes de viruléncia associados
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ao patotipo APEC (iroN, ompT, hlyF, iss e iutA), bem como de genes adicionais
identificados por sequenciamento gendmico, considerando a origem e o tipo das
amostras analisadas.

A distribuicdo dos genes de viruléncia foi avaliada ao longo das diferentes
etapas do abate (pds-sangria, pos-depenagem, pos-evisceragao, pos-chiller e pos-
embalagem), com o objetivo de descrever possiveis variagbes na ocorréncia de
isolados comensais portadores desses determinantes ao longo da linha de
processamento. De forma complementar, as frequéncias génicas também foram
descritas de acordo com os diferentes tipos de amostras, incluindo carcagas, ambiente
industrial, fezes de origem animal e fezes humanas, permitindo a identificacdo de
padroes de ocorréncia associados as diferentes matrizes da cadeia produtiva.

Além das analises de frequéncia, foi calculada a média do numero total de
genes associados ao perfil APEC por isolado, estratificada segundo a origem e o tipo
de amostra, como forma de estimar a carga global de determinantes de viruléncia
presente em cada grupo avaliado.

Os resultados obtidos a partir do sequenciamento genémico foram integrados
as analises descritivas e inferenciais, possibilitando a avaliagao conjunta dos perfis de
genes de viruléncia, dos tipos de sequéncia (STs), dos filogrupos e da origem dos
isolados. Essa integracdo permitiu uma interpretacéo epidemiolégica e funcional dos
dados, com foco na circulagéo, persisténcia e possivel amplificagcédo de linhagens
comensais portadoras de genes de viruléncia ao longo da cadeia produtiva avicola.

A organizagao dos dados foram realizadas com o auxilio do software Microsoft
Excel, enquanto as analises genbmicas utilizaram ferramentas de bioinformatica
especificas empregadas nas etapas de montagem, anotagdo e caracterizagdo dos
genomas, garantindo a sistematizagéo, a consisténcia e a clareza na interpretagcao

dos resultados obtidos.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Isolamento de Escherichia coli ao longo da cadeia produtiva
A caracterizacio dos isolados de E. coli avaliados neste estudo teve inicio com
a analise das taxas de positividade e de isolamento ao longo das diferentes categorias

e tipos de amostras coletadas na cadeia produtiva avicola.



27

Ao todo, foram coletadas 530 amostras provenientes de diferentes pontos do
processo produtivo, abrangendo matrizes ambientais, carcagas em distintas etapas
do abate, amostras de origem animal e humana. Destas, 411 apresentaram resultado
positivo para E. coli, totalizando 780 isolados recuperados. A Tabela 2 apresenta a
distribuicdo das amostras coletadas e positivas para E. coli, bem como os respectivos
percentuais, organizados de acordo com a origem e o tipo de amostra analisados.
TABELA 2. Distribuicdo das amostras analisadas, amostras positivas para
Escherichia coli e isolados recuperados, segundo origem e tipo de amostra ao longo

da cadeia produtiva avicola.

Amostras Amostras
. . . Isolados E.
Origem Tipo coletadas | positivas para E. | % total (411) .
. coli (%)
(%) coli (%)

Agua industrial 10 (1,9) 5(50,0) 1,2% 8(1,0)

Environmental |Agua escaldagem 0(1,9) 7 (70,0) 1,7% 27 (3,5)

Agua chiller 0(1,9) 9 (90,0) 2,2% 14 (1,8)
Carcacga ap0s sangria 100 (18,9) 76 (76,0) 18,5% 142 (18,2)
Carcaca apés depenagem | 100 (18,9) 3 (83,0) 20,2% 160 (20,5)

Feedstock

Carcaca ap0s evisceracao | 100 (18,9) 91 (91,0) 22,1% 166 (21,3)
Carcacga ap06s chiller 100 (18,9) 65 (65,0) 15,8% 111 (14,2)

Food Carcaca apés embalagem 40 (7,5) 0 (75,0) 7,3% 54 (6,9)

Animal Fezes animal 50 (9,5) 35 (70,0) 8,5% 57 (7,3)

Human Funcionarios 10 (1,9) 10 (100,0) 2,4% 41 (5,3)
Total 530 (100,0) 411 (77,5) 100,0% 780 (100,0)

Fonte: Elaboragéo propria (2026)

Conforme apresentado na Tabela 2, observou-se variagdo expressiva nas

taxas de positividade para E. coli entre os diferentes tipos de amostras analisadas,
bem como diferengas relevantes na contribui¢cao relativa de cada matriz para o total
de amostras positivas. No conjunto geral, 411 das 530 amostras analisadas (77,5%)
apresentaram resultado positivo para E. coli, confirmando a ampla distribuicao desse
microrganismo ao longo da cadeia produtiva avicola, compativel com sua natureza
comensal e com sua persisténcia em ambientes associados a produgao animal.
Entre as amostras ambientais, a agua industrial apresentou a menor taxa de
positividade (50,0%), enquanto a agua de escaldagem (70,0%) e, principalmente, a

agua de chiller (90,0%) exibiram percentuais progressivamente mais elevados.
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Embora o numero absoluto de amostras ambientais seja reduzido, esse gradiente
sugere maior exposigao dessas matrizes a carga bacteriana oriunda das carcagas ao
longo do processamento, refletindo a dindmica de transferéncia microbiana
caracteristica do ambiente industrial. Uma possivel hipotese para esse padrdo esta
relacionada a ocorréncia de contaminagao cruzada, especialmente no sistema de
chiller, onde ha recirculagdo de agua e contato continuo entre multiplas carcagas,
favorecendo o acumulo progressivo de microrganismos ao longo do processo.

As etapas relacionadas as carcagas concentraram as maiores taxas de
positividade e a maior contribuicdo para o total de amostras positivas do estudo. As
carcagas apos sangria apresentaram positividade de 76,0%, enquanto as amostras
coletadas apds a depenagem e apds a evisceragao exibiram os percentuais mais
elevados, de 83,0% e 91,0%, respectivamente. Essas mesmas etapas também
representaram as maiores proporgdes de amostras positivas no conjunto analisado,
com destaque para a carcaga apos evisceragao (22,1% do total de amostras positivas)
e apos depenagem (20,2%).

Esses resultados indicam que as fases iniciais e intermediarias do abate
constituem pontos criticos para a recuperagao de E. coli, possivelmente em fungao da
manipulacdo intensiva das carcacas e do contato frequente com superficies,
equipamentos e utensilios, condicdes que favorecem a ocorréncia de contaminagao
cruzada decorrente da transferéncia direta ou indireta de microrganismos entre
materiais contaminados e ndo contaminados (Stadtlober et al., 2024). Além disso,
falhas nos procedimentos de higienizagao, como a desinfeccéao insuficiente de facas
ao longo do abate, podem contribuir para a disseminagao microbiana entre diferentes
carcagas e cortes (Rocha, Vilela & Pinto, 1999; Franco & Landgraf, 2008; Swart et al.,
2016).

A carcacga apos o chiller apresentou redugao na taxa de positividade em relacéo
as etapas anteriores (65,0%), porém ainda contribuiu de forma expressiva para o total
de amostras positivas (15,8%). Esse achado é relevante, pois demonstra que, mesmo
apos etapas destinadas a redugao da carga microbiana, E. coli permanece detectavel
em proporgcado consideravel, uma vez que intervengdes como a lavagem reduzem
significativamente as contagens bacterianas, mas nao promovem redugdes adicionais
expressivas ao longo do resfriamento, mantendo niveis relativamente constantes

durante o processo de chiller (Buess et al., 2019). Dessa forma, reforca-se a
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importancia dessa etapa para a avaliagdo do risco microbiolégico ao final do
processamento, considerando que analises detalhadas do abate identificam as fases
entre a depenagem e a evisceragdo, bem como a lavagem apos a evisceragao, como
pontos-chave na dindmica das contagens microbianas nas carcagas (Buess et al.,
2019).

As amostras de fezes animais apresentaram taxa intermediaria de positividade
(70,0%) e contribuiram com 8,5% do total de amostras positivas, refletindo a
composi¢cado natural da microbiota intestinal das aves. Em contraste, as amostras
humanas, representadas por isolados provenientes de funcionarios, apresentaram
positividade de 100,0%, embora com contribuigdo percentual reduzida no conjunto
total (2,4%), resultado que deve ser interpretado com cautela em fungdo do numero
limitado de amostras analisadas nesse grupo.

De forma geral, os dados evidenciam que a positividade para E. coli e sua
representatividade ao longo da cadeia produtiva ndo sdo homogéneas entre os
diferentes tipos de amostras, podendo estar relacionado a intensidade de
manipulagédo, a carga organica e a dindmica de contaminagdo cruzada durante o
abate. Essa heterogeneidade justifica a realizagdo das analises subsequentes
estratificadas por tipo e origem das amostras, uma vez que diferengas nas taxas de
positividade podem influenciar a distribuicdo dos genes de viruléncia, a identificagao
de isolados com potencial APEC e os perfis gendmicos avaliados nas etapas

posteriores deste estudo.

5.2 Distribuicao dos genes de viruléncia associados ao perfil APEC

A partir da recuperacéo e distribuicdo dos isolados de E. coli ao longo da cadeia
produtiva, procedeu-se a caracterizagao molecular desses microrganismos com foco
na detecgao de genes de viruléncia classicamente associados ao perfil APEC. Embora
os isolados analisados neste estudo sejam predominantemente provenientes de
amostras comensais de aves e humanos sadios e de carcacas sem alteragdes, a
triagem dos genes iroN, ompT, hlyF, iss e iutA permite avaliar o potencial de viruléncia
presente nessa populagao bacteriana.

Dessa forma, a analise da frequéncia desses determinantes fornece subsidios
importantes para compreender a circulagao e a distribuicado de fatores de viruléncia
ao longo das diferentes etapas do processamento avicola.
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Grafico 1. Frequéncia dos genes de viruléncia associados ao perfil APEC entre os

780 isolados de Escherichia coli.
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Fonte: Elaboragao propria (2026)

Conforme apresentado no Grafico 1, os genes de viruléncia associados ao
perfil APEC foram detectados com frequéncias moderadas entre os 780 isolados
comensais avaliados. O gene ompT apresentou a maior frequéncia (45,77%), seguido
por hlyF (44,62%) e iutA (40,64%). Os genes iss (38,21%) e iroN (36,54%) também
foram identificados em propor¢ao expressiva da populagao avaliada. Esses resultados
indicam que uma parcela consideravel dos isolados carrega um ou mais marcadores
tradicionalmente vinculados ao perfii APEC, ainda que nao necessariamente
expressem fendtipo patogénico.

Achados semelhantes foram relatados por Laopiem et al. (2025), que
observaram que, mesmo entre aves clinicamente saudaveis, os genes ompT e hlyF
também figuraram entre os marcadores de maior frequéncia. Segundo os autores,
essa distribuicdo indica que esses determinantes plasmidiais podem estar
amplamente disseminados na microbiota comensal de frangos, sem representar
necessariamente um carater patogénico. Assim, o padrdo observado no presente
estudo corrobora a literatura ao demonstrar que ompT e hlyF podem constituir
elementos genéticos estaveis e persistentes ao longo da cadeia produtiva, presentes
tanto em isolados comensais quanto em isolados de animais doentes.

Para compreender se esses marcadores apresentam distribuicdo diferenciada

by

entre os tipos de amostra, categorias e etapas do abate, procedeu-se a analise
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estratificada das frequéncias de cada gene conforme o local de origem dos isolados
(Grafico 2).

Grafico 2. Frequéncia de genes de viruléncia APEC por origem de amostra (animal,

feedstock, environmental, food e human).
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Fonte: Elaboragao propria (2026)

A distribuicdo dos genes de viruléncia associados ao perfil APEC variou de
acordo com a categoria de origem das amostras analisadas (Grafico 2). Entre os
grupos avaliados, os isolados provenientes da categoria Feedstock apresentaram as
maiores frequéncias dos cinco marcadores investigados, com destaque para ompT
(50,43%), hlyF (49,74%) e iutA (47,67%). Essa tendéncia também foi observada na
categoria Food, que registrou frequéncias elevadas para ompT e hlyF (48,15%), além
de valores expressivos para iss (42,59%).

Nas categorias Environmental e Animal, os genes apresentaram frequéncias
intermediarias, variando majoritariamente entre 20% e 30%, padrao compativel com
isolados comensais presentes em matrizes ambientais e intestinais. Ja os isolados
classificados como Human exibiram as menores frequéncias gerais, especialmente
para iutA (9,76%) e hlyF (14,63%), refletindo a baixa carga de genes tradicionalmente
associados ao perfil APEC neste grupo.

Esses resultados mostram que, embora os isolados avaliados sejam
predominantemente comensais, ha variacbes importantes na distribuicdo dos

marcadores de viruléncia entre as diferentes categorias de amostra, sugerindo
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diferengas na pressao seletiva e na dindmica de circulagéo desses genes ao longo da

cadeia produtiva.

Grafico 3. Frequéncia de genes de viruléncia APEC por tipo de amostra
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Fonte: Elaboragao propria (2026)

A distribuicdo dos genes de viruléncia associados ao perfil APEC apresentou
um comportamento heterogéneo entre os diferentes tipos de amostras avaliadas
(Grafico 3), permitindo identificar padrdées claros de persisténcia e amplificagao
desses marcadores ao longo do fluxo de abate. Nas etapas em que a carcaga passa
por manipulagdes sucessivas, observou-se um aumento consistente na frequéncia de
todos os cinco genes avaliados, revelando que o ambiente industrial funciona como
um ponto critico de selecao e disseminacao desses determinantes.

Na carcaga poés-chiller, etapa imediatamente anterior ao armazenamento e
reconhecida como um ponto critico para a transferéncia bacteriana via agua, foram
registradas algumas das maiores frequéncias observadas no estudo: ompT e hlyF
atingiram 57,7%, seguidos por iss (49,5%), iutA (49%) e iroN (41,4%). Esses valores,
superiores aos registrados nas etapas iniciais do abate, sugerem um processo de
acumulo e homogeneizagao microbiana durante o resfriamento por imersédo. Esse
fendmeno pode ser explicado pela imersao simultanea de multiplas carcagas em agua

recirculante, favorecendo o desprendimento de microrganismos da superficie das
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carcagas e sua redistribuicdo no meio, promovendo contaminagdo cruzada e maior
uniformizacédo da carga bacteriana entre as amostras.

Segundo Ghasemian et al. (2024), E. coli pode ser detectada em todas as
etapas do abate, incluindo apos o resfriamento, e sua persisténcia no pés-chiller
ocorre porque O processo, embora reduza a carga bacteriana, nao elimina
completamente cepas previamente aderidas a pele ou introduzidas no tanque por
carcagas contaminadas. Os autores ressaltam que a composi¢do microbioldgica da
agua do chiller é fortemente influenciada pela carga inicial das aves, o que favorece a
redistribuicdo de microrganismos entre carcagas quando o sistema opera com grande
volume e renovacgao limitada.

Nesse sentido, os resultados obtidos no presente estudo convergem com as
observagdes de Pinheiro et al. (2021), que, ao analisar os mesmos cinco genes de
viruléncia ao longo da linha de abate, identificaram maior numero de marcadores
associados a viruléncia justamente no ponto pés-chiller. Para esses autores, tal
padrao ndo implica aumento da contaminagao durante o resfriamento, mas sim que
cepas portadoras desses determinantes genéticos podem sobreviver ao
processamento e ser recuperadas mesmo apos as etapas finais. Além disso, a
elevada ocorréncia de potenciais APEC no pré-chiller observada por Pinheiro et al.
(2021) reforca que o sistema de resfriamento por imersao constitui uma fase critica,
na qual processos de contaminacao cruzada entre carcacas sao favorecidos.

Assim, o comportamento observado neste estudo ndo apenas € compativel
com a persisténcia microbiana descrita por Ghasemian et al. (2024), mas também
corrobora as evidéncias de que o chiller atua, na pratica, como um ponto de
redistribuicdo de microrganismos ao longo da cadeia produtiva, mesmo sob condi¢des
que promovem reducéao geral da carga bacteriana. Esse conjunto de achados destaca
a relevancia de medidas de controle voltadas ao monitoramento da agua do chiller e
da carga microbiana inicial das aves, dada sua contribuicédo direta para a manutengao
e circulacao de isolados portadores de genes de viruléncia.

A carcacga pds-evisceragao e a carcaga pos-depenagem também apresentaram
frequéncias elevadas e relativamente estaveis, indicando que os marcadores de
viruléncia estao presentes desde o inicio das etapas industriais e se mantém ao longo
do processo. Por exemplo, na pés-evisceragdo, ompT alcangou 50%, hlyF 48,8%, e

iutA 48,8%, sugerindo que a ruptura de visceras e o contato da carcaga com
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superficies e equipamentos podem contribuir para introdugdo ou ampliacdo desses
genes no ambiente de processamento.

O comportamento das amostras ambientais apresentou contraste importante
em relagdo as carcagas. A agua industrial, que ndo entra em contato direto com
material organico proveniente das aves, exibiu as menores frequéncias dos genes
avaliados (12,5% para todos os marcadores). Esses valores reduzidos estdo de
acordo com o esperado para ambientes de menor pressdo de contaminagao fecal,
refletindo um cenario de baixa circulacédo de E. coli portadoras desses determinantes.
Ja as aguas de escaldagem e chiller, por estarem em etapas criticas de contato com
carcacgas, apresentaram frequéncias intermediarias, evidenciando maior exposicao a
carga bacteriana oriunda das aves e dos equipamentos de processamento. Este
padrao refor¢ca que aparentemente ndo € a agua a principal fonte original da presenca
dos genes, mas sim os proprios animais e a dinamica de contaminagao cruzada ao
longo da linha industrial.

As fezes animais apresentaram frequéncias moderadas (21%—26%),
compativeis com a natureza comensal das E. coli estudadas, enquanto as fezes
humanas exibiram valores ainda menores (9%—-24%). Esse gradiente sugere que,
embora os genes avaliados sejam caracteristicos de APEC, sua presenca em isolados
comensais ndo € incomum, mas nao atinge os niveis observados nas etapas
industriais, indicando que o ambiente de abate amplifica a exposicdo e circulacéo
desses marcadores mais do que a microbiota original humana ou animal. No grupo de
funcionarios, incluido como indicador de exposicao indireta, as frequéncias foram as
menores entre todos os tipos de amostras, reforcando seu papel como controle
negativo e evidenciando que as maiores ocorréncias dos genes estdo, de fato,
vinculadas aos pontos da cadeia produtiva com maior carga organica e manipulagao
de carcacas.

Além da analise da frequéncia individual dos genes associados ao perfil APEC,
foi avaliada a média do numero total de genes detectados por isolado, considerando
a origem amostra (Tabela 3 e Grafico 4), independentemente do marcador especifico
analisado. Essa abordagem permite uma avaliagdo integrada da carga de

determinantes de viruléncia presentes em cada grupo amostral.
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TABELA 3. Média do numero de genes associados ao perfil APEC por origem da

amostra.

Origem Média total de genes APEC Total de isolados
Animal 1,18 57

Environmental 1,33 49

Feedstock 2,28 579

Food 2,13 54

Human 0,88 41

Total Geral 2,06 780

Fonte: Elaboragao propria (2026)

Grafico 4. Média do numero de genes associados ao perfil APEC por isolado de

Escherichia coli, segundo a origem da amostra, independentemente do gene avaliado.
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Fonte: Elaboragéo propria (2026)

Observou-se que os isolados provenientes das amostras classificadas como
Feedstock apresentaram a maior média de genes associados ao perfil APEC por
isolado (2,28), seguidos pelas amostras do tipo Food (2,13). As amostras ambientais
apresentaram média intermediaria (1,33), enquanto os isolados de origem animal
apresentaram média de 1,18 genes por isolado. As amostras humanas apresentaram
a menor média de genes associados ao perfil APEC (0,88). Considerando o conjunto
total dos isolados analisados, a média geral foi de 2,06 genes APEC por isolado.

De forma complementar, a média do numero de genes associados ao perfil

APEC também foi avaliada considerando a origem especifica das amostras ao longo
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da cadeia produtiva (Tabela 4 e Grafico 5), permitindo uma analise mais detalhada

da distribuicdo da carga de viruléncia entre os diferentes pontos de coleta.

TABELA 4. Média do numero de genes associados ao perfil APEC por tipo de

amostra.

Tipo Média total de genes APEC Total de isolados
Agua de chiller 1,14 14
Agua de escaldagem 1,63 27
Agua industrial 0,63 8
Carcaga ap6s chiller 2,52 111
Carcacga apo6s depenagem 2,18 160
Carcaga ap0s evisceragao 2,27 166
Carcacga ap0s sangria 2,23 142
Carcaga p6s embalagem 2,13 54
Fezes animal 1,18 57
Fezes humanas 0,88 41
Total Geral 2,06 780

Fonte: Elaboragao propria (2026)

Grafico 5. Média do numero de genes associados ao perfil APEC por isolado de

Escherichia coli, segundo o tipo de amostras ao longo da cadeia produtiva.
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Fonte: Elaboragéo propria (2026)

As maiores médias do numero de genes associados ao perfil APEC foram

observadas nos isolados provenientes de carcacas apos o resfriamento em chiller
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(2,52), seguidos pelas amostras coletadas apds a evisceragao (2,27), apds a sangria
(2,23) e ap6s a depenagem (2,18). As carcagcas apdés a etapa de embalagem
apresentaram média de 2,13 genes por isolado.

Entre as amostras ambientais, a agua de escaldagem apresentou média de
1,63 genes APEC por isolado, enquanto a agua de chiller apresentou média de 1,14
e a agua industrial a menor média observada (0,63). As amostras de fezes de origem
animal apresentaram média de 1,18 genes por isolado, enquanto as fezes humanas
apresentaram meédia inferior (0,88).

Considerando que a analise da média do numero de genes associados ao perfil
APEC evidencia diferengas relevantes entre tipos de amostra, torna-se necessario
avaliar também a proporcédo de isolados que atingem critérios classicos de
classificagdo como APEC. Assim, no Grafico 6 é apresentado a frequéncia de
isolados com potencial APEC (caracterizadas pela presenga de = 3 genes),

estratificada por origem de amostra.

Grafico 6. Frequéncia de isolados com potencial APEC (= 3 genes) por origem de

amostra
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Fonte: Elaboragéo propria (2026)

Como demonstrado no Grafico 6, a maior frequéncia de isolados
caracterizados como APEC foi observada nas amostras provenientes do Feedstock
(47,67%), seguidas pelas amostras da categoria Food, representadas pelas carcagas
ja embaladas (46,30%). Esses valores elevados sugerem que, mesmo apos etapas
de processamento e redu¢cdo microbiana, uma propor¢ao consideravel das E. coli

ainda mantém perfis genéticos compativeis com linhagens APEC, reforcando a
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hipétese de persisténcia e disseminagao de cepas potencialmente virulentas durante
o abate.

Os isolados de ambiente industrial exibiram frequéncia intermediaria (24,49%),
compativel com o grau de contaminagdo secundaria esperado para superficies e
aguas que entram em contato repetido com carcagas e equipamentos, uma vez que
a microbiota presente nas instalagdes de abate tende a refletir parcialmente a
microbiota dos animais processados, contribuindo para a disseminacdo de
microrganismos indicadores ao longo do sistema produtivo (Barros et al., 2006). Ja as
amostras da categoria animal, compostas pelos isolados de fezes das caixas de
transporte das aves, apresentaram frequéncia de 24,56%, indicando que apenas uma
parcela dos microrganismos presentes na microbiota entérica das aves carrega
determinantes de viruléncia associados ao perfil APEC. Esse achado é consistente
com estudos que demonstram que a maior parte das E. coli intestinais € comensal e
que caracteristicas de viruléncia tendem a emergir ou se concentrar apds a
manipulacédo das carcacas durante o processamento industrial, uma vez que fatores
associados a viruléncia conferem vantagens adaptativas, maior capacidade de
sobrevivéncia e persisténcia fora do ambiente intestinal (Ramos et al., 2020).

As amostras humanas, por sua vez, apresentaram a menor frequéncia de
isolados com potencial APEC (17,07%). Embora inferior a observada nos demais
grupos, esse percentual ndo é desprezivel e refor¢ca a discussao acerca do possivel
compartilhamento de genes de viruléncia entre isolados de origem aviaria e humana,
em consonancia com evidéncias previamente descritas na literatura, que apontam
para a elevada fluidez genética de E. coli entre diferentes hospedeiros e ambientes
(Rodriguez-Siek et al., 2005; Manges, 2016).

De forma geral, o padrao observado sugere que a pressao seletiva e a dinamica
de contaminagao ao longo do abate favorecem a maior detecgéo de perfis APEC nas
etapas subsequentes ao processamento, especialmente nas carcagas apoés
depenagem, evisceragao e embalagem, indicando que o ambiente industrial pode
atuar como amplificador ou seletor de cepas com maior carga de fatores de viruléncia.
Esse comportamento também reforga a importancia de medidas de controle sanitario
e monitoramento microbioldgico ao longo de toda a linha de processamento, evitando

a disperséao de isolados com potencial patogénico.
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No Grafico 7 é detalhado a distribuicdo dos isolados com potencial APEC (= 3
genes) considerando cada tipo de amostra coletada ao longo da cadeia produtiva. A
analise estratificada revela um padrao consistente com o observado nos graficos
anteriores, mas agora permite identificar exatamente em quais etapas do abate ocorre

maior concentragao de isolados com caracteristicas compativeis ao perfil APEC.

Grafico 7. Frequéncia de isolados com potencial APEC (= 3 genes) por tipo de

amostra
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Fonte: Elaboragéo propria (2026)

As maiores frequéncias de isolados com potencial APEC foram observadas nas
carcagas apos o chiller (56,8%), seguidas pelas carcacas apos a evisceragao (46,4%)
e apos a depenagem (44,4%). Esse comportamento sugere que o ambiente industrial
ao longo do processamento exerce forte influéncia na redistribuicdo microbiana. A
etapa do chiller, em particular, frequentemente associada a ocorréncia de
contaminagao cruzada, parece atuar como um amplificador da disseminagéo de
Escherichia coli portadoras de multiplos genes associados a viruléncia, uma vez que
a contaminacéo cruzada exerce papel determinante nos niveis de E. coli observados
em carcagas apos essa etapa do processamento (Munther et al., 2016). Estudos

prévios também indicam que, em tanques de resfriamento por imersdo com grande
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numero de carcagas processadas de forma sucessiva, a liberacdo continua de
microrganismos e material organico na agua favorece o aumento da carga bacteriana
no meio aquoso, impactando diretamente as carcagas que ingressam posteriormente
no sistema, o que & compativel com os valores elevados observados (McCarthy et al.,
2017).

As carcagas apoOs sangria apresentaram frequéncia relativamente elevada,
45,8%, reforgando que ja nas etapas iniciais do abate existe a presenca de isolados
com potencial patogénico. Esse achado pode refletir a microbiota originalmente
presente na pele das aves ou contaminagdes decorrentes da manipulagao prévia ao
processamento.

As amostras ambientais também demonstraram variagdo importante: a agua
de escaldagem apresentou 37% na presenga de isolados com potencial APEC,
enquanto a agua de chiller mostrou frequéncia de 21,3%, valores embora inferiores
aos das carcagas, indicam circulagao continua de isolados portadores de fatores de
viruléncia no ambiente industrial. Ja a agua industrial, destinada a fun¢des de suporte
e sem contato direto com produtos, exibiu a menor frequéncia com 12,5%,
funcionando como referéncia de menor pressao de contaminagao.

As amostras de fezes animais apresentaram frequéncia de 24,6% de isolados
com potencial APEC. As amostras humanas, por sua vez, apresentaram a menor

frequéncia relativa (17,1%) entre os grupos analisados.

5.3 Estrutura filogenética e caracterizagao gendmica

Dos 780 isolados de E. coli obtidos, foi realizado o sequenciamento genémico
completo de 38 isolados contemplando variacdo de lotes e tipos de amostras. A
analise filogenética desses isolados (Figura 1) evidenciou elevada diversidade
genética, refletida na distribuicdo em multiplos filogrupos, diferentes tipos de
sequéncia (STs) e ampla variedade de sorotipos, sem a formagéo de um agrupamento
clonal dominante ao longo da arvore filogenética. Esse padrao indica que os isolados
recuperados ao longo da cadeia produtiva avicola nao derivam de uma unica linhagem
ancestral recente, mas representam uma populacdo geneticamente heterogénea,
compativel com a natureza predominantemente comensal das cepas analisadas e

com a dindmica de circulagéo de E. coli em ambientes de produgao animal.



41

Figura 1. Arvore filogenética dos 38 isolados de Escherichia coli submetidos ao sequenciamento completo do genoma (WGS),

com anotacgao da fonte de isolamento, filogrupo, tipo de sequéncia (ST) e sorotipo
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Em relagao ao filogrupo, observou-se predominancia clara dos grupos B1 e A,
que juntos representaram 86,8% (33/38) dos isolados sequenciados. O filogrupo B1
foi o mais frequente, com 20 isolados (52,6%), seguido pelo filogrupo A, com 13
isolados (34,2%). Os filogrupos D e G foram identificados em baixa frequéncia, com
dois isolados cada (5,3%), enquanto o filogrupo F foi representado por apenas um
isolado (2,6%). A classificagdo filogenética foi realizada segundo o método de
filotipagem proposto por Clermont et al. (2013), amplamente utilizado para a
categorizagao de Escherichia coli em oito grupos filogenéticos distintos.

A predominancia dos filogrupos B1 e A observada neste estudo é consistente
com descri¢gdes classicas da literatura, que apontam que cepas comensais de E. coli
pertencem majoritariamente aos filogrupos A e B1, enquanto cepas patogénicas
intestinais podem se distribuir entre os grupos A, B1 ou D, e as linhagens
extraintestinais patogénicas (ExPEC) concentram-se principalmente nos filogrupos B2
e D (Clermont, Bonacorsi & Bingen, 2000). Dessa forma, o perfil filogenético
identificado reforca o carater predominantemente comensal da populacéo analisada.

Os filogrupos B1 e A estiveram amplamente distribuidos ao longo da arvore
filogenética e foram identificados em isolados provenientes de diferentes fontes,
incluindo carcagas em distintas etapas do abate, ambiente industrial, fezes animais e
amostras humanas. Kubelova et al. (2021), ao analisarem isolados de E. coli
provenientes de carne de frango no varejo, observaram que a maioria das cepas
pertencia aos filogrupos B1 (43%) e A (30%), seguidos por D, E, F e B2 em proporc¢des
menores, evidenciando um padrao semelhante ao identificado no presente estudo. De
forma convergente, um estudo brasileiro que analisou 90 genomas de E. coli
disponiveis publicamente em bancos de dados gendmicos, identificou predominancia
dos filogrupos A e B1 entre linhagens circulantes no setor avicola brasileiro,
corroborando que esse perfil filogenético constitui um padrdo recorrente em
populagdes associadas a producao avicola no pais (Silva et al., 2022).

Resultados comparaveis também foram descritos em isolados de carcacgas de
frango comerciais no Brasil, nos quais o filogrupo B1 foi o mais frequente (36,6%),
seguido por A (31,7%), D (28,1%) e B2 (3,4%), confirmando a ampla distribuigdo
desses filogrupos em ambientes associados a producéao avicola (Cyoia et al., 2019).

Esses achados reforcam que a cadeia produtiva de frangos abriga
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predominantemente linhagens de E. coli pertencentes aos filogrupos tradicionalmente
associados a perfis comensais e ambientalmente adaptados.

A presenca limitada de isolados pertencentes ao filogrupo G, embora restrita a
dois isolados, também se insere nesse contexto. Estudos recentes demonstram que
o filogrupo G pode incluir linhagens comensais, embora determinadas cepas
apresentem elevado potencial de viruléncia e resisténcia antimicrobiana, o que
confere relevancia epidemioldgica a esse grupo mesmo quando detectado em baixa
frequéncia (Clermont et al., 2019). De forma semelhante, os isolados do filogrupo D,
associados a cepas extraintestinais patogénicas (Molina-Lopez et al., 2011; Lee et al.,
2016), foram identificados de maneira pontual e ndo apresentaram segregagcao por
fonte de isolamento, sugerindo circulagdo esporadica dessas linhagens ao longo da
cadeia produtiva avaliada.

A identificacdo isolada do filogrupo F contribui adicionalmente para a
diversidade filogenética observada, sem alterar o perfil global majoritariamente
comensal da populagdo analisada. Em conjunto, esses resultados indicam que,
embora filogrupos associados a maior potencial patogénico estejam presentes, a
estrutura filogenética dos isolados sequenciados € dominada por grupos
classicamente relacionados a adaptacdo ambiental e a colonizagao intestinal.

A analise dos tipos de sequéncia revelou elevada diversidade clonal, com a
identificacdo de 22 STs distintos entre os 38 isolados sequenciados, reforgando
possivelmente a auséncia de um perfil clonal dominante. Entre os STs identificados,
alguns perfis se destacaram pela maior recorréncia relativa. Os ST155, ST10 e
ST5229 foram os mais frequentes, cada um representado por quatro isolados (10,5%).
O ST1196 foi identificado em trés isolados (7,9%), enquanto os ST7285, ST361 e
ST3258 ocorreram em dois isolados cada (5,3%). Os demais 15 STs foram
representados por um unico isolado, compondo 39,5% do total e contribuindo de forma
expressiva para a diversidade genética observada.

A ocorréncia do ST155 merece destaque especial, uma vez que esse tipo de
sequéncia tem sido amplamente descrito em estudos envolvendo a interface entre
aves, humanos e o ambiente. Ajibola et al. (2025), ao avaliarem isolados de E. coli
provenientes de granjas avicolas sob a perspectiva de Saude Unica, identificaram o
ST155 como o tipo de sequéncia mais prevalente entre os isolados sequenciados,

apesar da elevada diversidade clonal observada. De forma semelhante, Aworh et al.
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(2023) e Jesumirhewe et al. (2023) relataram a presenca do ST155 em isolados de
origem aviaria, humana e ambiental na Nigéria, reforcando seu carater ubiquo e sua
capacidade de circular entre diferentes nichos ecologicos.

Esse padrdo também foi observado por Silva et al. (2022), ao avaliar genomas
de E. coli circulantes na cadeia avicola brasileira, identificou os ST155 e ST1196 entre
os tipos de sequéncia detectados, associados predominantemente aos filogrupos A e
B1. Esses achados corroboram a ampla circulagdo dessas linhagens no contexto da
avicultura brasileira. A concordancia entre esses resultados e os dados do presente
estudo reforca que STs como 155 e 1196 representam linhagens estaveis e
amplamente distribuidas na cadeia produtiva que podem carregar determinantes
genéticos relevantes do ponto de vista sanitario e epidemiologico.

Embora o ST155 n&o esteja incluido entre os principais STs de E. coli
extraintestinal patogénica (EXPEC) descritos como prioritarios para a saude humana
(Manges et al., 2019), esse STs tem sido identificado em diferentes regides
geograficas e contextos produtivos, incluindo isolados de aves na Malasia (Aklilu et
al., 2022) e em clones multirresistentes associados a animais sinantrépicos no Brasil
(Elder et al., 2023). Esses achados indicam que o ST155, embora frequentemente
associado a linhagens comensais, apresenta ampla capacidade de adaptacao e
disseminagao, o que o torna epidemiologicamente relevante.

A associagao entre ST e filogrupo revelou padrées bem definidos, que reforgam
a coeréncia filogenética dos dados. Os ST155, ST5229, ST1196 e ST7285 estiveram
exclusivamente associados ao filogrupo B1, indicando que esse filogrupo abriga parte
substancial das linhagens recorrentes identificadas no estudo. Em contraste, os ST10
e ST361 estiveram exclusivamente associados ao filogrupo A, enquanto o ST3258 foi
restrito ao filogrupo G. Esses dados sugerem uma estruturagao filogenética estavel,
mesmo em um contexto de elevada diversidade clonal.

Os STs mais frequentes encontraram-se distribuidos ao longo de diferentes
ramos da arvore filogenética e estiveram associados a multiplas fontes de isolamento,
incluindo carcagas em distintas etapas do abate, ambiente industrial e amostras
humanas. Esse padrdo indica que essas linhagens apresentam capacidade de
persisténcia e circulagado transversal ao longo da cadeia produtiva, possivelmente
favorecidas pela dindmica de contaminacdo cruzada durante o processamento

industrial. Em contraste, os STs representados por um unico isolado podem refletir
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introdugdes esporadicas ou linhagens com menor capacidade de disseminacgao e
adaptagao ao ambiente de processamento.

A analise dos sorotipos evidenciou elevada diversidade antigénica, com a
identificacdo de multiplas combinagdées de antigenos O:H, distribuidas ao longo da
arvore filogenética e associadas a diferentes filogrupos e STs. A maioria dos sorotipos
foi identificada em apenas um isolado, reforcando o carater heterogéneo da populagéo
analisada. No entanto, alguns sorotipos apresentaram ocorréncia repetida, permitindo
associagdes mais precisas entre perfil antigénico, filogenia e estrutura clonal.

Entre esses, destacam-se os sorotipos 091:H28, identificado em dois isolados
pertencentes ao ST1196 e ao filogrupo B1, e 08/0160:H40, associado a dois isolados
do ST7285, também do filogrupo B1, configurando perfis clonais bem definidos. O
sorotipo O9:H30 foi identificado em dois isolados do ST361, filogrupo A, reforgando a
consisténcia entre sorotipo, ST e filogrupo nesses casos.

Por outro lado, observou-se que o antigeno flagelar H51 esteve presente em
quatro isolados, distribuidos entre dois STs distintos (ST155 e ST5229), ambos
pertencentes ao filogrupo B1. De forma semelhante, o antigeno H4 foi identificado em
isolados pertencentes a filogrupos distintos (A e G), associados aos ST10 e ST3258,
respectivamente. Esses achados indicam que, embora muitos sorotipos reflitam perfis
clonais especificos, determinados antigenos, especialmente flagelares, podem estar
presentes em diferentes fundos genéticos, sugerindo maior plasticidade antigénica
dentro da populacdo analisada.

De forma integrada, os resultados da analise filogenética demonstram que os
38 isolados sequenciados representam uma populagdo geneticamente diversa,
composta majoritariamente por filogrupos B1 e A, com elevada heterogeneidade
clonal e antigénica. A recorréncia de alguns STs associados de forma consistente a
filogrupos especificos, aliada a grande proporgcao de STs e sorotipos unicos, indica
um cenario de circulagdo dindmica de linhagens comensais de E. coli ao longo da
cadeia produtiva avicola. A auséncia de segregagéao clara por fonte de isolamento,
observada tanto na distribuigdo dos filogrupos quanto dos STs e sorotipos, reforca a
interpretacdo de que o ambiente industrial atua como um ecossistema de
convergéncia, no qual linhagens oriundas principalmente da microbiota intestinal das
aves e do ambiente circundante se misturam, persistem e se redistribuem ao longo do

processamento. Esse contexto favorece a manutencdo de elevada diversidade
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genética e antigénica e cria um cenario propicio a coexisténcia de diferentes perfis
comensais, alguns deles portadores de genes associados ao potencial de viruléncia,

conforme discutido nas se¢des subsequentes.

5.4 Perfil de genes de viruléncia e determinantes funcionais

Com o objetivo de aprofundar a caracterizagao funcional dos isolados de E. coli
submetidos ao sequenciamento gendmico completo, foi realizada a anadlise da
presenca de genes de viruléncia classicos associados ao perfil de APEC, bem como
de um conjunto adicional de genes relacionados a adesado, captagao de ferro,
sistemas de capsula e outros fatores potencialmente envolvidos em viruléncia e
patogenicidade. A distribuicdo desses genes foi avaliada de forma integrada a
estrutura filogenética previamente descrita, permitindo correlacionar perfis genéticos,
filogrupos, tipos de sequéncia (STs) e fontes de isolamento. Os resultados s&o
apresentados na Figura 2, na qual circulos preenchidos indicam a presenga dos

respectivos genes nos genomas analisados.
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Figura 2. Distribuicdo dos genes de viruléncia classicos associados ao perfil APEC e de genes funcionais adicionais nos isolados

de Escherichia coli submetidos ao sequenciamento genémico completo
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A analise dos perfis de genes de viruléncia revelou ampla variabilidade entre
os 38 isolados sequenciados, com diferentes combinagdes génicas distribuidas ao
longo da arvore filogenética, reforgando a heterogeneidade da populacédo analisada.
De forma geral, observou-se predominancia de genes associados a adesado e
colonizagédo, compativeis tanto com linhagens de E. coli patogénicas, comensais ou
oportunistas

Do ponto de vista quantitativo, a triagem dos genes de viruléncia nos 38
isolados sequenciados evidenciou predomindncia marcante de determinantes
associados a adesao, seguida por genes relacionados a captacao de ferro e, em
menor frequéncia, por fatores associados a capsula e a outras fungdes de viruléncia
(Tabela 7).

TABELA 7. Frequéncia absoluta e relativa dos genes de viruléncia identificados

nos isolados de E. coli, segundo a fungao bioldgica.

Frequéncia
Funcgéo Gene Descricao (Referéncia) %)
Adesina da fimbria do tipo 1
fimH (Krogfelt e Klemm,1988) 36 (94,7%)
Proteina estrutural da fimbria
P (Lindberg, Lund e Normark,
papE 1984) 1(2,6%)
Adeséo Proteina de montagem da
fimbria P (Lindberg, Lund e
papF Normark, 1984) 1(2,6%)
Adesina da fimbria P
(Lindberg, Lund e Normark,
papG 1984) 1(2,6%)
Receptor de aerobactina (de
iutA Lorenzo et al., 1986) 13 (34,2%)
Receptor do sideréforo
Aquisigao de ferro salmochelina (Russo et al.,
iroN 1999) 11 (28,9%)
Receptor de yersiniabactina
fyuA (Rakin et al., 1994) 3(7,9%)
Proteina de transporte da
Capsula capsula polissacaridica
kpsM (Smith, Boulnois e Roberts, 3 (7,9%)
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1990)

Proteina de exportagao da

capsula polissacaridica
(Smith, Boulnois e Roberts,
kpsT 1990) 1(2,6%)
Fonte: Elaboragéo propria (2026)

O gene fimH foi detectado em 36 dos 38 isolados analisados (94,7%),
configurando-se como o determinante de viruléncia mais frequente no conjunto
avaliado. Esse gene codifica a adesina da fimbria do tipo 1, estrutura envolvida nos
estagios iniciais de adesdo e colonizagdo bacteriana em células do hospedeiro
(Krogfelt & Klemm, 1988).

Genes associados a aquisicdo de ferro apresentaram frequéncias
intermediarias, com JjutA, que codifica o receptor do sideréforo aerobactina,
identificado em 13 isolados (34,2%) (de Lorenzo et al., 1986), e iroN, gene receptor
do sideroforo salmochelina, detectado em 11 isolados (28,9%) (Russo et al., 1999). O
gene fyuA, associado ao sistema de aquisicao de ferro mediado pela yersiniabactina,
foi identificado em trés isolados (7,9%), sendo descrito como um homdlogo de gene
de viruléncia envolvido na captagao de ferro em linhagens patogénicas de Escherichia
coli (Rakin et al., 1994).

Genes relacionados a capsula polissacaridica apresentaram baixa frequéncia,
com kpsM, envolvido no transporte da capsula polissacaridica, detectado em trés
isolados (7,9%) e kpsT, associado a exportagdo da capsula para a superficie
bacteriana, restrito a um unico isolado (2,6%), ambos relacionados a protegao contra
a resposta imune do hospedeiro (Smith, Boulnois & Roberts, 1990).

Ja em relagao aos genes associados a fimbria P (papE, papF e papG), estes foram
identificados em apenas um isolado (2,6%). Embora pouco frequente, esse achado é
particularmente relevante, uma vez que esses genes integram o operon PAP,
responsavel pela expressao de pili associados a pielonefrite, estruturas envolvidas na
adeséo de Escherichia coli as células do hospedeiro (Lindberg, Lund e Normark,
1984). De acordo com Kathayat et al. (2021), genes do operon pap, incluindo papG e
genes envolvidos na montagem estrutural do pili, sdo descritos predominantemente
em APEC e UPEC, estando associados a colonizacao de tecidos extraintestinais. A

detecgdo simultdnea de multiplos genes do sistema PAP em um isolado comensal
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reforgca que, mesmo em baixa frequéncia, linhagens aparentemente nao patogénicas
podem carregar determinantes de adesao complexos, tradicionalmente relacionados
a patogénese extraintestinal.

Além disso, dois isolados (5,3%) ndo apresentaram nenhum dos genes de
viruléncia avaliados. Em conjunto, esses dados reforcam que, embora a maioria dos
isolados nao apresente um perfil classico completo de APEC, ha ampla circulagao de
genes-chave de adesdo e adaptacdo, com distribuicdo desigual de outros
determinantes de viruléncia ao longo da populagao analisada.

O gene fimH, foi o mais amplamente distribuido entre os isolados analisados,
estando presente em praticamente todos os genomas sequenciados, o que esta de
acordo com a descrigdo classica desse gene como componente estrutural
responsavel pela adesao bacteriana a residuos de manose em células do hospedeiro
(Klemm et al., 1985; Krogfelt et al., 1990). A elevada frequéncia de fimH observada
neste estudo reforga a importancia da adesdo mediada por fimbrias do tipo 1 como
um mecanismo basal de colonizacdo em E. coli, comum a cepas comensais €
patogénicas, e nao restrito a determinados filogrupos, tipos de sequéncia ou fontes de
isolamento (Gross, 1994; Pourbakhsh et al., 1997a,b).

Ademais, estudos prévios demonstraram que fimH é altamente conservado
entre isolados aviarios, incluindo cepas APEC, bem como entre E. coli de diferentes
hospedeiros, o que explica sua ampla distribuicdo filogenética e sustenta sua
interpretacdo como um componente funcional central na ecologia dessas linhagens
ao longo da cadeia produtiva avicola (Vandemaele et al., 2003; Vandemaele et al.,
2004).

Resultados semelhantes foram descritos por Tayh et al. (2025), ao analisarem
isolados de E. coli multirresistentes provenientes de frangos de corte na Tunisia, nos
quais fimH foi o gene de adesao mais frequente, detectado em 83,8% das linhagens
avaliadas, frequentemente associado a genes relacionados a sobrevivéncia sistémica
e a aquisicao de ferro, como iutA, presente em aproximadamente dois tergcos dos
isolados.. Esses achados reforcam que genes tradicionalmente associados a
colonizagédo e adaptagdo ao hospedeiro sdo amplamente distribuidos mesmo entre
isolados nao contendo genes associados classicamente ao perfil APEC, sustentando
a nocao de que perfis de viruléncia intermediarios sdo comuns em populagdes de E.

coli associadas a produgao avicola.
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Genes relacionados a captagao de ferro, como iutA, iroN e fyuA, apresentaram
distribuicdo mais heterogénea e ocorreram em subconjuntos especificos de isolados.
O gene iutA, associado ao sistema aerobactina, foi identificado em um numero
consideravel de isolados, frequentemente em combinagé&o com fimH, configurando um
perfil funcional recorrente. A presenga concomitante dos genes utA e iroN foi
observada em diversos isolados, indicando a coexisténcia de multiplos sistemas de
aquisicao de ferro, como a aerobactina e a salmochelina, os quais sao classicamente
associados a viruléncia e a capacidade de adaptagao de cepas patogénicas de E. coli
no hospedeiro (Warner et al., 1981; Lafont et al., 1987; Dziva & Stevens, 2008).

Alguns isolados apresentaram perfis particularmente enriquecidos em genes
de captacao de ferro, como os isolados 1610, 1230, 1215, 1395 e 1492, que reuniram
multiplos genes desse grupo. Esses perfis indicam maior potencial adaptativo e
funcional, mesmo na auséncia de um conjunto completo de genes APEC classicos,
indicando que a viruléncia pode se manifestar de forma gradual e multifatorial.

Esse padrao é consistente com dados recentemente descritos em um estudo
gendmico conduzido no Brasil, no qual Silva et al. (2022) analisaram genomas de E.
coli circulantes no setor avicola brasileiro. Nesse conjunto, foi observada ampla
diversidade de genes associados a adesado, aquisigdo de ferro, capsula e
sobrevivéncia bacteriana, incluindo fim, iutA, iroN, fyuA, iss e genes do sistema
capsular (kps), enquanto apenas uma propor¢ao limitada dos genomas apresentou
perfil compativel com APEC classico.

A presencga de genes associados a sistemas de capsula, como kpsM e kpsT,
foi restrita a um numero reduzido de isolados, destacando-se 1370, 1395 e 1492.
Esses genes estao relacionados a evasao do sistema imune do hospedeiro e, quando
presentes em conjunto com fatores de adesdo e captacédo de ferro, podem indicar
perfis com maior potencial patogénico. Notadamente, o isolado 1492 apresentou um
dos perfis mais complexos, reunindo iutA, fyuA, fimH, kpsM e kpsT, configurando um
conjunto funcional que sugere maior capacidade de colonizagdo, persisténcia e
evasao imune.

Um achado particularmente relevante foi a identificacdo de isolados negativos
para os genes APEC classicos, mas positivos para genes funcionalmente importantes.
O isolado 1278, proveniente de fezes animais, pertencente ao filogrupo B1 e ST 155,

nao apresentou genes APEC classicos, porém foi positivo para papE, papF e papG,
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além de fimH. Esse perfil evidencia a presenga de adesinas associadas a fimbria P,
tradicionalmente relacionadas a colonizagao de tecidos extraintestinais, indicando que
alguns isolados podem carregar fatores de adesao relevantes mesmo na auséncia de
um perfil APEC completo. Em contraste, alguns isolados apresentaram auséncia
completa dos genes avaliados, como os isolados 1513 e 1330, configurando perfis
geneticamente mais simples, compativeis com linhagens predominantemente
comensais, com menor arsenal de fatores associados a viruléncia ou adaptacao
especializada.

A distribuicdo dos genes de viruléncia ao longo da arvore filogenética nao
evidenciou agrupamentos exclusivos associados a uma unica fonte de isolamento.
Isolados provenientes de carcagas, ambiente industrial, fezes animais e amostras
humanas apresentaram perfis génicos intercalados, compartiihando combinacdes
semelhantes de genes de adesao, captacao de ferro e capsula. Esse padrao reforga
a interpretacdo de que a cadeia produtiva avicola atua como um ambiente de
convergéncia e redistribuigdo de linhagens com diferentes potenciais funcionais, sem
compartimentalizagao clara por origem.

Os isolados classificados como Food (carcaca pés-embalagem) apresentaram
um padrao notavelmente homogéneo, caracterizado pelo predominio do gene fimH de
forma isolada, sem ocorréncia com genes associados a captacao de ferro, capsula ou
fimbria P. Esse perfil € compativel com um cenario em que, no produto final destinado
ao consumo, persistem principalmente linhagens com repertério funcional reduzido,
possivelmente favorecidas por mecanismos basicos de adesao e sobrevivéncia em
superficies e ambientes processados. Porém, esse achado nao elimina o risco
sanitario associado a esses isolados, mas sugere que, no estagio final da cadeia
produtiva, os determinantes que se mantém de forma mais consistente sdo aqueles
amplamente distribuidos em populacdes de E. coli, como o gene fimH.

A categoria feedstock (carcacas em diferentes etapas do abate, incluindo apés
sangria, depenagem, evisceragao e chiller) concentrou a maior parte dos isolados
analisados e exibiu a maior variabilidade funcional observada no conjunto de dados.
Embora muitos isolados desse grupo também apresentem apenas fimH, é nessa
origem que se observa, com maior frequéncia, a presenca de combinacdes génicas
mais complexas, como fimH associado a iutA, fimH em conjunto com iutA e iroN, além

de perfis enriquecidos que incluem fyuA e genes do sistema capsular (kps). Esse
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padrao é biologicamente plausivel, uma vez que etapas como depenagem e
evisceragao aumentam a probabilidade de contato com conteudo intestinal e matéria
organica, ampliando as oportunidades de contaminagdo cruzada e reintrodugéo de
linhagens com maior repertério funcional. Adicionalmente, o chiller, por se tratar de
um ponto de contato coletivo, pode atuar como um ponto de redistribuicdo de
linhagens, favorecendo a circulagdo de perfis que combinem adesao e mecanismos
de sobrevivéncia em ambientes limitantes.

Nas amostras ambientais, representadas por agua de escaldagem e agua de
chiller, observou-se a coexisténcia de isolados negativos para o painel de genes
analisado e isolados positivos para fimH, incluindo casos com associagao a genes de
captacao de ferro, como iutA e iroN. Essa heterogeneidade sugere que a agua pode
refletir momentos distintos de carga microbiana ao longo do processamento e, quando
genes de adesao e aquisicao de ferro estdo presentes, aponta para o potencial de
persisténcia e circulagcdo de determinadas linhagens em ambientes que impdem
estresse fisico-quimico. Esses achados reforcam a hipotese de convergéncia e
redistribuicdo de linhagens ao longo da cadeia de abate, com a agua atuando como
veiculo entre superficies, etapas e lotes.

Nos isolados provenientes de fezes animais, o padrao geral foi dominado pela
presenca de fimH, refletindo o papel central da adesao mediada por fimbrias tipo 1 na
colonizagéao intestinal. No entanto, a identificagdo de isolados com fimH associado a
iutA e iroN indica a presenca de repertorios funcionais ampliados de aquisicao de ferro
em parte da microbiota entérica. De particular relevancia, a detecgao de um isolado
portador dos genes papE, papF e papG evidencia a presenca do operon PAP,
envolvido na expressao da fimbria P, uma das principais adesinas descritas em cepas
EXPEC, classicamente associada a colonizagdo de tecidos extraintestinais,
especialmente em isolados UPEC (Antdo, Wieler & Ewers, 2009). Este achado
sustenta a hipétese de que isolados de fontes ndo relacionadas a patogenicidade
(como aves saudaveis, por exemplo) podem atuar como reservatérios de
determinantes adicionais de viruléncia.

Entre os isolados provenientes de fezes humanas, observou-se a coexisténcia
de perfis geneticamente simples e perfis funcionalmente mais complexos. Enquanto
um isolado ndo apresentou nenhum dos genes avaliados, outro reuniu fimH, iutA,

fyuA, kpsM e kpsT, combinando determinantes associados a adesao, aquisicao de
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ferro e evasao imune por meio da capsula. Esse contraste sugere que linhagens com
diferentes potenciais adaptativos podem circular simultaneamente em humanos,
reforgando a relevancia dessas interfaces na dindmica de circulagdo de E. coli sob a
perspectiva de Saude Unica, mesmo na auséncia de um perfil classico de APEC.

De forma integrada, os resultados da andlise dos genes de viruléncia
demonstram que os isolados sequenciados apresentam uma ampla gama de perfis
funcionais, variando desde linhagens com poucos fatores associados a viruléncia até
isolados com combinagdes génicas mais complexas, compativeis com maior potencial
patogénico. A predominancia de genes de adesao, aliada a presenca variavel de
sistemas de captacdo de ferro e capsula, indica que a populagdo analisada é
majoritariamente composta por linhagens comensais ou oportunistas, capazes de
persistir e circular ao longo da cadeia produtiva. Porém, associado a isso, incluem
subgrupos com caracteristicas genéticas que merecem atengdo do ponto de vista
sanitario e epidemioldgico, ja que podem carregar combinag¢des intermediarias de
genes de viruléncia, contribuindo para adaptagao, persisténcia e potencial patogénico

em diferentes contextos da cadeia produtiva.

6. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que a cadeia produtiva de frangos de
corte abriga uma populacao diversa de Escherichia coli, amplamente portadora de
genes associados a adesao, aquisi¢ao de ferro e sobrevivéncia sistémica. A elevada
ocorréncia desses determinantes ao longo das etapas do abate evidencia que a
contaminagao nao se limita a microbiota intestinal das aves, sendo influenciada pela
dindmica do processamento industrial. A detecgdo de genes associados ao perfil
APEC, inclusive em etapas finais como chiller e pds-embalagem, indica que os
procedimentos de processamento, embora reduzam a carga microbiana, nao
eliminam completamente linhagens com potencial funcional relevante. A identificagéo
pontual de isolados portadores de perfis genéticos mais complexos, demonstra que a
auséncia de critérios clinicos ou macroscopicos nado garante a inexisténcia de
potenciais riscos sanitarios. Do ponto de vista da inspec¢ao e da biosseguridade, esses
achados indicam que estratégias baseadas exclusivamente na detecgcdo de
patdogenos classicos ou em avaliagdes visuais sao insuficientes para captar a

complexidade da circulacao bacteriana na cadeia avicola.
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