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RESUMO 

 

O surgimento de Enterococcus faecium resistente à vancomicina (VREfm) carreando 

o gene vanA e múltiplos determinantes de resistência antimicrobiana é uma 

preocupação relevante de saúde pública. Este microrganismo é um patógeno 

oportunista responsável por infecções nosocomiais e se encontra amplamente 

distribuído no meio ambiente, assim como em Estações de Tratamento de Efluentes 

(ETEs). As ETEs podem desempenhar um papel importante na disseminação da 

resistência antimicrobiana, transportando vários contaminantes ambientais 

emergentes, como genes de resistência aos antimicrobianos (ARGs). O presente 

estudo aborda uma investigação genômica de E. faecium, carreando o gene vanA 

recuperados de ETEs no Brasil. Foram avaliadas 16 amostras de cinco ETEs 

abastecidas com águas residuais de diferentes origens. O sequenciamento completo 

do genoma de oito isolados de E. faecium abrigando vanA foi realizado utilizando a 

plataforma Illumina MiSeq. Todos esses isolados apresentaram perfil multirresistente 

e cinco cepas eram provenientes de efluentes tratados. A análise genômica apontou 

a presença de múltiplos genes de resistência aos antimicrobianos que podem conferir 

resistência aos fármacos utilizados na clínica médica, como aminoglicosídeos 

(aph(3')-IIIa, ant(6')-Ia), macrolídeos (ermB, msrC) e tetraciclinas (tetM, tetL), sendo 

alguns desses genes alocados em plasmídeos. Além disso, a análise de Multilocus 

Sequence Typing revelou que 75% (6/8) dos E. faecium pertenciam ao CC17, que 

está frequentemente associado a surtos hospitalares. Nesta análise, também foram 

detectados novos alelos e cinco STs diferentes, três previamente descritos (ST32, 

ST168, ST253) e dois novos (ST1893 e ST1894). Portanto, nossos dados revelam a 

presença de VREfm abrigando diversos GRAs em ETEs, indicando a relevância de 

estudos sobre a disseminação da resistência antimicrobiana em águas residuais para 

fins de vigilância epidemiológica, uma vez que efluentes tratados são lançados em 

corpos hídricos receptores. 

Palavras-chave: Enterococos resistentes à vancomicina (VRE). Resistência 

antimicrobiana. Sequenciamento completo de genoma. Águas residuais. 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

The emergence of vancomycin-resistant Enterococcus faecium (VREfm) carrying 

vanA gene and multiple determinants of antimicrobial resistance is a relevant public 

health concern. It is an opportunistic pathogen responsible for nosocomial infections 

widely distributed in environment, including wastewater treatment plants (ETEs). ETEs 

might play an important role in antimicrobial resistance spreading by carrying various 

emerging environmental contaminants such as antibiotic resistance genes (ARGs). 

Our study addresses a genomic investigation of E. faecium harboring vanA gene from 

ETEs in Brazil. Sixteen samples from five ETEs supplied with sewage from different 

sources were evaluated. Here we present whole-genome sequencing of eight vanA-

carrying E. faecium isolates performed on Illumina MiSeq platform. All these isolates 

showed a multiresistant profile and five strains were recovered from treated effluents. 

The genomic analysis pointed to the presence of multiple antimicrobial resistance 

genes (GRAs) that may confer resistance to antimicrobials widely used in clinical 

medicine, such as aminoglycosides (aph(3')-IIIa, ant(6')-Ia), macrolides (ermB, msrC) 

and tetracyclines (tetM, tetL), and some of them were allocated in plasmids. In addition, 

Multilocus Sequence Typing analysis revealed that 75% (6/8) E. faecium belonged to 

CC17, which is frequently associated with hospital outbreaks. In this analysis, it was 

also detected new allele and five different STs, three previously described (ST32, 

ST168, ST253) and two novels (ST1893 and ST1894). Therefore, the data of present 

study point to the environmental spread of VREfm harboring several GRAs in ETEs, 

indicating the relevance of studies on dissemination of antimicrobial resistance in 

wastewater for the purpose of epidemiological surveillance, since treated effluents are 

released into receiving water bodies. 

Keywords: vancomycin-resistant enterococci (VRE). Antibiotic resistance. Whole-

genome sequencing. Wastewater. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1  Vigilância ambiental em saúde 

 

A Vigilância Sanitária (VISA) é definida pela Lei Orgânica da Saúde como um 

conjunto de ações capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos à saúde e de intervir 

nos problemas sanitários decorrentes do meio ambiente, da produção e circulação de 

bens e da prestação de serviços de interesse da saúde, abrangendo: o controle de 

bens de consumo que, direta ou indiretamente, se relacionem com a saúde, 

compreendidas todas as etapas e processos, da produção ao consumo; e o controle 

da prestação de serviços que se relacionam direta ou indiretamente com a saúde 

(BRASIL, 1990).  

Atualmente, a VISA integra ações de um conceito mais amplo, denominado 

Vigilância em Saúde, que engloba ações de vigilância, promoção, prevenção e 

controle de doenças e agravos à saúde, devendo-se constituir em espaço de 

articulação de conhecimentos e técnicas. Atualmente, além da VISA, o conceito de 

Vigilância em Saúde inclui também: a vigilância e o controle das doenças 

transmissíveis; a vigilância das doenças e agravos não transmissíveis; a vigilância da 

situação de saúde, vigilância da saúde do trabalhador e a vigilância ambiental em 

saúde (BRASIL, 2010). 

A Vigilância Ambiental em Saúde (VAS) tem como definição um conjunto de 

ações que proporciona o conhecimento e a detecção de mudanças nos fatores 

determinantes e condicionantes do meio ambiente que interferem na saúde humana, 

com a finalidade de identificar as medidas de prevenção e controle dos fatores de 

risco ambientais relacionados às doenças ou outros agravos à saúde. Desta forma, a 

VAS deve ser vista como um processo contínuo de coleta de dados e análise de 

informação sobre saúde e ambiente, com o intuito de orientar ações de controle dos 

fatores ambientais que interferem na saúde e contribuem para a ocorrência de 

doenças e agravos (BEZERRA, 2017). 

A Vigilância Ambiental atua identificando os agravos presentes no ambiente e 

avaliando a relação destes com a comunidade atingida por seus efeitos, visando 

desenvolver metodologias para elaborar ações que minimizem seus impactos 
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adversos ou eliminem as fontes causadoras de perturbação. O desenvolvimento da 

VAS conta com alguns instrumentos e métodos de vigilância e controle, como: 

epidemiologia ambiental, avaliação e gerenciamento de risco, estudos e pesquisas, 

indicadores de saúde e ambiente, e Sistemas de Informação de VAS, que deve dispor, 

dentre outros sistemas, do Sistema de Informação de Vigilância em Saúde de 

Contaminantes Ambientais (CARVALHO, 2016). 

 

1.2 Saneamento e saúde 

 

As áreas de vigilância da qualidade da água, assim como a vigilância e controle 

de fatores biológicos e de contaminantes ambientais, estão englobados no âmbito da 

Vigilância Ambiental. Um dos aspectos mais desafiadores neste contexto refere-se ao 

saneamento, uma vez que este é um dos exemplos mais marcantes da interação entre 

saúde e ambiente. A política federal de saneamento básico possui suas diretrizes 

estabelecidas na Lei n° 11.445, de 05 de janeiro de 2007, sendo o saneamento 

compreendido em sua visão ampla por: serviços de abastecimento de água, 

esgotamento sanitário e tratamento dos efluentes, coleta e destinação final dos 

resíduos sólidos, drenagem urbana e controle de vetores, associados aos aspectos 

de saúde e do meio ambiente natural e construído (TEIXEIRA et al., 2020).  

A proteção à saúde, uma das atribuições da VISA, é colocada invariavelmente 

como uma das consequências benéficas do saneamento (BEZERRA, 2017). Sabe-

se, no entanto, que a construção de indicadores epidemiológicos para o saneamento 

pode ser afetada pela representatividade dos dados disponíveis. Apesar das relações 

entre recursos hídricos, saneamento e saúde serem consolidadas, no Brasil, estes 

setores são geridos por uma grande diversidade de órgãos federais, estaduais e 

municipais, o que dificulta a análise integrada de dados sobre qualidade e quantidade 

da água, o acesso da população a este recurso, bem como sobre sua condição de 

saúde (BARCELLOS; QUITÉRIO, 2006). 

Os efeitos das intervenções de saneamento são geralmente positivos, por se 

constituírem em um serviço que assegura melhoria e bem-estar da população, de 

forma que a sua garantia representa uma importante estratégia na promoção da saúde 

mundial. No Brasil, a distribuição adequada do saneamento perpassa entraves 
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políticos e governamentais a fim de atender toda a população e o déficit no acesso 

aos serviços básicos atinge principalmente as populações mais carentes e em 

situações de vulnerabilidade econômica e social (SANTOS et al., 2018; TEIXEIRA et 

al., 2020). A inexistência ou ineficácia de serviços de saneamento, por sua vez, 

favorece o agravo de problemas de saúde e interfere na qualidade de vida da 

população, pois as águas residuais não tratadas, muitas vezes dispostas diretamente 

nos corpos hídricos, constituem veículos para disseminação de doenças e oferecem 

danos ao meio ambiente, como contaminação do solo e dos recursos hídricos 

disponíveis (CARVALHO, 2016). 

O processo de tratamento de águas residuais é realizado em Estações de 

Tratamento de Esgoto (ETEs) e pode ser classificado em níveis de eficiência da 

redução da carga poluidora: preliminar, primário, secundário ou terciário. A maioria 

das estações alcança apenas o nível de tratamento secundário, que inclui a 

degradação biológica de compostos carbonáceos em reatores biológicos, uma vez 

que esse procedimento proporciona um reduzido nível de poluição por matéria 

orgânica e possibilita o lançamento do efluente diretamente no corpo hídrico receptor 

(BRANCO et al., 2021). 

O tratamento de águas residuais é capaz de reduzir a quantidade de 

microrganismos em várias ordens de grandeza, mas grandes quantidades de 

bactérias ainda atingem os recipientes de água com os efluentes evacuados e 

comprometem a segurança microbiológica dos corpos d'água superficiais 

(GOTKOWSKA-PŁACHTA, 2021). Concomitantemente, uma questão que representa 

grande preocupação dentro desse contexto são os micropoluentes emergentes 

(MPEs), que compreendem uma ampla gama de compostos orgânicos naturais e 

sintéticos, incluindo produtos farmacêuticos e de cuidados pessoais, detergentes, 

hormônios esteróides, resíduos de antimicrobianos, produtos químicos industriais, 

pesticidas e muitos outros contaminantes de preocupação emergente (WANDA et al., 

2017). 

 

1.2.1 Micropoluentes emergentes 
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As águas residuais de estações de tratamento de esgoto municipais e sistemas 

sépticos contêm uma variedade de MPEs. Em contrapartida, a maioria das ETEs são 

projetadas apenas para reduzir as cargas de nutrientes e patógenos, não para 

remover esses compostos (GUARDIAN et al., 2021). Desta forma, as ETEs 

constituem a principal rota de transferência de contaminantes emergentes a serem 

liberados no ecossistema, além de outras rotas menores (ABBOTT et al., 2020). 

Muitos desses compostos chegam ao final do tratamento do efluente devido à sua 

característica hidrofílica, degradação parcial, persistência e a introdução contínua no 

meio. Consequentemente, os MPEs chegam ao ambiente aquático onde o efluente 

tratado é direcionado, tornando-se uma ameaça à saúde e ao meio ambiente, 

podendo também comprometer a indústria de água potável que utiliza esse recurso 

hídrico.  

A ocorrência de MPEs no ambiente aquático tem sido frequentemente 

associada a uma série de efeitos negativos, incluindo toxicidade a curto e longo prazo, 

efeitos de desregulação endócrina e agravo na resistência de microrganismos aos 

antimicrobianos (LUO et al., 2014). A onipresença desses compostos tem sido cada 

vez mais identificada em fontes de água superficiais e subterrâneas como resultado 

do influxo de efluentes de ETEs, sistemas de descarte de águas residuais no local, 

escoamento de lavagem de estradas, campos agrícolas e atividades recreativas 

(ELLIOTT et al., 2018; LUO et al., 2014; SUBEDI et al., 2015). Além disso, o aumento 

contínuo do uso de produtos químicos como os MPEs, que acabam alcançando 

corpos hídricos, oferece desafios às agências reguladoras em seus esforços para 

implementar e atualizar os critérios de qualidade da água (GUARDIAN et al., 2021). 

Algumas resoluções nacionais regulamentam o lançamento de efluentes em 

níveis seguros e sustentáveis para o meio ambiente, como a Resolução do Conselho 

Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) n° 430 de 13 de maio de 2011, que dispõe 

sobre as condições e padrões de lançamento de efluentes. No entanto, os parâmetros 

relacionados aos MPEs, como resíduos de antimicrobianos, não estão presentes na 

legislação brasileira. Não há evidências da remoção total desses micropoluentes após 

o tratamento de afluentes, representando um risco para o ecossistema aquático e para 

a população.  

Diante desse contexto, cabe ressaltar que a presença de resíduos de 

antimicrobianos em efluentes é um ponto problemático, uma vez que esses 
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compostos podem contribuir para seleção de bactérias resistentes aos 

antimicrobianos (BRA) e promover a disseminação desses microrganismos e seus 

determinantes de resistência no ambiente, aumentando assim a resistência 

antimicrobiana, que constitui um preocupante agravo na saúde pública (BRANCO et 

al., 2021).  

 

1.3 Resistência antimicrobiana 

 

A ocorrência de patógenos resistentes aos antimicrobianos é considerada uma 

ameaça à saúde pública em todo o mundo. O aumento da resistência antimicrobiana 

(RAM) é um problema crescente e está associado a vários fatores, de forma que 

requer uma ação ampla e coordenada para conter ou diminuir o problema (RABELLO 

et al., 2020). Antes da pandemia de COVID-19, a resistência aos antimicrobianos 

constituía a crise de saúde mais urgente do mundo (GONZALEZ-ZORN, 2021). 

Estima-se que a RAM seja responsável por 25.000 mortes por ano na União Europeia 

e 700.000 mortes por ano em todo o mundo. Também foi previsto que até 2050, a 

RAM será responsável por mais mortes do que outros problemas de saúde graves, 

como o câncer (COMISSÃO EUROPEIA, 2017; O’NEILL, 2016). 

A RAM constitui uma ameaça na progressão não apenas na saúde humana, 

mas também no âmbito animal e no meio ambiente. Considerando uma perspectiva 

de Saúde Única, na qual saúde humana, animal e o meio ambiente estão intimamente 

interligados, os impactos ambientais e as ações em setores da saúde humana e 

animal são contribuintes no processo de disseminação da RAM (HERNANDO-

AMADO et al., 2020; MITCHELL et al., 2020).  

Bactérias são microrganismos que possuem uma tendência natural a adquirir e 

disseminar determinantes de resistência aos antimicrobianos. No entanto, a exposição 

aos fármacos ou seus resíduos é um fator que contribui e acelera o processo de 

desenvolvimento da RAM. Esse fenômeno pode ocorrer por evolução vertical, onde 

há mutação de genes existentes, ou pela aquisição de genes de resistência aos 

antimicrobianos (GRA) por meio de elementos genéticos móveis (EGMs), como 

plasmídeos, transposons e fagos (HAMIWE et al., 2019). Esses determinantes de 

resistência são disseminados principalmente pela transferência horizontal de genes 
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(THG) mediada pelos EGMs, que pode ocorrer, inclusive, entre bactérias de diferentes 

espécies (AN et al., 2018). 

A disseminação de GRAs é preocupante, uma vez que esses elementos podem 

ser compartilhados com bactérias patogênicas que causam infecções no homem e em 

animais. Considerando que a principal força motriz por trás da disseminação da RAM 

entre as bactérias ambientais e clínicas é a THG mediada por EGMs, tanto bactérias 

quanto seus determinantes de resistência devem ser considerados em sistemas de 

vigilância. Existem evidências de que a THG é um processo comum em locais com 

águas superficiais, águas residuais, solo e animais (CHECCUCCI et al., 2020; 

GOULIOURIS et al., 2019; TESFAYE et al., 2019; ZAHEER et al., 2020). 

 

1.3.1 Resistência antimicrobiana em ecossistemas aquáticos 

 

As BRA podem entrar e persistir no meio ambiente por meio de várias vias, 

sendo uma delas a descarga de águas residuais nos corpos hídricos (BENGTSSON-

PALME; KRISTIANSSON; LARSSON, 2018). As águas residuais são tratadas para 

reduzir as concentrações de poluentes a níveis ambientalmente seguros. No entanto, 

vários compostos químicos e bactérias fecais patogênicas, incluindo bactérias 

resistentes e seus GRAs, alcançam corpos d'água superficiais por meio de efluentes. 

Esses poluentes influenciam na qualidade microbiológica e a segurança 

epidemiológica dos ecossistemas naturais (GOTKOWSKA-PŁACHTA, 2021). 

Portanto, as bactérias e seus metabólitos são evacuados com as águas residuais e 

perturbam o equilíbrio natural da microbiota que coloniza os sistemas aquáticos. 

As ETEs, por sua vez, constituem uma peça-chave nesse contexto, pois 

reúnem BRA e GRAs, assim como resíduos de antimicrobianos, que favorecem a 

seleção de microrganismos resistentes, e podem ser consideradas ambientes 

favoráveis para troca de informações genéticas entre bactérias, incluindo EGMs e 

GRAs (ORAVCOVA et al., 2017). Deve-se considerar ainda que o efluente tratado 

pelas ETEs é direcionado a corpos hídricos receptores, que podem ser destinados ao 

tratamento e abastecimento de regiões urbanas e metropolitanas. Além disso, são 

utilizados em diversas atividades antropogênicas, como atividades recreativas ou de 
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reuso para agropecuária. Consequentemente, as BRA podem atingir o homem por 

meio da sua dispersão ambiental (HERNANDO-AMADO et al., 2020). 

As ETEs são indicadas como ambientes ideais para investigar a epidemiologia 

da RAM a partir de uma perspectiva de Saúde Única e constituem possíveis pontos 

de controle para a disseminação ambiental da RAM (SANDERSON et al., 2020). 

Diante desse contexto, alguns microrganismos de relevância clínica e mecanismos de 

resistência importantes podem ser estudados a partir do ambiente aquático de ETEs. 

Alguns patógenos se destacam no cenário preocupante instituído pela RAM. 

Em 2017, a Organização Mundial da Saúde (OMS) listou patógenos prioritários que 

apresentam resistência aos antimicrobianos utilizados no tratamento das infecções 

causadas por esses microrganismos e dentre os microrganismos classificados como 

prioridade alta está Enterococcus faecium, um patógeno oportunista cujo gênero ao 

qual pertence inclui microrganismos que servem como importantes marcadores de 

qualidade da água (GOTKOWSKA-PŁACHTA, 2021; TACCONELLI et al., 2018). 

 

1.4 Gênero Enterococcus 

 

Enterococcus spp. é um gênero ubíquo, constituído de espécies de bactérias 

adaptadas a uma variedade de hospedeiros e ambientes, sendo amplamente 

encontrados em solo, água e alimentos. Apesar de constituírem a microbiota de 

humanos e animais, nas últimas décadas essas bactérias se destacaram como 

patógenos oportunistas emergentes pela capacidade de causar infecções 

nosocomiais graves, como endocardites, infecções no trato urinário e bacteremia (LEE 

et al., 2019; RAZA et al., 2018). Além disso, os enterococos também são 

microrganismos usados para monitorar a qualidade da água e detectar ameaças 

sanitárias e epidemiológicas em todo o mundo, pois atuam como indicadores indiretos 

dos riscos associados à disseminação de outros patógenos em ecossistemas 

aquáticos e à transmissão de doenças veiculadas pela água (GOTKOWSKA-

PŁACHTA, 2021). 

O gênero Enterococcus é composto por cerca de 40 espécies diferentes, sendo 

Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium as espécies mais comumente isoladas 
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de fezes humanas e amostras de infecções (HAMIWE et al., 2019). Outras espécies 

que também são detectadas incluem E. avium, E. casseliflavus, E. durans, E. 

gallinarum e E. raffinosu (IWERIEBOR et al., 2015). 

Os microrganismos pertencentes a este gênero são cocos Gram-positivos que, 

na análise microscópica, se apresentam aos pares ou em pequenas cadeias. Não 

apresentam enzima catalase, não formam esporos e são anaeróbios facultativos. 

Embora cresçam na presença de oxigênio, não possuem metabolismo respiratório, 

realizando metabolismo homofermentativo com a produção de ácido lático como 

principal substância no final da via de consumo da glicose, sem a produção de gás. 

Enterococos também hidrolisam a esculina e são capazes de crescer na presença de 

azida (até 0,4%), sendo este um fator de seleção para esses microrganismos. 

Ademais, esses microrganismos crescem em condições muito variadas de 

temperatura (de 10 a 45 °C) e pH (pH 4.5–10.0), crescerem em altas concentrações 

de NaCl (6,5%) e apresentarem particular resistência à secagem e à bile (40 %) (LEE 

et al., 2019; MONTICELLI et al., 2018). Entre as bactérias não esporuladas, os 

enterococos são as mais termotolerantes conhecidas (SCHEIDEGGER, 2009). 

Em relação às características genotípicas, enterococos apresentam um 

conteúdo de guanina-citosina (GC) baixo (cerca de 34 a 45%), um tamanho de 

genoma variando de 2,3 a 5,4 Mb com 2.154 a 5.107 genes previstos. O genoma 

cerne do gênero apresenta um número de genes variando de 605 a 1.037, 

dependendo dos dados e critérios utilizados para análise, enquanto o pangenoma é 

maior e reflete a natureza altamente plástica de seus genomas e adaptações de nicho 

particulares (GARCÍA-SOLACHE; RICE, 2019). 

 

1.4.1 Relevância clínica 

 

Embora a maioria das espécies de Enterococcus spp. não seja considerada 

patogênica, E. faecium e E. faecalis têm se tornado cada vez mais importantes 

agentes etiológicos de infecções hospitalares, especialmente em indivíduos 

imunocomprometidos (HAMIWE et al., 2019). Os enterococos são uma das principais 

causas de endocardites em ambiente hospitalar (SLIPCZUK et al., 2013) e a 

resistência que esses microrganismos apresentam em relação aos fármacos 



21 
 

utilizados no tratamento das infecções relacionadas a assistência à saúde (IRAS) é 

preocupante. A resistência a vancomicina tem sido a maior preocupação dentre essas 

bactérias, principalmente Enterococcus faecium resistente a vancomicina (VREfm). 

Essa espécie foi incluída no grupo “ESKAPE”, descrito originalmente por Rice (2008), 

que indica seis microrganismos de preocupação frequentemente associados a 

infecções hospitalares e que apresentam resistência significativa aos antimicrobianos 

disponíveis atualmente. 

As infecções causadas por enterococos representam uma ameaça real à saúde 

humana, principalmente devido ao seu comportamento frente aos antimicrobianos de 

uso terapêutico. Os enterococos não são organismos altamente virulentos, e o 

sucesso de E. faecalis e E. faecium como patógenos no ambiente hospitalar está 

principalmente relacionado à sua capacidade de sobrevivência em um ambiente hostil 

e rico em antimicrobianos (GARCÍA-SOLACHE; RICE, 2019). 

 

1.4.2 Resistência aos antimicrobianos 

 

Bactérias do gênero Enterococcus ganharam considerável importância como 

patógeno nosocomial particularmente pelas características de resistência intrínseca e 

adquirida aos antimicrobianos mais comumente administrados nos tratamentos das 

infecções graves causadas por Gram-positivos. A resistência a múltiplas drogas 

utilizadas no tratamento das infecções é comum, o que prolonga o tempo de 

hospitalização, aumenta o custo e o risco de falha do tratamento, ocasionando a morte 

de pacientes acometidos nessas enfermidades (GARCÍA-SOLACHE; RICE, 2019).  

A capacidade natural dos enterococos de adquirir, acumular e compartilhar 

elementos extracromossômicos que codificam características de virulência ou de 

resistência aos antimicrobianos contribui para o esclarecimento a respeito da 

importância desse patógeno oportunista (KILBAS; CIFTCI, 2018). Enterococos podem 

compartilhar genes por meio de EGMs e, consequentemente, esses microrganismos 

podem acumular e transferir GRAs para outras bactérias.   

Enterococcus spp. são intrinsecamente resistentes a vários antimicrobianos, 

incluindo cefalosporinas e trimetoprim-sulfametoxazol, e apresentam resistência 
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moderada aos β-lactâmicos e aminoglicosídeos (ZAHEER et al., 2020). A resistência 

intrínseca mais significativa observada nesses microrganismos é a resistência aos 

aminoglicosídeos, resistência à ampicilina induzida por β-lactamases e aos 

glicopeptídeos (RAZA et al., 2018), uma vez que esses antimicrobianos apresentam 

uso terapêutico relevante. 

Enterococos são intrinsecamente resistentes à maioria dos β-lactâmicos, sendo 

suscetíveis a um número limitado de penicilinas (ampicilina, mezlocilina, penicilina e 

piperacilina). A resistência a estas penicilinas é obtida por meio de dois mecanismos: 

produção de β-lactamases e expressão de uma proteína de ligação à penicilina de 

baixa afinidade (PBP), designada PBP4 em E. faecalis e PBP5 em E. faecium, sendo 

este segundo mecanismo o mais comum (GARCÍA-SOLACHE; RICE, 2019). 

Outro mecanismo intrínseco significativo de resistência aos antimicrobianos 

ocorre em relação às concentrações clinicamente alcançáveis de aminoglicosídeos, 

de forma que os fármacos dessa classe (principalmente estreptomicina e gentamicina) 

são úteis apenas para obter sinergismo bactericida em combinação com agentes 

ativos na parede celular desses microrganismos (penicilina ou vancomicina). A 

resistência intrínseca moderada (CIM, 62-500 µg/ml) devido a uma baixa 

permeabilidade celular, que pode ser resolvida pela adição de penicilina que facilita a 

entrada dos aminoglicosídeos na célula (GARRIDO, 2014). A resistência de alto nível 

aos aminoglicosídeos (CIM > 500 µg/ml a gentamicina e >1.000 ug/ml para 

estreptomicina) é frequentemente mediada por enzimas modificadoras de 

aminoglicosídeos, como fosfotransferases (APHs), acetiltransferases (AACs) e 

nucleotidiltransferases (ANTs). É importante ressaltar que esses mecanismos de 

resistência abolem a atividade bactericida sinérgica dos aminoglicosídeos em 

combinação com agentes ativos na parede celular que são importantes no tratamento 

de infecções enterocócicas graves (BROOKS et al., 2014). 

A resistência adquirida aos macrolídeos é frequentemente associada a 

aquisição dos genes erm, e ocorre pela modificação do alvo de ação desses fármacos 

(subunidade 23S do RNA ribossomal) por meio de mutações específicas. Além disso, 

outros mecanismos de resistência a esta classe podem ser encontrados em 

enterococos, incluindo bombas de efluxo, que removem moléculas dos 

antimicrobianos de dentro da célula bacteriana, e menos frequentemente pode ocorrer 

a hidrólise do anel lactona da molécula do fármaco (GARCÍA-SOLACHE; RICE, 2019). 
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As fluoroquinolonas têm atividade moderada contra enterococos, por mais que 

essa resistência seja comum em cepas clínicas de E. faecium. Ciprofloxacina e 

levofloxacina, por exemplo, tem seu uso restrito ao tratamento de infecções do trato 

urinário por cepas suscetíveis. A resistência de alto nível é frequentemente associada 

a mutações em gyrA e parC (ESFAHANI et al., 2020). 

Entre os mecanismos de resistência já elucidados, o mais importante está 

relacionado aos glicopeptídeos, principalmente a vancomicina, por serem os fármacos 

de escolha no tratamento de infecções graves causadas por Gram positivos, como 

endocardite. O principal mecanismo de resistência aos glicopeptídeos envolve uma 

menor afinidade dessas moléculas aos precursores de peptidoglicano das bactérias 

que são o alvo terapêutico, permitindo a síntese da parede celular apesar da 

exposição ao antimicrobiano (RAZA et al., 2018). 

 

1.5 Enterococcus faecium resistente à vancomicina 

 

Os primeiros relatos de Enterococos Resistentes a Vancomicina (VRE) foram 

reportados na Inglaterra e na França em 1988 e, desde então, têm sido relatados em 

várias partes do mundo. No Brasil, as infecções por VRE foram descritas pela primeira 

vez em 1998 e, embora nunca se tornem verdadeiramente endêmicas, geralmente 

ressurgem em surtos esporádicos (PILLONETTO et al., 2021; RESENDE et al., 2014; 

ZANELLA et al., 1999).  

As opções de tratamento para o VRE incluem tigeciclina, linezolida, 

daptomicina, quinipristindalfopristina, platensimicina, nitrofurantoína e fosfomicina 

com alguns relatos de resistência. Modificações na estrutura da vancomicina também 

mostraram grande promessa no tratamento do VRE (RAZA et al., 2018). No entanto, 

é válido ressaltar que uma das maiores preocupações em relação ao VRE é 

resistência a múltiplos antimicrobianos que pode estar presente nesses 

microrganismos, o que não é raro e torna as opções terapêuticas para o tratamento 

de infecções muito limitadas ou inexistentes.  

Enterococcus faecium se destaca em relação aos demais patógenos 

oportunistas do gênero ao qual pertence pela sua capacidade de adquirir e expressar 
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genes de resistência antimicrobiana com mais frequência (LEE et al., 2019). 

Enterococcus faecium resistentes à vancomicina (VREfm) se tornaram uma 

preocupação global, pois os surtos causados por esses microrganismos resistentes 

não apenas incorrem em custos significativos para os sistemas de saúde, mas 

também colocam pacientes vulneráveis em maior risco de adquirir infecções fatais 

(GALLOWAY-PEÑA et al., 2009). 

A vancomicina é um antimicrobiano da classe dos glicopeptídeos, que atua 

interferindo na síntese da parede celular de bactérias Gram-positivas ao interagirem 

com o grupo D-Alanil-D-Alanina das cadeias pentapeptídicas dos precursores do 

peptideoglicano, que constitui um elemento essencial da parede celular bacteriana. 

Em condições normais, a síntese do peptideoglicano em Enterococcus spp. é 

realizada por uma enzima ligase que une duas moléculas de D-Alanina para formar 

D-Ala-D-Ala. O UDP-N-acetilmuramilpentapeptídeo forma-se pela adição de D-Ala-D-

Ala ao UDP-N-acetilmuramil-tripipeptídeo. Através da transglicosilação, o 

pentapeptídeo formado é incorporado no peptidoglicano por meio das pontes 

cruzadas da transpeptidação, com a finalidade de fortalecer a camada de 

peptidoglicano (BROOKS et al., 2014; RAZA et al., 2018). 

Desde seu primeiro uso, em 1958, a vancomicina tem sido usada no tratamento 

de infecções bacterianas Gram-positivas. Os enterococos tornam-se resistentes a 

este fármaco por meio da aquisição de genes através do plasmídeo ou transposons, 

dificultando o tratamento de infecções causadas por essas bactérias (RAZA et al., 

2018). A resistência ocorre devido à alteração na porção terminal do peptideoglicano, 

que leva à diminuição da afinidade do antimicrobiano pelo sítio de ação. De acordo 

com o padrão de resistência apresentado, existem vários genótipos e fenótipos, cuja 

base da resistência resulta na produção de precursores de peptideoglicanos cuja 

porção terminal é diferente de D-alanil-D-alanina, o principal alvo da vancomicina 

(BROOKS et al., 2014).  

Existem duas classificações feitas para avaliar a resistência à vancomicina em 

enterococos: fenotípica e genotípica. Até o momento, a classificação genotípica é 

baseada em nove tipos de genes (vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanF, vanG, vanM, 

vanN) que conferem resistência de nível alto a moderado à vancomicina e à 

teicoplanina (glicopeptídeo que representa uma peça importante na caracterização do 

fenótipo de resistência a vancomicina) (RAZA et al., 2018).  
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Entre esses genes, os fenótipos expressos vanA e vanB são os mais 

prevalentes no VRE, causando infecções em humanos. O fenótipo de vanA é o mais 

relevante, pois confere alta resistência à vancomicina (CIM> 64 µg / mL) e teicoplanina 

(CIM> 16 µg / mL). O fenótipo de vanB exibe resistência induzida vancomicina, porém 

susceptibilidade à teicoplanina. As cepas com vanC exibem resistência intermediária 

a moderada à vancomicina, sendo este fenótipo constitutivo nas espécies isoladas em 

menor frequência como Enterococcus gallinarum (vanC-1) e o Enterococcus 

casseliflavus (vanC-2 e vanc-3) (BROOKS et al., 2014; IWERIEBOR et al., 2015). 

 

1.5.1 Gene vanA 

 

O determinante da resistência à vancomicina mais estudado é o operon 

vanHAX, um sistema de genes agrupados em um plasmídeo autotransferível. O 

agrupamento de genes associados ao vanA é transportado por plasmídeo e codificado 

por um transposon de 10,8 kb identificado como Tn1546 (Figura 1), que torna o gene 

transferível (SIMJEE et al., 2002). 

Nota: ORF1 e OFR2 constituem as fases de leitura aberta, associadas transposição do transposon. 
IRE e IR0 indicam as repetições invertidas à esquerda e à direita do transposon, respectivamente. 

Fonte: BROOKS et al., 2014. 

O gene vanA codifica uma enzima ligase necessária para a síntese de D-Ala-

D-Lac, que é um substrato alterado utilizado para a composição da parede celular da 

bactéria. A vancomicina apresenta baixa afinidade pelo D-Ala-D-Lac em comparação 

ao produto dipeptídeo normal D-Ala-D-Ala (SOOD et al., 2008). Enquanto isso, o gene 

vanH codifica uma desidrogenase que reduz o piruvato a D-Lac, criando assim um 

pool do substrato alterado para síntese de D-Ala-D-Lac (AHMED; BAPTISTE, 2018). 

Figura 1. Representação do transposon Tn1546 de Enterococcus faecium, que carreia o gene vanA e 
codifica a resistência à vancomicina.  

 

Figura 2. Representação do transposon Tn1546 de Enterococcus faecium, que carreia o gene vanA e 
codifica a resistência à vancomicina.  
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O gene vanX, por sua vez, hidrolisa D-Ala-D-Ala para reduzir sua incorporação em 

moléculas precursoras da parede celular. Além disso, também existem genes com 

importante função regulatória para a expressão do operon vanHAX. O gene vanS é 

uma histidina quinase ligada à membrana que atua detectando a presença de 

vancomicina e teicoplanina e sinaliza para vanR, um regulador da resposta 

citoplasmática, que atua como um ativador transcricional responsável pela síntese de 

genes vanHAX (HILL et al., 2010). Desta forma, nota-se que o gene vanA não é 

responsável por conferir resistência sozinho, mas existem outros genes que regulam 

e expressam a resistência. 

 

1.5.2 Disseminação ambiental da resistência à vancomicina 

 

A estratégia de prevenção e controle do VREfm em ambiente hospitalar inclui 

a limitação do uso excessivo ou inadequado de vancomicina, evitar hospitalizações 

desnecessárias, treinamento da equipe do hospital para triagem e notificação imediata 

do VREfm e empregar limpeza ambiental sem toque para impedir a transmissão de 

pessoa para pessoa (RAZA et al., 2018). No entanto, a disseminação desse 

microrganismo no meio ambiente constitui um problema mais complexo. A exposição 

de enterococos à vancomicina pode ocorrer pela presença de resíduos de 

antimicrobianos no ambiente. Essa exposição contínua aos fármacos é um fator que 

contribui para acelerar o processo da RAM. Além disso, a disseminação de VREfm 

pode ocorrer por vias que indiretamente afetam o homem, tornam-se uma 

preocupação para saúde pública (ZAHEER et al., 2020).  

Tanto enterococos quanto antimicrobianos são excretados na urina e nas fezes 

de humanos e animais e, em nações desenvolvidas urbanizadas, a maior parte desses 

resíduos é transportada e tratada em ETEs antes de serem despejadas em águas 

superficiais (SANDERSON et al., 2020). Diversos estudos relatam a presença de 

VREfm em ETEs e águas residuais ao redor do mundo, alertando sobre o aspecto 

problemático que esses dados representam no contexto da RAM (EKWANZALA et al., 

2020; GOULIOURIS et al., 2019; IWERIEBOR et al., 2015; ORAVCOVA et al., 2017). 

Os três fenótipos mais comumente relatados nesses ambientes são atribuídos aos 

genes vanA, vanB e vanC (GOULIOURIS et al., 2019). No entanto, no Brasil não há 



27 
 

dados disponíveis na literatura sobre a presença desses microrganismos em ETEs e 

efluentes. 

 

1.5.3 Detecção da resistência antimicrobiana 

 

A detecção de VREfm e da resistência antimicrobiana que esses 

microrganismos apresentam pode ser realizada por métodos fenotípicos, como Teste 

de Susceptibilidade aos Antimicrobianos (TSA), e métodos genotípicos, que incluem 

a detecção de genes de resistência por técnicas de biologia molecular, principalmente 

pela Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Atualmente, uma técnica útil para o 

entendimento abrangente da resistência antimicrobiana em isolados bacterianos é o 

sequenciamento do genoma completo (WGS), que pode revelar informações 

relacionadas a THG e aos EGMs, como plasmídeos, fagos, ilhas genômicas e 

recombinação homóloga (TYSON et al., 2018). Assim, o estudo genético detalhado 

do genoma da VREfm torna-se um importante aliado para o conhecimento sobre a 

dinâmica da resistência antimicrobiana. 

 

1.6 Sequenciamento Completo de Genoma 

 

As tecnologias genômicas oferecem a promessa de melhorias substanciais no 

desempenho de estudos relacionados à caracterização de microrganismos e 

microbiotas. Dentro do contexto da RAM, o sequenciamento de genoma completo 

(Whole Genome Sequencing – WGS) de bactérias transformou a compreensão global 

da resistência antimicrobiana, gerando novos insights na genética subjacente à 

resistência, e vem sendo inserido como uma ferramenta muito útil para melhor 

compreensão da resistência de microrganismos de preocupação para saúde pública 

(KÖSER; ELLINGTON; PEACOCK, 2014; TYSON et al., 2018). 

Uma das vantagens relacionadas às técnicas genômicas é a rápida obtenção 

de resultados. Por exemplo, caracterizar a resistência antimicrobiana usando métodos 

atuais baseados em cultura pode levar aproximadamente de uma a três semanas, em 
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comparação com as propostas de menos de 12 horas usando tecnologias genômicas 

(ADU-OPPONG; GASPARRINI; DANTAS, 2017). 

O sequenciamento genômico é uma técnica que permite identificar a sequência 

correta de nucleotídeos de uma molécula de DNA ou RNA, visando conhecer a 

informação genética contida nesta estrutura. As novas tecnologias de 

sequenciamento, denominadas de tecnologias de sequenciamento de nova geração, 

começaram a ser comercializadas em 2005 e estão evoluindo rapidamente (DE 

CARVALHO; DA SILVA, 2010). Atualmente existem diversas tecnologias voltadas 

para o sequenciamento do DNA em larga escala, sendo as mais utilizadas: o método 

Polony (SHENDURE et al., 2005) utilizado no sequenciador SOLID (Applied 

Biosystems) e o método de amplificação em ponte (BENNETT, 2004) utilizado no 

sequenciador Genome Analyser (Illumina-Solexa). Todas essas tecnologias 

promovem o sequenciamento de DNA em plataformas capazes de gerar informação 

sobre milhões de pares de bases em uma única corrida, permitindo a obtenção de 

genomas completos de bactérias e outros microrganismos de interesse científico e 

tecnológico. 

No contexto clínico, a ferramenta de WGS tem o potencial de reduzir a 

exposição a drogas ineficazes e a evolução da resistência, reduzindo o diagnóstico 

para dias em vez de semanas. Ademais, o WGS também tem demonstrado ser uma 

ferramenta eficaz no monitoramento de microrganismos em diversos ambientes, 

inclusive em ecossistemas aquáticos e ETEs (SANDERSON et al., 2020; TYSON et 

al., 2018; ZAHEER et al., 2020). 

Um dos sequenciadores mais utilizados para obter o WGS de bactérias é o da 

plataforma Illumina, um sequenciador que se baseia no conceito de sequenciamento 

por síntese. Para obtenção do sequenciamento de genoma completo nessa 

tecnologia, é necessária a construção de uma biblioteca de sequenciamento especial. 

A biblioteca é construída a partir da fragmentação aleatória do DNA da amostra, 

seguida da incorporação de adaptadores (pequenos fragmentos dupla-fita de DNA 

com sequência previamente conhecida) que se ligam às terminações 5’ e 3’ dos 

fragmentos oriundos da amostra (Figura 2-A). Além disso, os adaptadores 

adicionados possuem a presença de marcadores que permitem a distinção de 

amostras pelo sequenciador. Estas bibliotecas podem ser de dois tipos: paired-end, 

que proporciona o sequenciamento nas duas extremidades de reads com tamanho 
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entre 200 e 500 nucleotídeos; e mate-pair que também pode sequenciar as duas 

extremidades de reads maiores (de 2000 a 5000 nucleotídeos) (DE CARVALHO; DA 

SILVA, 2010; MOREIRA, 2015).  

 Fonte: MOREIRA, 2005. 

 

Figura 3. Sequenciamento na plataforma Ilumina. (A) Ocorre a construção da biblioteca, em que DNA 
é fragmentado aleatoriamente e ligado a adaptadores A e B em ambas as extremidades. (B) Os 
fragmentos são colocados em uma placa de vidro (flow cell) onde está aderida uma densa camada de 
oligonucleotídeos complementares aos adaptadores contidos nas extremidades dos fragmentos, de 
maneira que os fragmentos possam então se ligarem à placa. (C) Ocorre a incorporação de 
nucleotídeos não marcados com fluorescência até que toda a extensão do fragmento seja amplificada. 
(D) O processo de amplificação "em ponte" é iniciado, evidenciando dois adaptadores presos a placa 
e outros dois livres. (E) Ocorre a desnaturação no ciclo e a “ponte” é desfeita mediante elevação de 
temperatura. (F) Um novo ciclo de amplificação se inicia e os adaptadores livres se ligam a adaptadores 
complementares na placa. (G) Clusters são formados, com milhares de fragmentos idênticos ligados à 
flow cell. (H)  Com os clusters já formados, são adicionados didesoxinucleotídeos terminadores 
reversíveis contendo fluoróforos, junto com a enzima DNA polimerase, que fará a incorporação do 
didesoxinucleotídeo apropriado. A incidência de um feixe de raios laser excita os fluoróforos 
proporcionando emissão de luz que difere em função da base incorporada. Com isso, em (I) observa-
se o registro da imagem correspondendo a incorporação do primeiro didesoxinucleotídeo. (J) Ocorrem 
sucessivos ciclos de incorporação dos didesoxinucleotídeos marcados e a incidência de raios laser que 
ocasiona a emissão de luz. (K) Ocorre um novo registro da imagem, que é capitada pelo equipamento. 
(L) A leitura é feita de forma sequencial, o que permite a montagem da sequência completa de cada 
cluster. 
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A partir da obtenção da biblioteca de sequenciamento, ocorre um procedimento 

de amplificação, no qual a biblioteca preparada é adicionada à uma superfície, 

denominada flow cell, que contém uma camada de oligonucleotídeos imobilizados e 

complementares aos adaptadores contidos nos fragmentos da amostra (Figura 2-B). 

Em seguida, os fragmentos são amplificados pela técnica de amplificação “em ponte”, 

que permite a formação de aglomerados (clusters) de fragmentos do tipo fita simples 

(Figura 2-C, D E, F). A etapa de amplificação consiste em vários ciclos de PCR de 

fase sólida, permitindo a formação de diversos clusters contendo cerca de 1000 cópias 

de um mesmo fragmento de fita simples (CARVALHO, 2016; MOREIRA, 2015). 

O sequenciamento por síntese ocorre a partir da formação de clusters (Figura 

2-G). Uma mistura para as reações de sequenciamento é aplicada à flow cell, 

contendo os quatro didesoxinucleotídeos necessários para reação, encontrados como 

terminadores reversíveis marcados com fluoróforo, além dos iniciadores e da enzima 

DNA polimerase (Figura 2-H). A alta densidade dos clusters de sequenciamento 

possibilita que o sinal de fluorescência gerado com a incorporação de cada um dos 

nucleotídeos terminadores tenha uma intensidade suficiente para garantir sua 

detecção exata. Após a incorporação de cada nucleotídeo no fragmento em síntese, 

um laser é aplicado à superfície, excitando o fluoróforo do nucleotídeo terminador e a 

leitura do sinal de fluorescência é realizada pelo equipamento (Figura 2-I). Em 

seguida, ocorre uma etapa de lavagem para remoção dos reagentes excedentes e 

remoção do terminal 3’ bloqueado e do fluoróforo do nucleotídeo incorporado no ciclo 

anterior para que a reação de sequenciamento prossiga (Figura 2-J). A leitura das 

bases é feita pela análise sequencial das imagens capturadas em cada ciclo de 

sequenciamento (Figura 2-K, L) (CARVALHO, 2016; DE CARVALHO; DA SILVA, 

2010). Dessa forma, são realizados diversos ciclos de síntese consecutivamente e as 

sequências de milhões de clusters presentes na placa são determinadas 

simultaneamente. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Realizar a análise genômica da resistência antimicrobiana de Enterococcus 

faecium resistente à vancomicina recuperados de amostras de águas residuais 

oriundas de Estações de Tratamento de Efluentes. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Isolar e identificar Enterococcus spp. resistentes à vancomicina de amostras 

de águas residuais de ETEs; 

 Verificar fenotipicamente a susceptibilidade aos antimicrobianos dos 

microrganismos identificados como Enterococcus faecium que forem 

recuperados das amostras; 

 Detectar a presença do gene vanA em isolados VREfm; 

 Obter a sequência completa do genoma de Enterococcus faecium carreando o 

gene vanA e, a partir disso, analisar o perfil genotípico de resistência, virulência 

e patogenicidade desses microrganismos, assim como a relação clonal entre 

eles. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Coleta e Amostragem 

 

Foram selecionadas cinco ETEs para este estudo, das quais foram coletadas 

amostras de efluentes (500 mL) em diferentes etapas do tratamento, incluindo o 

efluente tratado. Dentre as ETEs selecionadas, há uma que recebe esgoto misto, uma 

que recebe esgoto doméstico, duas recebem esgoto industrial e uma recebe esgoto 

hospitalar. Quatro dessas ETEs estão localizadas no Rio de Janeiro e outra está 

localizada em Brasília. As amostras foram coletadas em recipientes de vidro estéreis 

e transportadas para o laboratório para análise microbiológica. As amostras foram 

mantidas sob refrigeração e processadas em até 24 horas após a coleta. 

As amostras da ETE 1 e ETE 2 foram obtidas em cinco pontos ao longo do 

tratamento. No entanto, nas restantes ETEs, não foi possível ter acesso a todos os 

pontos do processo de tratamento. Portanto, na ETE 3, ETE 4 e ETE 5 foram 

coletadas apenas amostras de esgoto bruto e tratado. A descrição correspondente 

aos pontos de coleta de amostras ao longo do processo de tratamento em cada ETE 

e o período em que a amostragem foi realizada estão descritos na Tabela 1. 

Tabela 1 – Descrição da coleta e das estações de tratamento de efluentes selecionadas para este 
estudo. 

Estações de 

tratamento de 

efluentes 

Localização 
Origem do 

resíduo 
Pontos de coleta Período da coleta 

ETE 1 

Rio de 

Janeiro, 

Brasil 

Industrial Cinco diferentes 

pontos ao longo do 

tratamento 

Maio, 2019 

ETE 2 Industrial Fevereiro, 2020 

ETE 3 Hospitalar 

Esgoto bruto e 

tratado 

Outubro, 2020 

ETE 4 Misto Outubro, 2020 

ETE 5 
Brasília, 

Brasil 
Doméstico Outubro, 2020 
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3.2 Isolamento e identificação fenotípica de Enterococcus faecium resistente 

à vancomicina 

 

As amostras foram concentradas por filtração através de um filtro de 

nitrocelulose (0,22 μm). Para pré-selecionar cepas resistentes à vancomicina, os filtros 

foram colocados assepticamente em tubos contendo 5 mL de caldo Brain Heart 

Infusion (BHI) com 4 mg/mL de vancomicina e incubados a 37 ºC por 24-48 horas. Um 

tubo com caldo BHI sem vancomicina também foi inoculado e incubado para cada 

amostra como controle positivo do crescimento bacteriano. A concentração de 

antimicrobiano utilizada foi estabelecida de acordo com os valores de breakpoints 

clínicos definidos pelo EUCAST (2020). A partir dos tubos que apresentaram 

crescimento, os inóculos foram transferidos para placas BHI que também foram 

incubadas a 37 °C por 24-48 horas. Foi realização a coloração de Gram utilizando 

colônias puras do crescimento bacteriano em placa. As bactérias Gram-positivas 

foram submetidas ao VITEK 2 Compact (bioMérieux) para identificação fenotípica. 

Apenas isolados identificados como Enterococcus faecium foram considerados para 

este estudo. 

 

3.3 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos 

 

A suscetibilidade aos antimicrobianos foi analisada usando o sistema VITEK 2 

Compact. A partir da Concentração Inibitória Mínima obtida, os pontos de corte foram 

definidos de acordo com os critérios preconizados pelo EUCAST (2020) para 

Enterococcus faecium. Os isolados foram classificados como multirresistentes (MDR), 

extensivamente resistentes (XDR) e não-MDR de acordo com Magiorakos et al. 

(2012). 

 

3.4 Detecção do gene vanA 

 

A extração do DNA genômico (gDNA) foi realizada utilizando o PureLink 

Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen), de acordo com as instruções do fabricante. A 
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detecção do gene vanA foi realizada pela técnica de Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR). O volume final da mistura de reação foi de 25 µL, nas seguintes condições: 

1µM de cada primer (A1+ 5'-GGGAAAACGACAATTGC-3' e A2-5'-

GTACAATGCGGCCGTTA-3') (DUTKA-MALEN; EVERS; COURVALIN, 1995) e 1X 

GotTaq G2 Mastermix (Promega). A amplificação foi realizada com o seguinte perfil 

de ciclo térmico: 95 °C a 3 minutos; 35 ciclos de amplificação consistindo em 95 °C a 

45 s, 54 °C a 45 s e 72 °C a 45 s; e 10 min a 72°C para a extensão final. O gDNA das 

cepas de referência Enterococcus faecium CBRVS 00653 (ATCC 51559) e 

Enterococcus faecalis CBRVS 00654 (ATCC 51575) foram utilizados como controle 

positivo e controle negativo, respectivamente. Os fragmentos de PCR foram 

sequenciados com o Kit de Sequenciamento de Ciclo BigDye™ Terminator v3.1 

(Thermofisher Scientific, EUA) e analisados no SeqStudio Genetic Analyzer 

(Thermofisher Scientific, EUA). As pesquisas de similaridade de nucleotídeos foram 

realizadas online com BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) contra GenBank 

(NCBI) e software Resistance Gene Identifier (RGI) contra CARD (Comprehensive 

Antibiotic Resistance Database) (ALCOCK et al., 2020). 

 

3.5 Sequenciamento completo do genoma e análise de bioinformática 

 

Enterococcus faecium carreadores do gene vanA foram selecionados para o 

sequenciamento completo do genoma. A biblioteca foi preparada com o Kit de 

Preparação de Biblioteca de DNA Nextera XT (Illumina Inc, EUA) e o sequenciamento 

foi realizado na plataforma Illumina MiSeq disponível no Instituto Nacional de Controle 

de Qualidade em Saúde (INCQS) (Rede Genômica da Fiocruz). A ferramenta FastQC 

(ANDREWS, 2010) foi utilizada para avaliar a qualidade das leituras geradas. Os 

nucleotídeos ambíguos e as sequências do adaptador foram “trimados” usando 

Prinseq (SCHMIEDER; EDWARDS, 2011). A montagem de sequências de alta 

qualidade foi realizada utilizando Unicycler (WICK et al., 2017). A qualidade dos 

genomas montados foi avaliada usando QUAST 2.0 (GUREVICH et al., 2013). 

A ferramenta PubMLST (JOLLEY; BRAY; MAIDEN, 2018) foi utilizada para 

determinar os tipos de sequência multilocus (MLST) dos genomas montados. A 

presença de genes de resistência antimicrobiana, genes de fatores de virulência, 
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plasmídeos e elementos genéticos móveis foi investigada nos genomas montados. A 

avaliação genômica da resistência antimicrobiana foi realizada usando o RGI/CARD 

(ALCOCK et al., 2020) para investigar a presença de genes de resistência adquiridos 

e ResFinder (BORTOLAIA et al., 2020; ZANKARI et al., 2017) para avaliar mutações 

que induzem resistência. Os plasmídeos foram avaliados usando PlasmidFinder v2.1 

(CARATTOLI et al., 2014) e ViralVerify (ANTIPOV et al., 2020). Elementos genéticos 

móveis (transposons e sequências de inserção) também foram avaliados usando 

MobileElementFinder v1.0.3 (JOHANSSON et al., 2021). Para verificar os fatores de 

patogenicidade e virulência (VFs), foram utilizados PathogenFinder v1.1 

(COSENTINO et al., 2013) e VirulenceFinder 2.0 (JOENSEN et al., 2014), 

respectivamente. 

 

3.6 Disponibilidade de dados das sequências de genomas 

 

O conjunto de sequências dos genomas obtidos nesse trabalho foram 

depositados no GenBank sob o BioProject PRJNA708321. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 
 

4 RESULTADOS 

 

4.1 Amostragem e identificação bacteriana 

 

Foram obtidas 16 amostras de efluente das ETEs selecionadas, a partir das 

quais o isolamento microbiano foi feito. Todos os isolados Gram-positivos (n=67) 

foram identificados fenotipicamente por Vitek 2, resultando em 46 Enterococcus spp. 

dos quais 63% (29/46) foram identificados como Enterococcus faecium. Destes 

isolados de E. faecium, 44,8% (13/29) eram da ETE 1, 41,4% (12/29) da ETE 2, 3,4% 

(1/29) da ETE 3 e 10,4% (3/29) da ETE 4. Nenhum isolado de E. faecium foi 

recuperado da ETE 5. Entre os isolados recuperados, 41,4% (12/29) foram obtidos de 

efluentes tratados. 

 

4.2 Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos 

 

A suscetibilidade antimicrobiana foi verificada utilizando o Vitek 2 e verificou-se 

a resistência a 10 antimicrobianos de diferentes classes (Figura 3). Todos os isolados 

foram sensíveis à tigeciclina. Foi observado que 86,2% (25/29) dos isolados foram 

classificados como perfil MDR, dois como XDR e dois como não-MDR, sendo estes 

últimos resistentes apenas a levofloxacina e nitrofurantoína. 

A expressão da resistência à vancomicina foi observada em 18 dos 29 isolados 

identificados como E. faecium. Destes, 12 (66,7%) expressaram o fenótipo vanA (alto 

nível de resistência à vancomicina e teicoplanina), sendo estes recuperados das 

seguintes estações de tratamento: ETE 1 (8/12), ETE 2 (3/12) e ETE 4 (1/12). Não 

foram recuperados isolados resistentes à vancomicina da ETE 3. 
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Figura 3 – Gráfico demonstrando a resistência antimicrobiana fenotípica de Enterococcus faecium 

recuperados de Estações de Tratamento de Efluentes.

 

 

4.3 Detecção do gene vanA 

 

A reação de PCR para detectar o gene vanA revelou oito cepas de E. faecium 

(27,5%; 8/29) portadoras deste gene. Dentre estes, cinco eram de efluente tratado: 

dois da ETE 1, dois da ETE 2 e um da ETE 4. Os outros três isolados da ETE 1 e ETE 

2 foram recuperados de pontos intermediários durante o tratamento do efluente. 

Todos os isolados positivos para presença de gene demonstraram perfil fenotípico de 

resistência MDR e apenas metade deles (4/8) expressou o fenótipo vanA. 

 

4.4 Sequenciamento completo do genoma de Enterococcus faecium carreando 

o gene vanA 
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Oito cepas foram submetidas ao WGS (Tabela 2). Os parâmetros de 

sequenciamento para esses isolados estão descritos na Tabela 3. Os genomas de E. 

faecium apresentaram um baixo conteúdo GC variando de 37,7% a 38% e o 

comprimento médio dos genomas foi de 2,77 Mb, com 2755 a 3113 genes previstos. 

Tabela 2 – Principais características das sequências genômicas obtidas neste estudo. 

Isolados Tamanho 
Conteúdo 

GC (%) 
N50 

Número de 

contigs 

Número de 

sequências 

de 

codificação 

Número 

de RNAs 

P6398 2,792,885 37.9 72400 159 2877 60 

P6406 2,786,665 38.0 114521 85 2784 61 

P6407 2,933,145 37.8 13034 444 3113 19 

P6727 2,690,730 37.8 161184 100 2755 60 

P6739 2,704,300 38.0 160271 82 2774 61 

P6745 2,686,823 37.8 196596 100 2758 59 

P6756 2,691,472 37.8 161185 104 2764 60 

P6875 2,906,800 37.7 40761 220 2994 58 

 

4.4.1 Perfil genômico de resistência antimicrobiana 

 

A resistência aos glicopeptídeos foi representada pelo cluster de genes de 

resistência à vancomicina vanHAX, além de três isolados da ETE 1 também 

apresentarem vanG (vanRG). Genes de resistência aos aminoglicosídeos foram 

encontrados em todos os isolados. Cinco isolados apresentaram genes capazes de 

fornecer alto nível de resistência aos aminoglicosídeos, como aph(3')-IIIa e ant(6')-Ia. 

O gene de resistência a macrolídeos erm(B) foi encontrado em cinco isolados, dos 

quais três estavam em plasmídeos. Bomba de efluxo de macrolídeos, como msrC, foi 

encontrada em todos os isolados, assim como efrA e efrB, que codificam duas 
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subunidades da bomba de efluxo EfrAB, também relacionadas a resistência à 

múltiplas drogas.  

O gene lsaA estava presente em todos os isolados. Ele codifica uma bomba de 

efluxo ABC e confere resistência à clindamicina, quinupristina-dalfopristina e 

dalfopristina. Além disso, o gene tet(M) foi encontrado em três isolados e tet(L) em 

dois isolados, conferindo resistência às tetraciclinas. Mutações cromossômicas nos 

genes gyrA e parC foram detectadas em um isolado da ETE 4, atribuindo o fenótipo 

de resistência ao ácido nalidíxico e ciprofloxacino. Mutações no gene pbp5 estiveram 

presentes em todos os isolados, possivelmente conferirindo resistência à ampicilina 

(Tabela 3). 

 

4.4.2 Perfil genômico de virulência e patogenicidade 

 

Todos os isolados apresentaram o gene correspondente ao fator de aderência 

efaAfm. Além disso, sete isolados apresentaram outro fator de aderência, com a 

presença do gene acm. O gene hylEfm foi detectado em uma cepa da ETE 4. De 

acordo com as análises do PathogenFinder, sete isolados foram previstos como 

patógenos humanos com probabilidade variando de 0,582 a 0,869, indicando a 

presença de proteínas patogênicas. Apenas um isolado da ETE 2 não foi previsto o 

como um patógeno, com uma probabilidade de 0,489 (Tabela 3). 
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Tabela 3 – Perfil de resistência, virulência e patogenicidade de Enterococcus faecium carreando o gene vanA. 

Isolad
o 

ET
E 

MIC Genes de resistência antimicrobiana Genes de Virulência 
Probabilidad
e de ser um 

patógeno 
humano 

VA
N 

TEI 
Aminoglicosídeo

s 
Macrolídeo

s 
Tetraciclina

s 
β-

lactâmicos 
Fluoroquinolona

s 

Resistênci
a à 

múltiplas 
drogas 

ac
m 

efaAf
m 

hylEf
m  

P6398 1 8 
<0,
5 

AAC(6')-Ii,  
APH(3')-IIIa*, 
ANT(6)-Ia* 

msrC, 
efmA, 
erm(B) 

tet(M), 
tet(L)* 

pbp5 - efrA, efrB + + - 0.856 

P6406 1 >32 >32 
AAC(6')-Ii, 
ANT(6)-Ia, 
ANT(9)-Ia* 

msrC, 
efmA, 

erm(B)* 

tet(M), 
tet(L)* 

pbp5 -  efrA, efrB - + - 0.582 

P6407 1 >32 >32 

AAC(6')-Ii, 
APH(3')-IIIa, 
ANT(6)-Ia*, 
ANT(9)-Ia* 

msrC, 
efmA, 
erm(B) 

tet(M) pbp5 - efrA, efrB + + - 0.748 

P6727 2 8 >32 AAC(6')-Ii msrC, efmA - pbp5 - 
lsaA, efrA, 

efrB 
+ + - 0.869 

P6739 2 ND 
<0,
5 

AAC(6')-Ii, 
ANT(6)-Ia*, 
ANT(9)-Ia* 

msrC, 
efmA, 

erm(B)* 
- pbp5 - 

lsaA, efrA, 
efrB 

+ + - 0.489 

P6745 2 8 >32 AAC(6')-Ii msrC, efmA - pbp5 - 
lsaA, efrA, 

efrB 
+ + - 0.869 

P6756 2 8 
<0,
5 

 AAC(6')-Ii msrC, efmA - pbp5 - 
lsaA, efrA, 

efrB 
+ + - 0.869 

P6875 4 ND >32 
AAC(6')-Ii, 

APH(3')-IIIa, 
aad(6)  

msrC, 
efmA, 

erm(B)* 
- pbp5 gyrA, parC 

lsaA, efrA, 
efrB 

+ + + 0.799 

VAN, Vancomicina; TEI, Teicoplanina; ND, Não determinado; *Genes encontrados em plasmídeos. 
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4.4.3 Elementos genéticos móveis 

 

As áreas conservadas dos plasmídeos rep foram observadas em todos os 

isolados, com 11 plasmídeos diferentes, dentre os quais rep2 [orf1 (pRE25)] foi o mais 

frequente, presente em seis cepas, seguido por repUS15 [repA (pNB2354p1)] que 

estava presente em cinco estirpes. Os plasmídeos rep1 [repE (pIP816)] e rep1 [repE 

(pAMbeta)] estavam presentes em quatro isolados. Em menor grau, repUS43 

[CDS12738 (DOp1)] foi encontrado em dois isolados, assim como rep17 [CDS29 

(pRUM)] e rep1 [repE (pKL0018)]. Além disso, outros plasmídeos foram encontrados 

em apenas um isolado: repUS12 [rep (pUB110)], rep11c [repA (pJS33)], rep14a 

[CDS2 (pEFNP1)] e rep18brepA (pEF418). O isolado P6398, da ETE 1, apresentou o 

maior número de plasmídeos (n=8), seguido por três isolados (P6407, P6739, P6875) 

que apresentaram cinco plasmídeos. As sequências de inserção (IS) encontradas nos 

isolados foram predominantemente das famílias IS3, IS6, IS30, IS200 / IS605, IS256, 

IS982 e ISL3. Apenas um isolado da ETE 2 não apresentou nenhuma IS. 

 

4.4.4 Relação Clonal 

 

A análise de MLST dos oito isolados portadores do gene vanA revelou um novo 

alelo e cinco tipos de sequência (STs) diferentes, três descritos anteriormente (ST32, 

ST168, ST253) e dois novos (ST1893 e ST1894). O novo alelo "gyd" também foi 

descrito em um novo ST. Vale destacar que todos os STs pertencem ao complexo 

clonal (CC) 17, com exceção de dois. Outros STs não foram atribuídos a nenhum 

complexo clonal de acordo com o banco de dados PubMLST (Tabela 4). 
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Tabela 4 – Perfil MLST de isolados portadores do gene vanA. 
 

 

  Genes de alelos MLST     

Isolado atpA ddl gdh purK gyd pstS adk ST CC 

P6398 14 5 1 1 1 1 1 168 

17 

P6407 14 5 1 1 1 1 1 168 

P6727 3 3 1 2 1 1 1 32 

P6745 3 3 1 2 1 1 1 32 

P6756 3 3 1 2 1 1 1 32 

P6875 9 2 1 44 1 1 1 1893 

P6406 3 7 3 35 1 1 1 253 
ND 

P6739 35 3 25 2 78 1 1 1894 
Cinza claro indica os dois novos STs descritos neste estudo; Cinza escuro representa o novo alelo 
descrito; ST, sequence type; CC, clonal complex; ND, não definido. 

 

5 DISCUSSÃO 

 

Os enterococos são microrganismos comensais da microbiota humana e 

animal, sendo excretados nas fezes e na urina. Em sua maioria, esses resíduos são 

transportados e tratados em ETEs antes de serem lançados em águas superficiais 

(SANDERSON et al., 2020). Assim, os isolados obtidos a partir de amostras de águas 

residuais provavelmente refletem a presença na microbiota humana. Portanto, do 

ponto de vista da Saúde Única, as ETEs podem ser consideradas locais úteis de 

vigilância, pois são uma rica fonte de bactérias fecais e, portanto, permitem o 

monitoramento da microbiota fecal de grandes populações (ZAHEER et al., 2020). 

Gouliouris et al. (2019) descrevem a associação de linhagens VREfm circulantes em 

hospitais que também estão presentes em efluentes, por exemplo.  

As ETEs também podem ser consideradas como pontos críticos para 

disseminação ambiental da resistência antimicrobiana e ambientes ideais para 

investigar a epidemiologia da resistência antimicrobiana (SANDERSON et al., 2020), 

uma vez que cepas multirresistentes, incluindo VRE, são cada vez mais identificadas 

em águas residuais (EKWANZALA et al., 2020; SADOWY; LUCZKIEWICZ, 2014; 

VARELA et al., 2013). 

Enterococcus faecium, por sua vez, é uma espécie complexa do ponto de vista 

da saúde pública devido à sua associação com infecções nosocomiais. Vários relatos 
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de surtos hospitalares causados por VRE estão associados a esta espécie (HUGHES 

et al., 2019; RESENDE et al., 2014; SACRAMENTO et al., 2017). A ampla distribuição 

e capacidade de sobrevivência desses microrganismos no meio ambiente também 

causa preocupações, principalmente quando este é portador de múltiplos GRAs que 

podem ser compartilhados com outras bactérias e que conferem resistência aos 

antimicrobianos que são utilizados nos serviços de saúde humana e animal (ZAHEER 

et al., 2020). 

No presente estudo, cepas de E. faecium foram isoladas de ETEs que recebem 

efluentes hospitalares, industriais, domésticos e mistos. A distribuição dos 

microrganismos recuperados e considerados para o estudo foi bastante variada e 

pode ter sido influenciada por diversos fatores, como a microbiota ambiental de cada 

ETE. Surpreendentemente, nenhum isolado foi obtido do efluente hospitalar. A maioria 

dos isolados (86,2%; 25/29) foi obtida de efluente industrial (ETE 1 e ETE 2). Uma das 

razões para o maior número de isolados dessas ETEs é possivelmente o maior 

número de pontos de coleta, visto que a amostragem foi obtida a partir de toda a ETE, 

o que não foi possível reproduzir em todos os locais de coleta.  

Os resultados da análise de resistência aos antimicrobianos demonstrou que 

um número significativo de isolados de E. faecium (25/29) apresentou perfil MDR, o 

que significa que ocorreu resistência a mais de três classes de antimicrobianos. Esses 

dados demonstram a ampla resistência dessas bactérias às variadas classes 

farmacológicas de antimicrobianos atualmente disponíveis, o que é alarmante, pois as 

infecções humanas causadas por cepas de enterococos MDR, especialmente 

considerando cepas resistentes à vancomicina, constituem o principal desafio para o 

tratamento médico devido às opções terapêuticas limitadas (FREITAS et al., 2021). 

Nossos resultados mostraram que dos 18 isolados caracterizados como VRE, 

12 tinham o fenótipo vanA, mas apenas 8 apresentavam o gene vanA. Isso pode estar 

relacionado com a presença de outros genes de resistência à vancomicina, como 

vanM, que compartilham o mesmo fenótipo (AHMED; BAPTISTE, 2018; SABENÇA et 

al., 2020). Além disso, os genes de resistência podem não ser expressos, pois a 

suscetibilidade aos antibióticos está frequentemente relacionada ao metabolismo 

bacteriano e aos reguladores metabólicos que modulam esse fenótipo (CORONA; 

MARTINEZ, 2013). Vale ressaltar que 5 desses 8 isolados foram recuperados de 

efluentes tratados, o que é preocupante, visto que esse é o produto das ETEs que é 
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direcionado para ambientes aquáticos. Portanto, esses dados indicam a importância 

de estudos genotípicos envolvendo genes de resistência antimicrobiana que podem 

ser transferidos para outras bactérias potencialmente patogênicas para humanos e 

animais, mesmo quando a resistência não é detectada fenotipicamente. 

Considerando a importância de VREfm abrigar o cluster vanHAX, o 

determinante de resistência a glicopeptídeos mais prevalente em ambientes clínicos 

e associado a muitas falhas no tratamento do VRE, o foco do nosso estudo foi obter 

o WGS desses isolados que desempenham um importante protagonismo no cenário 

de resistência antimicrobiana. 

A presença do cluster de genes vanHAX em nossos oito genomas analisados 

está relacionada ao transposon Tn1546, conforme era esperado, visto que este 

elemento está frequentemente associado à resistência à vancomicina entre os 

enterococos (FREITAS et al., 2013). Esse elemento também é frequentemente 

transportado por plasmídeos autotransferíveis, sendo responsáveis por sua 

disseminação (FOUCAULT et al., 2010). Plasmídeos descritos como possíveis 

carreadores de vanA, como repUS15 repA (pNB2354p1) e rep17 [CDS29 (pRUM)], 

também foram observados em alguns desses isolados analisados em nosso estudo, 

tornando-se importantes contribuintes para a disseminação da resistência aos 

glicopeptídeos (CLEWELL et al., 2014; DELPECH; ALLENDE; AND SPARO, 2019; 

FREITAS et al., 2013; ROSVOLL et al., 2010). 

O gene erm(B), que confere resistência a macrolídeos, foi encontrado em cinco 

de nossos isolados, inclusive em plasmídeos. A resistência aos macrolídeos em 

enterococos é mais frequentemente associada a uma modificação do alvo 

ribossômico por 23S rRNA metilases codificadas pelos genes da metilase resistente 

à eritromicina (erm), proporcionando resistência cruzada ao grupo de antibióticos 

macrolídeos, lincosamida, estreptogramina (PORTILLO et al., 2000; ZALIPOUR; 

ESFAHANI; HAVAEI, 2019). A disseminação dos genes erm pertencentes à classe 

erm(B) é responsável pela maior parte da resistência causada pela metilação 

ribossômica em enterococos (LECLERCQ, 2002). Além disso, a presença de vanA e 

de Tn1546 concomitantemente ao erm(B), como ocorreu em alguns isolados do nosso 

estudo, já foi associada a este gene de resistência a macrolídeos em Staphylococcus 

aureus, possivelmente originado de E. faecium (WAN et al., 2016), sinalizando a 

transferência de GRAs e sua disseminação entre bactérias. 
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Outro mecanismo de resistência aos macrolídeos, conferido pelo gene msrC, e 

esperado para E. faecium esteve presente em todos os nossos isolados. Esse gene 

codifica uma bomba de efluxo que é uma proteína da subfamília cromossômica ABC-

F que confere resistência à eritromicina e outros macrolídeos, bem como aos 

antibióticos estreptogramina B (BEUKERS et al., 2017; EKWANZALA et al., 2020). 

Genes de resistência aos aminoglicosídeos foram encontrados em quantidades 

significativas em nossos isolados. O gene aph(3')-IIIa, encontrado em três dos oito 

isolados, codifica a enzima aminoglicosídeo fosfotransferase APH(3')-IIIa, conferindo 

alto nível de resistência à estreptomicina e canamicina em enterococos (LI et al., 2015; 

PADMASINI; PADMARAJ; RAMESH, 2014). O gene ant(6')-Ia também foi encontrado 

em nossos isolados e está associado a alto nível de resistência aos aminoglicosídeos 

(HLA) (LI et al., 2015). Enterococos são intrinsecamente resistentes aos 

aminoglicosídeos, mesmo que apresentando baixo nível de resistência, e a presença 

do gene aac(6')-li em todos os nossos isolados não é surpreendente, uma vez que E. 

faecium produz uma 6'-N-aminoglicosídeo acetiltransferase cromossomicamente 

codificada, pela qual esse gene é responsável por codificar (COSTA et al., 1993; 

GARCÍA-SOLACHE; RICE, 2019). No entanto, atualmente, HLA mediado pela 

aquisição de genes codificadores de enzimas modificadoras de aminoglicosídeos está 

se tornando mais frequente.  

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que alguns desses genes de 

resistência aos aminoglicosídeos foram encontrados em plasmídeos (Tabela 3). É 

relevante destacar que elementos genéticos móveis, como rep2 [orf1 (pRE25)], 

rep18b [repA (pEF418)] e repUS15 [repA (pNB2354p1)], encontrados em nosso 

estudo, são descritos como importantes determinantes para a transferência horizontal 

de resistência antimicrobiana em enterococos (CLEWELL et al., 2014; DELPECH; 

ALLENDE; AND SPARO, 2019; EKWANZALA et al., 2020). 

Três dos nossos oito isolados apresentaram o gene tet(M), que atua por meio 

da ligação das proteínas de proteção ribossomal, codificadas pelo gene, ao ribossomo 

(JIA; LI; WANG, 2014). O gene tet(M) é amplamente distribuído entre as bactérias e 

isso provavelmente se deve à associação dele com elementos conjugativos 

(AGERSØ; PEDERSEN; AARESTRUP, 2006). Além disso, esse tem sido um dos 

genes de resistência à tetraciclina mais estudados em bactérias Gram-positivas e o 

mais prevalente em enterococos (SANTIAGO-RODRIGUEZ et al., 2013). Dois de 
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nossos isolados também apresentaram o gene tet(L), que confere resistência por meio 

dos mecanismos de exportação do fármaco para fora da célula (TATSING FOKA; 

ATEBA, 2019). 

A mutação encontrada em gyrA e parC presente em um de nossos isolados já 

foi relatada em E. faecium e confere resistência à ciprofloxacina (BRISSE et al., 1999; 

EL AMIN; JALAL; WRETLIND, 1999; GARCÍA-SOLACHE; RICE, 2019). No entanto, 

é importante ressaltar que efrA e efrB também foram encontrados neste isolado e 

esses genes codificam subunidades de EfrAB, que é uma bomba de efluxo de 

múltiplas drogas e que contribui para a extrusão de fluoroquinolonas em enterococos 

(ESFAHANI et al., 2020). 

Mutações em pbp5 também foram encontradas nos isolados analisados e estão 

frequentemente relacionadas à diminuição da suscetibilidade à ampicilina e outros β-

lactâmicos em E. faecium (LEIMANIS et al., 2006; MONTEALEGRE et al., 2017). 

Também vale ressaltar que o gene pbp5 pode ser transferível como parte de grandes 

regiões cromossômicas e sua transferência horizontal pode ser relevante para cepas 

clínicas adquirirem resistência aos β-lactâmicos (GARCÍA-SOLACHE; RICE, 2019). 

No presente estudo, foi demonstrada a presença de genes de virulência em 

enterococos multirresistentes. O gene efaAfm esteve presente em todos os nossos 

isolados, sendo responsável pela codificação das adesinas da parede celular. Existem 

muitos relatos de efaAfm em amostras clínicas, ambientais, e de animais (ISEPPI et 

al., 2020; SOHEILI et al., 2014; TREMBLAY et al., 2013; ZAHEER et al., 2020). Assim 

como o gene efaAfm, o gene acm também está envolvido na adesão de E. faecium e 

foi encontrado em todos os genomas isolados analisados, exceto em um. Ambos os 

genes acm e efaAfm foram relatados em isolados clínicos no Brasil (DA SILVA et al., 

2012; MARCHI et al., 2018). Esses genes provavelmente desempenham um papel na 

adaptação dos enterococos tanto no trato digestivo humano quanto nas ETARs, 

tornando-se genes ubíquos (CASADEVALL; PIROFSKI, 2001). 

O gene hylEfm, encontrado em um de nossos isolados, codifica uma hidrolase 

de glicosídeo que parece facilitar a colonização intestinal e a invasão peritoneal. Este 

fator de virulência, no entanto, apresenta uma perspectiva preocupante, uma vez que 

tem sido documentado um aumento no número de cepas de E. faecium pertencentes 

ao CC17 portadoras do gene hylEfm em hospitais de diferentes países (ARIAS et al., 
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2009; FREITAS et al., 2010). O aumento da resistência antimicrobiana está 

frequentemente associado à diminuição da virulência e aptidão, embora isso varie de 

acordo com o gênero e a espécie da bactéria (BECEIRO; TOMÁS; BOU, 2013). 

Enterococcus spp. são comumente considerados microrganismos de baixa virulência 

e muitos determinantes da virulência de E. faecium ainda são desconhecidos, embora 

possam contribuir para aumentar a capacidade desses microrganismos em causar 

infecção (BILLSTRÖM et al., 2008; STRATEVA et al., 2016). 

O uso da ferramenta de MLST na vigilância pode sinalizar o surgimento de 

novos STs ou CC de E. faecium em uma área geográfica (LEE et al., 2019). Em nosso 

estudo, seis cepas pertencentes ao CC17 foram relatadas entre os isolados 

analisados. Este dado é relevante porque a maioria dos isolados multirresistentes 

dessa espécie que estão associados a surtos hospitalares pertencem ao CC17, a 

maioria dos quais são resistentes a ciprofloxacina e ampicilina, e contêm genes de 

virulência (GALLOWAY-PEÑA et al., 2009; SPARO; DELPECH; ALLENDE, 2018). 

No meio ambiente, as águas residuais são frequentemente relatadas como 

reservatório para E. faecium CC17 (LEE et al., 2019). Assim, Leclercq et al. (2013) 

relataram em seu estudo a associação entre E. faecium pertencente ao CC17 de um 

centro médico e sua respectiva ETE, demonstrando que não houve diferenças 

significativas nas proporções desse microrganismo entre a entrada e o efluente da 

ETE e, portanto, que o tratamento de águas residuais não resulta em uma remoção 

específica dele. Além disso, o estudo de Freitas et al. (2011) descreve o 

compartilhamento entre clones CC17 entre animais e humanos, revelando a 

importância de rotas alternativas para a disseminação de bactérias comensais e 

oportunistas. Assim, a presença de cepas pertencentes ao CC17 no ambiente e nos 

animais deve ser considerada um fator relevante para a saúde global. 

No Brasil, dados sobre E. faecium em águas residuais e seu potencial de 

disseminação de resistência antimicrobiana em ambientes aquáticos são escassos, 

uma vez que os estudos relacionados a esta espécie são mais direcionados a 

amostras clínicas e alimentares (CAMARGO et al., 2014; ROSA et al., 2014; 

SACRAMENTO et al., 2017).  

Até onde sabemos, nenhum estudo genômico de Enterococcus faecium 

recuperado de ETEs revelou a presença de isolados pertencentes a CC17 no Brasil. 
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Considerando que este CC está associado a linhagens hospitalares amplamente 

disseminadas e responsáveis por infecções em humanos, nossos dados apontam 

para a disseminação ambiental desse microrganismo carregando múltiplos GRAs, 

como genes de resistência à vancomicina e HLA. Alguns desses isolados estavam, 

inclusive, presentes em águas residuais tratadas.  

O risco para a saúde humana decorrente do lançamento de VREfm no meio 

ambiente é incerto, mas o fato de alguns grupos da população estarem mais expostos 

aos efluentes, principalmente quando ocorre o reuso e o reaproveitamento de 

recursos hídricos, é significativo (ADEGOKE et al., 2018). Além disso, a disseminação 

da resistência antimicrobiana entre possíveis patógenos para humanos e animais 

também é um ponto crítico para a saúde global, alertando para a importância do nosso 

estudo de microrganismos resistentes em ETEs. 

Os resultados demonstrados no presente estudo podem contribuir com dados 

enriquecedores para o escasso cenário que o Brasil apresenta a respeito do tema 

proposto, além de indicar a relevância de estudos futuros sobre a disseminação de E. 

faecium multidroga-resistente em águas residuais e outros ambientes aquáticos, 

principalmente para fins de vigilância epidemiológica. Ademais, a análise de WGS 

provou ser uma ferramenta útil para estudar fatores de resistência, virulência e 

patogenicidade antimicrobianos, bem como linhagens com relevância clínica de 

ambientes aquáticos. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 A presença de E. faecium foi predominante no isolamento de Enterococcus spp. 

provenientes de amostras de águas residuais, sendo equivalente a 63% (29/46) 

dos isolados recuperados, demonstrando a ampla disseminação deste patógeno 

oportunista no ambiente aquático de ETEs; 

 Dentre os isolados de E. faecium recuperados neste estudo, 86,2% são oriundos 

de ETEs que recebem esgoto bruto industrial, demonstrando que essas estações 

podem atuar como reservatórios para este microrganismo e podem ser 

consideradas locais úteis de vigilância; 

 Isolados de E. faecium multidroga resistentes foram recuperados de amostras do 

afluente e do efluente das ETEs, demonstrando sua relevância como bioindicador 

de resistência aos antimicrobianos; 

 A presença do gene vanA foi detectada em 27,5% (8/29) dos isolados de E. 

faecium, sendo todos estes identificados com perfil de resistência MDR, o que é 

alarmante visto que esse perfil pode dificultar significativamente o tratamento de 

infecções causadas por esses microrganismos; 

 Os dados genômicos obtidos demonstram a coexistência de múltiplos GRAs em 

cepas de E. faecium carreando vanA, inclusive alguns genes que conferem 

resistência aos aminoglicosídeos e aos β-lactâmicos, que são antimicrobianos 

utilizados no tratamento de infecções em humanos; 

 Todos os genomas analisados apresentavam plasmídeos e alguns dos genes de 

resistência encontrados estavam alocados nesses elementos genéticos móveis, 

indicando a possibilidade da disseminação da resistência antimicrobiana pela 

transferência horizontal dos genes; 

  Seis cepas de E. faecium multidroga-resistentes carreando vanA foram atribuídas 

ao CC17, que está frequentemente associado a surtos hospitalares, indicando que 

águas residuais e ETEs podem servir como reservatório para esses 

microrganismos e seus determinantes de resistência antimicrobiana. 
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