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Resumo  

Justificativa: Há um forte apelo mundial para controle do uso de antimicrobianos associado a novas abordagens 

terapêuticas contra infecções multirresistentes, como as ocasionados pelas espécies  E. faecalis e E. faecium, 

patógenos oportunistas comensais normalmente presentes em infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS). 

A elevada capacidade de adaptação desses patógenos ao ambiente nosocomial e a aquisição de genes de resistência 

e virulência estão entre os principais fatores que contribuem para o agravo dessas infecções. CRISPR-Cas atua como 

um sistema de defesa bacteriano, selecionado evolutivamente devido à associação de bactérias com vírus, presente 

em algumas linhagens de E. faecalis e E. faecium. Especula-se que CRISPR-Cas poderiam ser empregados em 

diferentes vetores, inclusive plasmídeos conjugativos, para edição e inativação de genes de resistência. Objetivos: 

Investigar o uso de CRISPR-Cas em plasmídeos conjugativos como controle de disseminação de linhagens 

enterocócicas multirresistentes. Metodologia: Trata-se de revisão baseada em escopo, aplicando critérios de seleção 

e inclusão de estudos, no intervalo temporal entre 2016 a 2021. Resultados e Considerações finais: Ferramentas de 

edição molecular, como CRISPR-Cas, podem ser promissoras alternativas no controle de infecções multirresistentes 

e contribuir no controle de disseminação hospitalar. As linhagens que não apresentam este sistema são mais 

susceptíveis a aquisição de elementos genéticos móveis, adquirindo genes de resistência e virulência. A 

aplicabilidade de CRISPR-Cas em plasmídeos conjugativos é um método inovador e factível, capaz de interferir na 

aquisição de elementos genéticos móveis, e consequentemente, a redução de genes de resistência e virulência, tanto 

no gênero Enterococcus quanto em outros gêneros. 

Palavras-chave: Sistema CRISPR-Cas; Plasmídeo conjugativo; Resistência antimicrobiana; Enterococcus. 

 

Abstract  

Justification: There is a solid worldwide call to control the use of antimicrobials associated with new therapeutic 

approaches against multidrug-resistant infections, such as those caused by the species E. faecalis and E. faecium, 

commensal opportunistic pathogens usually present in healthcare-related infections (HAI). The high adaptability of 

these pathogens to the nosocomial environment and the acquisition of resistance and virulence genes are among the 

main factors contributing to the worsening of these infections. CRISPR-Cas acts as a bacterial defense system, 

evolutionarily selected due to the association of bacteria with viruses, present in some strains of E. faecalis and E. 

faecium. It is speculated that CRISPR-Cas could be used in different vectors, including conjugative plasmids, for 

editing and inactivating resistance genes. Goals: To investigate the use of CRISPR-Cas in conjugative plasmids to 

control the spread of multidrug-resistant enterococcal strains. Methodology: This is a scope-based review, applying 

selection criteria and inclusion of studies in the time interval between 2016 and 2021. Conclusion: Molecular editing 

tools, such as CRISPR-Cas, may be promising alternatives in controlling multidrug-resistant infections and 

contribute to the control of hospital spread. Strains that do not have this system are more susceptible to acquiring 

mobile genetic elements, acquiring resistance and virulence genes. The applicability of CRISPR-Cas in conjugative 
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plasmids is an innovative and feasible method, capable of interfering in the mobile genetic elements acquisition, and 

consequently, reducing resistance and virulence expression, both in the Enterococcus genus and in others. 

Keywords: CRISPR-Cas system; Conjugative plasmid; Antimicrobial resistance; Enterococcus. 

 

Resumen 

Justificación: Existe un sólido llamado a nivel mundial para controlar el uso de antimicrobianos asociado con nuevos 

enfoques terapéuticos contra infecciones multirresistentes, como las causadas por las especies E. faecalis y E. 

faecium, patógenos comensales oportunistas generalmente presentes en infecciones relacionadas con la atención de 

la salud. (HAI). La alta adaptabilidad de estos patógenos al ambiente nosocomial y la adquisición de genes de 

resistencia y virulencia se encuentran entre los principales factores que contribuyen al empeoramiento de estas 

infecciones. CRISPR-Cas actúa como un sistema de defensa bacteriano, seleccionado evolutivamente debido a la 

asociación de bacterias con virus, presente en algunas cepas de E. faecalis y E. faecium. Se especula que CRISPR-

Cas podría usarse en diferentes vectores, incluidos plásmidos conjugativos, para editar e inactivar genes de 

resistencia. Objetivos: investigar el uso de CRISPR-Cas en plásmidos conjugativos para controlar la propagación de 

cepas de enterococos multirresistentes. Metodología: Esta es una revisión basada en el alcance, aplicando criterios 

de selección e inclusión de estudios en el intervalo de tiempo entre 2016 y 2021. Conclusión: Las herramientas de 

edición molecular, como CRISPR-Cas, pueden ser alternativas prometedoras en el control de infecciones 

multirresistentes y contribuir al control de la propagación hospitalaria. Las cepas que no cuentan con este sistema 

son más susceptibles de adquirir elementos genéticos móviles, adquiriendo genes de resistencia y virulencia. La 

aplicabilidad de CRISPR-Cas en plásmidos conjugativos es un método innovador y factible, capaz de interferir en la 

adquisición de elementos genéticos móviles, y en consecuencia, reducir la expresión de resistencia y virulencia, tanto 

en el género Enterococcus como en otros. 

Palabras clave: Sistema CRISPR-Cas; Plásmido conjugativo; Resistencia antimicrobiana; Enterococcus. 

 

1. Introdução  

O gênero bacteriano Enterococcus começou a ser descrito no final do século XIX, mais precisamente em 1899. Este 

gênero é caracterizado por se apresentar como cocos Gram-positivos de origem intestinal, saprofíticos e comensais oportunistas. 

Dentre as espécies deste gênero, Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis destacam-se por apresentar um elevado grau de 

resistência a antibióticos, podendo estar associadas a infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS) (Gilmore, et al., 2014).  

E. faecalis é um dos patógenos mais comumente presente em amostras de endocardites infecciosas de pacientes portadores de 

HIV, usuários de dispositivos de ressincronização cardíaca, indivíduos que realizam diálises, também em casos de infecções 

cruzadas (infecções relacionadas à assistência à saúde), em abscessos epidurais e em pacientes imunocomprometidos (não-HIV) 

(Vogkou, et al., 2016). Em países do Sudoeste Asiático e Mediterrâneo oriental, E. faecalis apresenta uma taxa crescente de 

prevalência de resistência à Vancomicina e a fluoroquinolonas (Shiadeh, et al., 2019).  

Com relação a E. faecium, há relatados de aumento significativo da prevalência da resistência a Vancomicina na Turquia, 

África, Etiópia, Nigéria (Kilbas et al., 2018; Alemayehu et al., 2020; Melese, et al., 2020; Wada, et al., 2020). Além disso, essa 

mesma tendência de aumento da resistência aos antibióticos, tem sido vista em outros estudos que apontam o aumento da 

prevalência da resistência aos aminoglicosídeos, tanto em E. faecium quanto em E. faecalis, no Irã e até mesmo no Brasil 

(Peyvasti, et al., 2020; Jannati et al., 2020; Bender, et al., 2009).  

A capacidade adaptativa dessas espécies ao ambiente nosocomial, associado à aquisição de genes de resistência e 

virulência, configura um problema de saúde pública alarmante.  Somado a isso, a Organização mundial de saúde vem emitindo 

alertas acerca da necessidade do uso racional de antimicrobianos e controle de linhagens multirresistentes (Centers for Disease 

Control and Prevention, 2019).   

Neste contexto, torna-se imperativo o desenvolvimento de abordagens para controle da disseminação de Enterococos 

multirresistentes.  A busca por novos métodos prioriza a redução dos impactos da seleção natural de linhagens resistentes, 

ocasionados por uso empírico de antibióticos. No âmbito da pesquisa clínica, abordagens terapêuticas para a mitigação do 

problema da resistência a antibióticos, preservando a microbiota intestinal, são foco de estudos.  
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1.1 Antibióticos de próxima geração 

De la Fuente, et al. (2017) sumariza algumas das novas alternativas denominadas “antibióticos de próxima geração”, 

agrupando-os em dois sistemas: sistemas baseados em peptídeos e sistemas baseados em ácidos nucleicos.   

Os sistemas baseados em peptídeos albergam as seguintes classes de medicamentos: Peptídeos sintéticos e Lisinas. Os 

peptídeos sintéticos são projetados por engenharia de peptídeos para possuir especificidade a determinada espécie bacteriana, 

visando a toxicidade seletiva contra elas. Em estudos recentes, têm-se demonstrado que o peptídeo sintético produzido a partir 

da bacteriocina EntV oriunda de E.faecalis pode inibir a morfogênese hifal e a formação de biofilme em Candida albicans, 

mostrando assim, que essa nova modalidade de antibióticos podem ser útil para depleção da virulência em C.auris, impedindo 

que a mesma se dissemine (Graham, et al., 2017). As Lisinas, no que lhe concerne, são enzimas hidrolíticas oriundas de 

bacteriófagos capazes de quebrar a parede celular bacteriana ao término do ciclo lítico do bacteriófago, sendo a PlyV 12 um 

exemplo de lisina eficaz no controle da disseminação de E.faecalis e E.faecium (Yoong, et al., 2004).  

Por outro lado, os sistemas baseados em ácidos nucleicos também têm sido amplamente explorados e esse sistema alberga 

as seguintes classes: Ácidos Nucleicos peptídicos (PNAs), Morfolino-oligômeros de fosforodiamidato (PMOs) e sistemas 

CRISPR-Cas. Os Ácidos Nucleicos peptídicos (PNAs) são polímeros sintéticos compostos por unidades repetidas de N-(2-

aminoetil) -glicina associados as bases purinas e pirimidinas, ligadas entre si mediante ligações petídicas. Os PNAs são fármacos 

"antisenses", que no momento da tradução interrompem o processamento de determinados genes alvos ligando-se ou ao mRNA 

ou ao ribossomo bacteriano (Wojciechowska, et al., 2020). Morfolino-oligômeros de fofosforodiamidato (PMOs) são 

oligômeros sintéticos compostos pelas mesmas quatro bases nitrogenadas do DNA humano e animal, porém, com algumas 

alterações em sua estrutura química, impedindo que o mesmo efetue ligação fosfato, também são solúveis em água, quase neutros 

em cargas e resistentes a nucleases. Os PMOS são antimicrobianos anti-sentido, ou seja, oligonucleotídeos cuja sequência 

complementar de Morfolino e fosforamidato sintéticos pode ser transcrito e traduzido pela própria bactéria que o recebe, gerando 

assim o efeito farmacológico (Sully & Geller, 2016). Por último, os sistemas CRISPR-Cas (Clustered Regularly Interspaced 

Short Palindromic Repeats). Este sistema é muito comum em bactérias e arqueias, consistindo em um mecanismo molecular 

similar ao sistema imunológico adaptativo, destinado a proteger a célula bacteriana da invasão de patógenos, como vírus e 

plasmídeos infecciosos. Visto que CRISPR-Cas atua na deleção de genes específicos, ele tem sido amplamente estudado na 

tentativa de possibilitar edição genes guiada.  

CRISPR-Cas podem ser empregados como "tesouras" precisas na inativação de genes de resistência e virulência 

específicos, por exemplo, mediante a utilização de vetores que carreiam consigo o sistema CRISPR-Cas, tanto em bateriófagos 

quanto em plasmídeos (Gholizadeh, et al., 2020). A utilização de plasmídeos conjugativos contendo sistemas CRISPR-Cas já 

foi utilizada em outros gêneros bacterianos, tal como um estudo recente em Escherichia coli, em que pesquisadores objetivaram 

deletar o gene mcr-1 de resistência à colistina. Surpreendentemente, notou-se que o uso de plasmídeos contendo CRISPR-Cas9 

diminuiu em 62 vezes a ocorrência da transferência do gene mcr-1 (Dong, et al., 2019).  

Estudos semelhantes foram realizados com outras cepas de E. coli, contudo, alvejando o gene de resistência a antibióticos 

blaTEM-1. Nestes estudos, os pesquisadores analisaram os efeitos de CRISPR-Cas9 em cepas de E.coli blaTEM-1 positivos, 

abrigados no plasmídeo pSB1A2, um plasmídeo de alta frequência de cópias. Os resultados, interessantemente, demonstraram 

que o método conseguiu reduzir a expressão do gene blaTEM-1, diminuindo a  expressão de B-lactamases  (Tagliaferri, et al., 

2020). Ainda em outros estudos, pesquisadores empregaram capsídeos de bacteriófagos abrigando CRISPR-Cas13a 

direccionados contra genes de resistência a carbapenêmicos em E.coli e genes de resistência a meticilina em Staphylococcus 

aureus,  notando-se que houve sensibilização dessas bactérias (Kiga, et al., 2020).  

Em consonância com esses resultados supracitados, a utilização de CRISPR-Cas9 também atuou na reversão da 

resistência a carbapenêmicos em Shewanella algae (um patógeno marinho emergente) possibilitando a edição do genoma deste 
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organismo, com foco nos genes sul2, bla OXA-55- like e NmcR cujos próprios pesquisadores identificaram como sendo os 

prováveis genes responsáveis pela resistência a carbapenêmicos em Shewanella algae. Conforme o esperado, as cepas nocaute 

para os genes sul 2 e bla OXA-55-like apresentaram diminuição da resistência a sulfonamidas, ampicilina e imipenem(Wu, et 

al., 2019).  

Portanto, corrobora-se que o sistema CRISPR-Cas têm sido testado em diferentes espécies e gêneros bacterianos nos 

quais se tem obtido resultados animadores. Tais achados fundamentam a hipótese de se alcancar sucesso frente ao uso de 

CRISPR-Cas em sistemas conjugativos como uma nova forma de controle da disseminação de genes de resistência a antibióticos. 

Diante disto, o objetivo do presente trabalho foi analisar, junto a literatura científica, estudos experimentais que utilizaram 

vetores plasmidiais contendo sistemas CRISPR-Cas em bactérias enterocócicas, com o intuito de depletar genes de resistência 

e virulência e estimar seu potencial de aplicação para o controle da disseminação de tais genes entre as espécies do gênero 

Enterococcus.  

 

2. Metodologia  

Trata-se de uma revisão escopo, de caráter descritivo e discursivo, acerca do uso de sistemas CRISPR-Cas em 

plasmídeos conjugativos, para depletar genes de resistência e virulência em Enterococcus spp. Foram realizadas buscas por 

trabalhos científicos durante o período 2016 a 2021, nas seguintes bases de dados: National Library of Medicine (PUBMED), 

Science Direct e Scopus, valendo-se dos seguintes descritores: CRISPR-Cas system, Conjugative plasmid, antimicrobial 

resistance e Enterococcus. Todos os descritores utilizados seguiram segundo os termos MESH (Medical Subject Heading). 

O processo de seleção de artigos para análise se deu em três etapas: triagem, seleção e inclusão.  

 

a) Triagem 

O processo de triagem consistiu na simples aplicação das palavras-chave com o operador booleano "AND" entre cada 

descritor nos mecanismos de busca avançada das plataformas de indexação de artigos científicos supracitados. Os únicos 

critérios de elegibilidade considerados nesta etapa foram: o tempo de pesquisa do presente estudo (2016 - 2021) e, no caso das 

plataformas ScienceDirect e Scopus, busca limitada apenas a artigos experimentais (article) e revisões de literatura (review), 

valendo-se de mecanismo de seleção de categorias de estudos destas plataformas, o mesmo não foi possível de ser realizado na 

plataforma PubMed. Todos os artigos duplicados foram automaticamente excluídos após a triagem. O objetivo da triagem foi 

obter um conjunto de dados potencialmente elegíveis para análise.  

 

b) Seleção 

Nesta etapa, o objetivo foi reduzir o número de artigos para se obter um conjunto de dados tangíveis e específicos para 

o objetivo geral da pesquisa. Para se alcançar tal intento, foram utilizados critérios de inclusão e exclusão. Nem todos os artigos 

considerados como “não-elegíveis” para análise foram descartados, alguns foram realocados na introdução do presente estudo. 

 

1- Critérios de inclusão: 

- Artigos de revisão de literatura que versem sobre CRISPR e suas possíveis aplicações para uso terapêutico; 

- Artigos de revisão de literatura ou experimentais que buscam elucidar o perfil imunitário de bactérias do gênero 

Enterococcus frente a ambientes adversos;  

- Artigos experimentais que falem especificamente do uso de CRISPR-Cas  em plasmídeos direcionados contra bactérias 

do gênero Enterococcus.  
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2- Critérios de exclusão: 

- Artigos, tanto de revisão de literatura quanto experimentais que versam sobre CRISPR-Cas, porém, com objetivos 

diversos ao do presente estudo; 

- Artigos experimentais que versam sobre o uso de CRISPR-Cas para fins terapêuticos, porém, em espécies que não 

pertencem ao gênero Enterococcus;  

- Artigos experimentais que versem sobre o uso de CRISPR-Cas para uso terapêutico, em espécies do gênero 

Enterococcus, porém, em vetores não plasmidiais. 

-  

c) Inclusão 

      Por fim, a etapa de Inclusão. A fase de inclusão, no que lhe concerne, tem como fim o estabelecimento de uma base de dados 

tangíveis composta por todos os artigos elegidos para análise e discussão dos resultados com a finalidade de corroborar para o 

objetivo geral do presente estudo.  

 

Fluxograma 1 - Esquema demonstrando o desenvolvimento dos processos de análises dos critérios estipulados para estudo: 

triagem, seleção e inclusão.  

,  

 

 
Fonte: Autores. 

 

Eventualmente, artigos fora do intervalo de tempo da pesquisa foram analisados e discutidos, de modo a dar suporte aos 

dados atuais e permitir enriquecimento de informações.   

Inicialmente, os trabalhos foram selecionados com base nos descritores. Na sequência, foi realizada leitura exploratória 

e seletiva dos materiais, seguida de inclusão de estudos que contemplasse o objetivo desta revisão.  

Por fim, os estudos incluídos passaram por revisão crítica e leitura interpretativa para a redação desta revisão.  
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3. Resultados e Discussão 

3.1 CRISPR-Cas9 - mecanismo de ação e possíveis vetores de entrega para uso terapêutico. 

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) de forma geral e em uma comparação 

extrapolativa, atua como o sistema imunológico adaptativo de mamíferos, porém, presente em bactérias e arqueias (Ahme, et 

al., 2018). A nomenclatura deste sistema se deve a sua morfologia característica: uma matriz de sequências genéticas repetidas 

inter-espaçadas por pequenas sequências de DNA denominadas “espaçadores”. O locus CRISPR-Cas9 é constituído pelos 

seguintes componentes: matriz CRISPR (sequências repetidas e espaçadores) e a nuclease Cas9, proteína de assinatura dos 

sistemas CRISPR-Cas do tipo II, presente em E.faecalis.    

O mecanismo de ação do sistema CRISPR-Cas se dá em três fases: 1- adaptação, 2- expressão e 3- Interferência. Na fase 

de adaptação, parte da sequência genética de plasmídeos e DNAs invasores são armazenadas no material genético do procarioto, 

em uma região denominada espaçadores, criando assim um tipo de memória genética que serve para a detecção específica de 

invasores semelhantes num segundo encontro. Posteriormente, em um segundo momento ocorre a fase de expressão, dividida 

em duas etapas: expressão do pré-crRNA e maturação da matriz CRISPR recém expressa. Na primeira etapa, o pré-crRNA é 

totalmente expresso, tanto os espaçadores quanto a proteína Cas9, contudo ainda permanecem presos a matriz. Na segunda 

etapa, os espaçadores são destacados da matriz, tornando-se gRNAs (guide RNas) ou crRNAs (RNA CRISPR) maduros. Após 

isto, o crRNA maduro interage com tracrRNA, uma sequência de RNA adicional que auxilia na montagem do sistema, que guia 

a clivagem mediada por Cas9. Por fim, a fase de interferência, onde vale ressaltar que esta fase se desenrola no momento em 

que a célula bacteriana está em risco, frente a plasmídeos invasores, consistindo no funcionamento do sistema CRISPR-Cas 

reconhecendo as sequências alvos invasoras por complementaridade de bases e promovendo a degradação do DNA invasor 

(Gupta, et al., 2019).  

Quanto ao modo de entrega do sistema CRISPR-Cas9, têm-se descrito normalmente na literatura quatro maneiras: 

Plasmídeos conjugativos, nanopartículas baseadas em polímeros que entregam complexos de ribonucleoproteína Cas9-sgRNA, 

fagomídeo e o uso de CRISPR-Cas no genoma de fagos (Fage, et al., 2021; Fagen, et al., 2017; Hassan, et al., 2021). 

 

3.2 Sobre a relação inversa entre a presença de genes de resistência e CRISPR-Cas funcional/ modificação de restrição 

(RM-Restriction Modification)  

Tratando-se do gênero Enterococcus, a espécie E. faecalis é uma das mais estudadas e bem descritas na literatura. 

E.faecalis possui uma vasta capacidade de aquisição de genes de resistência e virulência mediante transferência horizontal 

mediada por plasmídeos responsivos a  (PRPs- Pheromone responsive plasmids)(Hirt, et al., 2018). Os PRPs são plasmídeos 

ativados pela excreção de feromônios peptídicos que, de uma maneira geral, são secretados constitutivamente pelas bactérias. 

No momento em que a bactéria contendo o plasmídeo(doador) entra em contato com a outra que não possui o plasmídeo e 

secreta o feromônio(receptor) ocorre a transferência horizontal de genes que podem conferir resistência e aumento da virulência 

as bactérias receptoras (Sterling, et al., 2020).  

Contudo, com o desenvolvimento da pesquisa com respeito a capacidade de E.faecalis de receber elementos genéticos 

móveis (MGE-Mobile genetics elements), notou-se que tal fenômeno se deve ao fato de que as cepas mais resistentes e virulentas 

são imunocomprometidas, visto que não possuem o CRISPR-Cas funcional, que é uma barreira endógena contra aquisição de 

MGEs, demonstrando assim, que o uso indevido e exacerbado de antibióticos selecionam cepas imunocomprometidas e, 

portanto, com maior capacidade de adquirir genes de resistência e virulência (Palmer & Gilmore, 2010).  

Corroborando essas observações, outros estudos demonstram a existência de sistema coadjuvante na proteção da célula 

bacteriana contra a aquisição de MGEs, a modificação de restrição(RM). Esta, por sua vez, consiste em alterações no DNA 
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bacteriano ocasionado por metiltransferases que metilam o DNA bacteriano com citosina (C) ou adenina (A), diferenciando, 

assim, o DNA próprio do não-próprio, fazendo com que uma endonuclease promova a clivagem do DNA não-próprio, que pode 

coincidir com o dos MGEs (Huo, et al., 2015).  

Interessantemente, como visto em estudos recentes, observou-se que a RM e CRISPR-Cas podem atuar sinergicamente, 

aumentando a proteção da célula bacteriana contra MGEs, favorecendo assim a hipótese de que as bactérias multirresistentes 

são imunocomprometidas(Price, et al., 2016). Dado isto, uma equipe de pesquisa brasileira buscou elucidar a relação entre a 

presença de CRISPR com a presença de genes de resistência e virulência. Neste estudo, notou-se que a maior parte dos CRISPR 

encontrados estavam em isolados de E.faecalis no qual se observou que as cepas sem CRISPR apresentavam mais genes de 

resistência e virulência, como: VanA, hyl e esp, respectivamente (Santos, et al., 2020). Outros estudos apresentaram resultados 

semelhantes, evidenciando essa mesma relação inversa entre CRISPR-Cas funcional e resistência a antibióticos (Tong, et al., 

2017). Este mesmo fenômeno pode ser observado em outros gêneros e espécies (ex: Klebsiella pneumoniae e Shigella sp.,)  

como têm demonstrado estudos recentes. Surpreendentemente, vários estudos com bactérias de diversas espécies têm 

demonstrado que na ausência de CRISPR-Cas funcional, a célula bacteriana fica mais suscetível a aquisição de MGEs, 

expandindo assim, o genoma com genes de resistência e virulência (Mackow, et al., 2019; Wang, et al., 2020; Chen, et al., 2019). 

 

3.3 Impacto do uso de plasmídeos conjugativos contendo CRISPR-Cas sobre a aquisição de elementos genéticos móveis 

(MGE) 

 A partir das descobertas descritas acima--de que a célula bacteriana multirresistente a antibióticos é na verdade uma 

célula imunocomprometida--alguns pesquisadores analisaram a capacidade de E.faecalis poder receber o plasmídeo exógeno 

contendo CRISPR-Cas, com o intuito de aferir a possibilidade dela receber o plasmídeo CRISPR-Cas sem ser letal a célula a 

qual denominou-se “tolerância” de E.faecalis ao plasmídeo com CRISPR-Cas. Surpreendentemente, ficou demonstrado que 

E.faecalis é capaz de receber CRISPR conjugativo sem dano a sobrevida da célula, porém, com o aumento da quantidade de 

Cas9, observou-se aumento da letalidade e resistência a bacteriófagos(Hullahalli, et al., 2018). 

Um outro estudo, procurou-se investigar o impacto da alteração das condições(proporção doador/receptor, acasalamento 

planctônico/biofilme, presença/ausência de Cas9) no rendimento da aquisição de plasmídeos, no qual notou-se que a presença 

de Cas9 em E. faecalis T11RF(tipo selvagem) - que expressa CRISPR3-Cas -- considerada a principal barreira protetora anti-

PRP em E.faecalis-- resistiu bem como barreira contra a aquisição de plasmídeos pAM 714, diferindo assim das cepas com 

deleção de Cas9 (T11RF𝛥cas9), que apresentaram maior tolerância a aquisição do plasmídeo, visto que não possui barreiras 

contra aquisição de plasmídeos invasores. Surpreendentemente, nesse mesmo estudo,  os autores realizaram a colonização in 

vivo no intestino de um camundongo disbiotico e puderam perceber que, novamente, as cepas T11RF𝛥cas9 com deleção de cas9 

apresentaram uma maior quantidade de transconjugantes contendo o plasmídeo pAM714, demonstrando assim que CRISPR-

Cas é uma barreira eficiente contra aquisição de EGMs (Price, et al., 2019).  

Corroborando os resultados, outro estudo demonstrou a eficiência do uso de antimicrobianos CRISPR-Cas in vitro e in vivo, na 

redução da ocorrência de resistência a determinados antibióticos. Os pesquisadores notaram também que as cepas de E.faecalis 

doadores, contendo antimicrobianos CRISPR-Cas, desenvolveram “imunidade” contra a absorção de traços de resistência a 

antibióticos in vivo (Rodrigues, et al., 2019). 

 Ainda, outros autores propuseram um novo método de edição de genoma baseado em CRISPR-Cas para E.faecium, 

cujas informações a respeito deste patógeno são escassas. Neste novo modelo, os pesquisadores fizeram apenas um teste para a 

deleção de LacL, que codifica uma subunidade da 𝛽-galactosidase, cuja presença pode ser facilmente aferida com utilização X-

gal para triagem. As colônias brancas foram negativas para LacL e as azuis positivas. O sistema de edição em si, consistiu em 2 

vectores básicos: pVPL3004 (codificando Cas9, tracRNA e um marcador de seleção de eritromicina ) e pVDM1001 (CRISPR, 
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DNA molde com a mutação desejada e um marcador de espectinomicina). Para aprimorar o processo e prevenir a letalidade às 

células bacterianas, os pesquisadores decidiram inserir no cromossomo de E.faecium um modelo de recombinação homóloga 

(HR), juntamente com o marcador fluorescente gfp, que flanqueando em dois lugares distintos do gene msrC, que codifica 

resistência intrínseca à macrolídeos. Para aferição da funcionalidade do sistema, transformou-se E.faecium com: água deionizada 

como um “background”, vetor vazio, vetor contendo CRISPR-Cas direcionado a LacL e um vetor contendo HR e CRISPR-Cas 

direcionado à LacL. Interessantemente, notou-se que as colônias contendo apenas água deionizada (70) estavam em maior 

número em relação às que foram transformadas com CRISPR direcionado a LacL (68), demonstrando assim, uma possível 

letalidade de CRISPR na célula bacteriana. Este resultado foi corroborado pelo maior número  de colônias contendo o modelo 

HR (80), indicando que , possivelmente, HR  protegeu as células da letalidade gerada pela quebra da fita dupla efetuada por 

CRISPR. Esses achados laboratoriais indicam um possível avanço na formulação de sistemas de edição genômica para 

E.faecium, concomitantemente, para o uso de plasmídeos direcionados contra genes de resistência e virulência (De Maat, et al., 

2019). 

 

4. Conclusão  

Enterococcus é um gênero bacteriano que abriga duas espécies oportunistas comensais de importância clínica e de saúde 

pública global: E.faecalis e E.faecium, que estão diretamente relacionadas à infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS).  

Embora esforços venham sendo realizados no sentido de reduzir o uso irracional de antibióticos, que resulta na seleção 

de linhagens cada vez mais  resistentes, existe a necessidade do desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas, 

especialmente aquelas com menor pressão seletiva nas bactérias.  Neste sentido, começaram a surgir reformulações e inovações 

de antibióticos de próxima geração, dentre essas abordagens,  o uso de CRISPR-Cas em sistemas conjugativos demonstra ser 

uma “ferramenta” oportuna e promissora.  

É crescente o número de estudos que primam elucidar a "mecanística" antimicrobiana por trás do sistema CRISPR-Cas, 

e como esta ferramenta interage de modo intra e inter espécies bacterianas.  

A descoberta que bactérias multirresistentes apresentam baixa incidência de CRISPR funcional e modificação de 

restrição (MR) é interessante no tocante ao uso deste método nesses alvos. Por outro lado, a despeito dessa ausência de CRISPR, 

observa-se que E. faecalis apresenta tolerância em receber plasmídeos carreando CRISPR-Cas, o que sugere possibilidade do 

uso desse sistema em plasmídeos conjugativos. 

Vale destacar que os dados discutidos nesta revisão fortemente sugerem a eficácia do uso de CRISPR-Cas contra a 

aquisição de elementos genéticos móveis (EGM), in vitro e in vivo em E.faecalis.  

Nota-se o potencial do uso CRISPR-Cas em E.faecalis e E.faecium para o controle da disseminação de MGEs 

carreadores de traços de resistência aos  antibióticos e virulência, propiciando, assim, uma nova abordagem terapêutica no 

controle da disseminação de patógenos multirresistentes (Figura 1).  

Ainda vale pontuar entre os desafios desta tecnologia, a necessidade de desenvolvimento de um sistema de entrega 

adequado assim como a otimização da disseminação de CRISPR-Cas nas comunidades microbianas que deve ser melhor 

compreendida em estudos futuros a fim de entender, de forma mais detalhada os riscos e o potencial desta tecnologia em sua 

totalidade. Além disso, não menos importante, este assunto já necessita ser debatido nas esferas regulatórias, a fim de elaborar 

as normas para a utilização deste sistema no desenvolvimento de ensaios clínicos, regulação, fiscalização e de vigilância com 

intuito de garantir o uso seguro e eficaz desta expoente tecnologia. 

O sistema CRISPR-Cas atua como uma espécie de “sistema imunológico em bactérias” reconhecendo sequências de 

DNA específicas em genes alvo. As enzimas com função endonucleases (em amarelo), por meio de uma sequência de RNA ou 
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DNA guia (em laranja) reconhecem e clivam o DNA em regiões de homologia e emparelhamento com a guia, o que 

impede/reduz a expressão dos genes alvos de resistência aos antibióticos ou fatores de virulência. 

  

Figura 1 - Resumo gráfico do modelo de atuação do sistema CRISPR-Cas proposto em Enterococcus sp. 

 

Fonte: Autores. 
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