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Resumo  
 Poucos antimicrobianos estão disponíveis para o tratamento de infecções causadas por bactérias Gram-
positivas multi-resistentes como, por exemplo, Staphylococcus spp. resistentes à meticilina e Enterococcus spp. 
resistentes à vancomicina. As oxazolidinonas são uma dessas últimas opções terapêuticas. O gene cfr 
(chloranphenicol-florfenicol resistance), que promove a metilação do gene RNAr 23S na posição A2503, e o gene 
optrA (oxazolidinone phenicol transferable resistance), codificador de uma proteína (ABC)-F recentemente 
reconhecida por atuar por meio de proteção ribossômica têm emergido em certas espécies de bactérias e 
direcionado o curso da disseminação da resistência às oxazolidinonas tanto no âmbito da medicina humana 
como na veterinária. Por meio dessa pesquisa investigamos e caracterizamos os ambientes genéticos contendo 
os genes cfr e optrA em uma cepa de Enterococcus faecalis isolada de suíno no Brasil, e determinamos o seu 
Sequence Type (ST) por MLST. O sequenciamento do genoma foi realizado com a utilização da plataforma 
Illumina MiSeq e o depósito da sequência completa, efetuado no banco de dados GenBank/NCBI (CP018004). 
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Introdução 

As oxazolidinonas constituem uma nova classe de antimicrobianos potencialmente ativos contra cepas 
de bactérias Gram-positivas multi-resistentes. Linezolida, primeira oxazolidinona a ser desenvolvida1, foi 
aprovada em 2000 pelo Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento de infecções causadas por 
Staphylococcus aureus e estafilococos coagulase-negativos resistentes à meticilina, Enterococcus spp. 
resistentes à vancomicina, e Streptococcus pneumoniae resistentes à penicilina2. 

 Em menos de duas décadas – tanto no âmbito da medicina humana como da veterinária – uma ampla 
variedade de mecanismos de resistência à linezolida foi detectada em diferentes espécies de bactérias Gram-
positivas: a) mutações na região central do domínio V do gene RNAr 23S3-12; b) mutações nos genes rplC, rplD 
e rplV, codificadores, respectivamente, das proteínas ribossômicas L3, L4 e L2213-15; c) metilação do gene RNAr 
23S na posição A2503 promovida pela metiltransferase Cfr, codificada pelo gene cfr (chloranphenicol-florfenicol 
resistance)16-22 e, mais recentemente; d) a expressão do gene optrA (oxazolidinone phenicol transferable 
resistance), codificador de uma proteína (ABC)-F recentemente reconhecida por atuar por meio de proteção 
ribossômica, e não efluxo23-29.  

 A disseminação dos genes cfr e optrA inter-espécies ou gêneros de bactérias tem sido mediada por 
elementos genéticos móveis (EGM) como transposons (Tn), plasmídeos e formas circularizadas autônomas não 
plasmidiais, segmentos genéticos móveis que possuem a capacidade de se integrar a plasmídeos ou ao 
cromossomo bacteriano. Tais segmentos genéticos têm sido identificados em diferentes bactérias patogênicas e 
descritos por carregarem genes de resistência a múltiplos antimicrobianos30. Essa forma circularizada geralmente 
flanqueada por elementos de inserção parece conferir instabilidade e autonomia de mobilização a esses 
segmentos, o que aumenta consideravelmente a possibilidade de sua integração em genomas de diferentes 
patógenos bacterianos. 

 Em 2016, identificamos a presença do gene optrA em 14 cepas de E. faecalis isoladas de suínos 
provenientes de granjas localizadas em diferentes estados do Brasil31, sendo uma delas (E. faecalis L9) portadora 
do gene cfr, além do optrA. Considerando o contexto apresentado acima, nossos objetivos com essa pesquisa 
foram: 
a) caracterizar os ambientes genéticos dos genes cfr e optrA; 
b) identificar os segmentos genéticos envolvidos com a inserção e excisão dos genes no genoma;  
c) determinar o perfil epidemiológico (Sequence Type/ ST) da cepa E. faecalis L9 por meio de MLST (multilocus 

sequence type - http://ukmirror4.pubmlst.org/efaecalis/). 
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Metodologia 
Extração do DNA genômico 
 O DNA total da cepa E. faecalis L9 foi obtido com a utilização do kit DNeasy blood and tissue (Qiagen, 
USA), com algumas adaptações referentes à etapa de degradação da parede celular. As enzimas lisozima (50 
mg/ml) e mutanolisina (2500 U/ml) foram empregadas antes da utilização da enzima proteínase K, fornecida com 
o kit. 
Sequenciamento do genoma 
 O sequenciamento do genoma da cepa E. faecalis L9 foi realizado com a utilização da plataforma Illumina 
MiSeq. Para a preparação das bibliotecas foi utilizado o kit Illumina Nextera XT DNA sample preparation (Ilumina 
Inc., USA), com as modificações recomendadas para 2 x 250-pb paired-end. Seguimos o protocolo da própria 
Illumina, disponível em https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/nextera-xt-
dna.html. Os indexes (barcodes) foram fornecidos com o kit Nextera XT Index Kit V2 set A, e o kit de 
sequenciamento utilizado foi o Miseq Reagent Kit v2 (500cycle). O processamento dos dados gerados pelo 
sequenciamento e as montagens (de novo) dos contigs foram feitas com o auxílio do programa CLC Genomics 
Workbench 8.0.3. As anotações dos contigs para as análises in silico foram geradas pela plataforma Rapid 
Annotation Server (RAST). E para o depósito no NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) a sequência do 
genoma completo foi anotada pela própria plataforma do banco de dados (Prokaryotic Genomes Annotation 
Pipeline - NCBI_PGAP).   
Análise dos dados  
 A análise in silco dos dados gerados pelo sequenciamento foi feita com o auxílio dos programas CLC 
Genomics Workbench 8.0.3 e Geneious 8.1.5.  
Depósito da sequência de DNA (genoma completo) no NCBI 
 A sequência completa do genoma de E. faecalis L9 foi submetida ao banco de dados GenBank (NCBI) 
e obteve o número de acesso CP018004. 
 
Resultados e Discussão 

O ambiente genético do gene cfr na cepa E. faecalis L9 isolada de suíno no Brasil apresentou um 

contexto genético completamente distinto de todos os descritos até o momento em Enterococcus spp
32

. 

Curiosamente, o segmento de DNA no qual cfr estava inserido foi idêntico aos segmentos previamente descritos 

no cromossomo de Proteus vulgaris (JF969273) na China33 e nos plasmídeos pSA8589 e p1128105 de S. aureus 
(KC561137 e KJ866414, respectivamente) nos Estados Unidos34,35. A sequência de inserção IS1216, identificada 
em uma das extremidades do ambiente genético de cfr, assim como observado nos isolados de P. vulgaris PV-
01 e S. aureus 1128105 e 1900, provavelmente estava envolvida no processo de aquisição desse segmento em 
E. faecalis L9. Além de evidenciar a transferência horizontal do gene, tal achado recoloca como possibilidade o 
fato de enterococos comensais da microbiota animal serem potenciais reservatórios de tais segmentos genéticos 
contendo o gene de multi-resistência cfr. Outro ponto importante foi a detecção in silico de uma forma 
circularizada desse segmento de DNA no qual cfr estava inserido. A circularização foi confirma por PCR e 
sequenciamento por Sanger.  

Quanto ao ambiente genético no qual o gene optrA estava inserido em E. faecalis L9, análises do 
sequenciamento indicaram a ocorrência de um plasmídeo de cerca de 60 Kb (pL9). O segmento de DNA 
contendo optrA estava intacto em um único contig, com uma sequência de inserção IS1216 flanqueando uma 
das extremidades. Assim como o ambiente genético contendo o gene cfr, esse contendo o gene optrA também 
estava circularizado (in silico e confirmado por PCR/ Sanger). O gene que codifica a Rep US1, uma cópia do 
transposon Tn558, e um gene regulador de transcrição do Tn916 (apesar da ausência de Tn916 em L9) também 
foram encontrados em pL9. Os contigs que constituíram pL9 mostraram identidade com segmentos de 15.000 
pb de plasmídeos encontrados em E. faecalis W9-2 e E. thailandicus W3, isolados de esgotos em ambientes de 
criação de suínos na China. Contudo, os plasmídeos conjugativos pW9-2 e pW3 continham o gene cfr, mas não 
o gene optrA. O segmento de 7.797 pb contendo cfr em L9 foi, como dito, completamente diferente daqueles 
inseridos em pW9-2 e pW3 e de todos os ambientes genéticos contendo cfr em Enterococcus spp de origem 
humana e animal descritos até o momento. 
 Enterococcus faecalis L9 apresentou o ST29, que está atualmente incluído no complexo clonal CC403, 
o qual ainda apresenta poucos registros no banco de dados MLST (http://ukmirror4.pubmlst.org/efaecalis/). O 
provável fundador do CC403, a linhagem ST403, foi identificada pela primeira vez em 2013 em E. faecalis 
resistente à gentamicina (HLGR) isolado de carne de frango na Coréia e, agora, possui quatro Single Locus 
Variants, SLVs (ST29, ST244, ST292 e ST416) que foram isolados de frango, humanos e carrapatos. As 
linhagens do CC403, incluindo aquelas optrA-positivas (ST29, ST403 e ST416), parecem estar adaptadas a 
hospedeiros humanos e animais. 
 Os enterococos são bactérias que habitam o trato intestinal de seres humanos e de várias espécies 
animais. Prováveis membros da microbiota intestinal do último antepassado comum de mamíferos, répteis, 
pássaros e insetos no período Devoniano36, encontram-se hoje bem adaptados a diferentes hospedeiros e 
amplamente distribuídos no ambiente. Os enterococos podem também sobreviver em sedimentos, solos, na 
superfície de vegetações aquática e terrestre, e em água doce e marinha37,38. São bactérias particularmente bem 
posicionadas em ecossistemas microbianos complexos, em contato íntimo com uma grande diversidade de 
fontes de material genético39, o que favorece sua reconhecida promiscuidade genética. Nossos dados reforçam 
a necessidade de monitoramento do curso das resistências mediadas pelos genes cfr e optrA em isolados do 

https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/nextera-xt-dna.html
https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/nextera-xt-dna.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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gênero Enterococcus de origem animal. 
 
Conclusões 
 Enterococcus faecalis é uma espécie comensal da microbiota intestinal humana e de várias 
espécies animais, mas também é uma das principais causas de infecções hospitalares. A disseminação 
de optrA em ambientes clínicos seria extremamente preocupante porque poucos antimicrobianos estão 
disponíveis para o tratamento de infecções causadas por patógenos resistentes, tais como MRSA e VRE. 
Além disso, a expressão do gene optrA confere redução de sensibilidade à tedizolid, nova oxazolidinona 
que se mostrou potente em ensaios clínicos contra isolados de estafilococos e enterococos de pacientes 
com infecções agudas de pele. Tedizolid também demonstrou uma vantagem em relação à linezolida 
contra cepas cfr-positivas e portadoras de mutação no gene RNAr 23S e/ou na proteína ribossômica 
L340. A disseminação do gene de multiresistência cfr em várias espécies bacterianas também tem sido 
motivo de grande preocupação tanto para a área médica humana como para a veterinária devido ao fato 
de a modificação mediada por Cfr no nucleotídeo A2503 no centro de peptidil transferase (PTC) do gene 
RNAr 23S conferir resistência a várias classes de antimicrobianos (fenicóis, lincosamidas, 
oxazolidinonas, pleuromutilinas, estreptogramina A e macrolídeos de 16 membros). No Brasil, o gene cfr 
havia sido identificado até o momento apenas em uma cepa MSSA (ST398) de origem humana41, a qual 
apresentou o gene de multiresistência cfr inserido em outro ambiente genético. Esse é o primeiro relato 
de resistência às oxazolidinonas no Brasil devido à presença simultânea dos genes cfr e optrA em um 
único isolado bacteriano.  
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