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RESUMO 

 

 

Cada vez mais a problemática da resistência antimicrobiana vem tomando espaço no âmbito 
da saúde pública mundial, incluindo a Medicina Veterinária. Diante desse panorama, é 
essencial buscar novas estratégias de combate aos microrganismos causadores e mastite 
bovina para além do emprego de antibióticos. Nesse sentido, a identificação de bombas de 
efluxo através de metodologias utilizando Brometo de Etídio se insere como possibilidade no 
meio científico. O presente trabalho apresenta uma revisão sistemática do tipo integrativa a 
partir da literatura já existente acerca dessa temática. Para tanto, foram selecionados 28 
artigos, publicados e disponibilizados online, que abordam a identificação de sistemas de 
efluxo utilizando brometo de Etídio e sua relação com resistência bacteriana. A partir dos 
estudos, constatamos que existem diversas aplicabilidades metodológicas para o brometo de 
Etídio no processo de identificação qualitativa e quantitativa dos sistemas de efluxo. A 
aplicação dessas metodologias dentro da microbiologia veterinária, a depender do objetivo do 
estudo, pode fornecer informações importantes sobre o papel desses sistemas para a 
resistência de diversas espécies bacterianas e, portanto, traz implicações clínicas para o 
combate desses patógenos na mastite bovina. Ademais, é possível e essencial explorar mais 
estudos acerca dessa temática em busca de aplicações eficazes, sobretudo em diferentes 
partes geográficas das que já emitiram algum estudo a respeito, utilizando amostras 
experimentais locais, haja visto que a epidemiologia da resistência bacteriana pode mudar de 
acordo com o local e conhecer essas realidades é essencial para um combate eficaz, 
independente da estratégia utilizada. 

Palavras-Chave: mastite; saúde única; resistência bacteriana; microbiologia veterinária; 

antimicrobiano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

ABSTRACT 

 

 

The issue of antimicrobial resistance is increasingly taking place in the world public health, 

including Veterinary Medicine. Given this scenario, it is essential to seek new strategies to 

combat the causative microorganisms and bovine mastitis, in addition to the use of antibiotics. 

In this sense, the identification of efflux pumps through methodologies using Ethidium Bromide 

is inserted as a possibility in the scientific community. This paper presents a systematic 

integrative review based on the existing literature on this topic. Therefore, 28 articles were 

selected, published and made available online, which address the identification of efflux 

systems using Ethidium bromide and its relationship with bacterial resistance. Based on the 

studies, we found that there are several methodological applicability for Ethidium bromide in 

the qualitative and quantitative identification process of efflux systems. The application of these 

methodologies within veterinary microbiology, depending on the objective of the study, can 

provide important information about the role of these systems for the resistance of several 

bacterial species and, therefore, has clinical implications for combating these pathogens in 

bovine mastitis. Furthermore, it is possible and essential to explore more studies on this topic 

in search of effective applications, especially in different geographic parts of those that have 

already issued a study on the subject, using local experimental samples, given that the 

epidemiology of bacterial resistance may change according to the location and knowing these 

realities is essential for effective combat, regardless of the strategy used.  

Keywords: mastitis; unique health; bacterial resistance; veterinary microbiology; 

antimicrobial.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Atualmente, uma das principais discussões presentes no âmbito da saúde 

mundial diz respeito ao crescimento da resistência antimicrobiana, que promove a 

seleção de microrganismos multirresistentes. Em Conferência Mundial realizada em 

2012, a Organização das Nações Unidas (ONU) anunciou uma ação que conta com 

17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentável a serem atingidos até o ano de 2030, 

voltados para desenvolvimento político, econômico, social e ambiental. Dentre eles, 

alguns ligados diretamente ao combate contra a resistência antimicrobiana, tais como 

ações ‘Contra a Mudança Global do Clima’ e ‘Consumo e Produção Responsáveis’. 

Isso reflete o quanto é desafiador o enfrentamento a essa questão. 

A correlação entre esses objetivos envolve uma visão integral entre saúde 

humana, ambiental e animal, conhecida como ‘Saúde Única’ (One Health). Termo que 

representa a condição indissociável entre esses elos, evidenciando ações eficazes e 

necessárias voltadas ao bem estar e conservação global. Esse conceito foi 

institucionalizado e difundido, também, pela FAO1, OIE2 e OMS3 (MENIN,2018). 

Assim, as ações (danosas ou benéficas) de qualquer dos elos envolvidos, afetam 

diretamente os demais. Nesse sentido, o aumento acelerado na resistência bacteriana 

e a ineficácia de muitos antimicrobianos frente a essa situação, interfere diretamente 

no bem estar de todos os indivíduos, e, portanto, deve ser uma questão discutida e 

enfrentada também por todos. 

Anualmente a Organização Mundial de Saúde (OMS) promove a Semana 

Mundial de Conscientização sobre o Uso de Antimicrobianos, a fim de conscientizar 

todos os países acerca da importância na implementação e manutenção de práticas 

que visem combater essa resistência microbiana, bem como discutir sobre seus 

efeitos destrutivos na saúde mundial. Em 2020, com o tema “Unidos para preservar 

os antimicrobianos”, a organização propôs uma discussão mais ampliada, envolvendo 

não só antibióticos como também antivirais, antifúngicos, antiparasitários e até 

quimioterápicos, haja vista a gravidade da situação mundial (OMS, 2020).   

                                                             
1 Organização para a Alimentação e a Agricultura. 
2 Organização Internacional de Epizootias. 
3 Organização Mundial da saúde. 
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Gradativamente os estudos nessa área de pesquisa vêm aumentando e 

definindo parâmetros que nos servem como instrumentos de combate a todas as 

formas, já conhecidas, de defesa e resistência que esses microrganismos já 

desenvolveram. 

Ao longo do tempo, alguns mecanismos foram desenvolvidos pelas bactérias 

para sua sobrevivência, promovendo resistência contra substâncias danosas que 

possam comprometer sua colonização. De acordo com Loureiro et. al. (2016), os seus 

principais mecanismos de resistência são 4, quais sejam: 1) destruição ou modificação 

do fármaco por via enzimática; 2) controle da acumulação no interior da célula 

(diminuindo a permeabilidade celular ao fármaco ou por meio dos sistemas de efluxo); 

3) modificações das moléculas alvo desses antibióticos; e 4) através da fabricação de 

moléculas alvo alternativas, não afetadas pelo fármaco, simultaneamente à produção 

das moléculas originais (objetivo do fármaco), o que acaba driblando a ação do 

antibiótico. As bombas de efluxo inserem-se, portanto, no segundo mecanismo 

descrito, na medida em que evitam a acumulação intracelular do fármaco. 

Bombas de efluxo, genericamente, são proteínas transmembranas de células 

eucariotas e procariotas que atuam fisiologicamente transportando moléculas para 

fora das células (WALMSLEY et al., 2003), mantendo a homeostase celular e retirando 

substâncias tóxicas à sua sobrevivência (NEVES et al., 2011). 

Existem bombas de efluxo que carreiam diversas substâncias, definidas como 

bombas de efluxo de resistência a múltiplas drogas (multiple drug resistance – MDR) 

e existem as que transportam substratos específicos (WEBBER & PIDDOCK, 2003), 

o que confere uma resistência específica. Podem ser divididas em 5 famílias e 

caracterizadas com base na sua fonte de energia, sendo primária quando da utilização 

de ATP (PIDDOCK, 2006) ou secundária quando a fonte energética advém do 

movimento de íons (força próton motora) (MOREIRA, 2008). Portanto, a classificação 

das bombas de efluxo se apresenta da seguinte maneira: 

1. ABC (“ATP binding cassete”) – transporte primário; 

2. MFS (“major facilitator superfamily”) – transporte secundário; 

3. SMR (“small multidrug resistence”) – transporte secundário; 

4. RND (“resistence-nodulation-division”) – transporte secundário;   
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5. MATE (“multidrug and toxic compound extrusion”) – transporte 

secundário. 

De acordo com Sun et al., (2014), os sistemas de efluxo da família RND 

encontram-se apenas em bactérias Gram-negativas, ao passo que as demais famílias 

são responsáveis por sistemas de efluxo em Gram-negativas e Gram- positivas. 

Bactérias do gênero Staphylococcus spp. possuem sistemas de efluxo pertencentes 

a mais de uma família, dentre os quais, temos a bomba de efluxo NorA da família 

MFS, sintetizada pela expressão do gene norA, e que protege a bactéria, dentre outras 

substâncias, contra substâncias lipófilas e monocatiônicas, como é o caso do o 

Brometo de Etídio (TINTINO, 2018) e concede resistência contra o cloranfenicol e às 

fluoroquinolonas (PIDDOCK, 2006). 

 Ainda em relação a essa questão, essa resistência ao cloranfenicol e às 

fluoroquinolonas possui importância expressiva para a medicina humana e pecuária 

leiteira, haja visto que encontramos o cloranfenicol e representantes da classe das 

fluoroquinolonas sendo prescritos pela prática clínica (humana e veterinária), com 

frequência, para o controle de diversas infecções, incluindo a mastite bovina de forma 

indiscriminada. São fármacos de amplo espectro e, com isso, utilizados em larga 

escala a nível mundial e para inúmeras infecções ( SILVA E HOLLENBACH, 2010). 

Contudo, essa versatilidade encontra limites diante do Staphylococcus spp. e seus 

mecanismos de resistência, também versáteis.   

Staphylococcus spp. são cocos gram-positivos pertencentes à Família 

Microccocaceae, anaeróbicos facultativos, não produtores de esporos e catalase 

positiva. Encontrados nos mais diversos ambientes, organismos e espécies (MCVEY 

et. al., 2017). Dentre as espécies que esse gênero abarca, ressalta-se o 

Staphylococcus aureus, comumente citado por sua patogenicidade para infecções 

clínicas/hospitalares em humanos, mas também é patógeno presente na área da 

veterinária, notadamente na bovinocultura de leite como importante causador de 

mastite contagiosa de difícil controle (SANTOS et. al., 2019). É considerada uma das 

espécies mais habilidosas para desenvolvimento de estratégias de resistência aos 

antibióticos (CUSSOLIM et. al., 2021), tornando-se indispensável seu estudo dentro 

do contexto integrado da saúde única.  Ainda, o uso demasiado e inadequado de 

antibióticos é realizado majoritariamente em animais, notadamente na agropecuária, 
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o que contribui diretamente para seleção desses microrganismos (O’NEILL, 2015; 

LOUREIRO et. al., 2016). 

Mastite bovina é a inflamação da glândula desencadeada por microrganismos, 

majoritariamente por bactérias (SANTOS & FONSECA, 2019). Embora seja um 

problema conhecido e, há tempos, estudado, segue sendo uma preocupação 

constante na bovinocultura de leite e causador e prejuízos consideráveis aos 

produtores. O controle da mastite bovina se baseia, em regra, unicamente na 

utilização de antibióticos e, muitas vezes, sem critério ou controle microbiológico dos 

animais, para identificação do perfil causador da mastite naquele rebanho específico. 

Esa prática comum acaba auxiliando na pressão seletiva desses microrganismos e, 

por fim, no aumento de resistência bacteriana.   

 Sendo assim, é fundamental conhecer a dinâmica dessas estratégias de 

resistência bacteriana para seu combate eficaz, o que inclui identificar a presença das 

bombas de efluxo e seus genes carreadores nas cepas comumente encontradas em 

isolados de mastite bovina.  

A identificação fenotípica das bombas de efluxo é possível através de algumas 

metodologias, uma delas é realização de testes de inibição na presença e ausência 

de um desacoplador de força próton motiva: carbonil cianida m-clorofenil-hidrazona 

(CCCP). Esse desacoplador inibe a fonte de energia utilizada pelo sistema de efluxo 

- nas famílias MATE, RND e SMR (ZHANG, 2010) – e, na sua presença, a redução 

da CIM em no mínimo duas vezes já indica presença de bomba de efluxo.  Além 

dessa, é possível também sua identificação fenotípica através da metodologia 

referenciada em 1992 por Sundheim et. al. (discutida mais adiante), utilizando 

Brometo de Etídio (EtBr) e Ágar TSA (Tryptic Soy Agar), meio de cultura enriquecido 

e não seletivo, utilizado para o cultivo de microrganismos fastidiosos e não fastidiosos. 

Não obstante essas formas, gradativamente pesquisas vêm sendo desenvolvidas no 

intuito de melhor utilizar o EtBr mediante outras possibilidades, discutidas adiante. 

 Tendo estes pontos em vista, o presente trabalho propôs uma revisão 

bibliográfica acerca de estudos, pesquisas e metodologias desenvolvidas na utilização 

do EtBr para identificação de bombas de efluxo em bactérias, bem como identificar 

possíveis aplicações práticas dessa metodologia dentro da microbiologia veterinária 

e, mais especificamente, voltadas para controle da mastite bovina. 
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2 METODOLOGIA 

 

Esse trabalho propôs uma revisão bibliográfica sistemática do tipo integrativa, 

que se caracteriza como uma forma de pesquisa utilizando a literatura do tema 

escolhido como fonte de estudo, de forma metódica, sistematizada (SAMPAIO & 

MANCINI, 2007) e apresentada por meio de uma análise narrativa. É um estudo, 

portanto, retrospectivo e secundário às publicações primárias4. 

A revisão sistemática se apresenta como uma estratégia eficaz frente à 

crescente evolução científica, com produção acentuada e veloz de informações. Isso 

porque busca sintetizar muito da produção que compõe a literatura de determinado 

tema, abarcando suas atualizações (BOTELHO et. al., 2011) . Contudo, é importante 

destacar que este trabalho não pretende esgotar as fontes e produções bibliográficas 

da temática, mas tão somente revisar as produções consideradas mais relevantes, 

pelo autor, dentro da pesquisa realizada.  

A seleção e análise dos trabalhos foi realizada seguindo seis etapas, as quais 

compõem o processo para uma revisão sistemática do tipo integrativa, 

fundamentando-se na Prática Baseada em Evidências - PBE (GALVÃO et. al., 2003 e 

POMPEO et. al., 2009).  A PBE iniciou-se na conjuntura da clínica médica, em 1980, 

no Canadá , mas seu modelo, utilizado hoje em todas as subáreas da saúde, foi 

desenvolvido por Melnyk e Fineout-Overholt (2002) e se caracteriza como: 

 

“uma abordagem de resolução de problemas que incorpora as melhores 
evidências científicas disponíveis, experiência médica e preferências e 
valores dos pacientes” (MELNYK & FINEOUT-OVERHOLT, 2004). 

 

O desenvolvimento de uma revisão sistemática fundamentada na PBE 

perpassa 6 etapas: 

1. Identificação do tema e seleção da questão de pesquisa. 

                                                             
4 Entende-se por estudos primários aqueles obtidos a partir de investigações com dados originais, como  
Relato de caso, Estudo de casos e Estudo de casos e controles, Detecção de casos (“screening”), 
Estudo de coorte e Ensaio clínico controlado randomizado. Já os estudos secundários surgem a partir 
dos primários e definem-se como análises/revisões teórico-metodológicas destes. Temos como 
principais exemplos de estudos secundários as Revisões (sistemáticas/não 
sistemáticas/metanálise/qualitativa/integrativa), Guias (“Guidelines”), Análises de decisão e  Análises 
econômicas (CAMPANA, 1999).  
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2. Estabelecimento dos critérios de inclusão e exclusão. 

3. Identificação dos estudos pré-selecionados e selecionados. 

4. Categorização dos estudos selecionados. 

5. Análise e interpretação dos resultados. 

6. Apresentação da revisão/síntese do conhecimento. 

Primeira e segunda etapas - A partir da definição do tema ‘uso do EtBr para 

identificação dos sistemas de efluxo em bactérias’ e da seleção da questão de 

pesquisa ‘quais as possibilidades metodológicas  para o uso do EtBr na identificação 

dos sistemas de efluxo em bactérias’, a primeira etapa foi orientada pelo método 

PICOD (STILLWELL et. al., 2010b e RAMALHO, 2005), direcionando as buscas a 

partir dos critérios de inclusão e exclusão escolhidos: 

 

Quadro 1 - Protocolo de revisão integrativa através do método PICOD 

P 
População 

(participantes) 
Quem foi 

estudado? 

I. Bactérias; 
II. Bactérias resistentes; 

III. Bactérias sensíveis; 

Palavras-chave: 
“bombas de efluxo” (efflux 

pumps); “bactérias” 
(bacteria); “brometo de 

Etídio” (ethidium bromide); 
“resistência 

bacteriana/antimicrobiana” 
(bacterial/antimicrobial 

resistance). 

I Intervenção 
O que foi 

feito? 

I. Testes/triagens com 
EtBr; 

II. Utilização de corantes 
fluorescentes 

C 
Comparação 

das 
intervenções 

Comparação 
entre os 

resultados 
 

O Resultados 
Quais os 

resultados 
ou efeitos 

I. Identificação das 
bombas de efluxo; 

II. Mensuração do efluxo; 
III. Identificação de 

substratos alvo; 
IV. Associação do efluxo 

à mecanismos de 
resistência ou não; 

V. Aplicação clínica. 

D 
Desenho do 

Estudo 
Como é? 

Estudos do tipo qualitativo, 
quantitativo ou mistos. 

Fonte 1 - elaborada pelo autor a partir de modelo apresentado em Ramalho (2005). 
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As pesquisas foram realizadas nas seguintes bases de dados eletrônicas: 

SciELO, ScienceDirect, Periódico CAPES, Springer, Google acadêmico e BDTD. Os 

termos e palavras-chave utilizados nas buscas foram os descritos no Quadro 1. Essa 

escolha foi realizada considerando que para uma procura satisfatória é necessário 

que haja termos de busca adequados em bases de dados eficientes, com filtros 

específicos voltados para o tema (SAMPAIO & MANCINI, 2007). Os descritores 

booleanos utilizados foram “AND” e “OR”5 : 

(Bombas de efluxo) AND bactéria AND (brometo de Etídio) AND (resistência 

bacteriana OR antimicrobiana). 

(Efflux pumps) AND bacteria AND (ethidium bromide) AND (bacterial OR 

antimicrobial resistance). 

Terceira etapa - Para pré-seleção, os artigos recuperados precisavam atender, 

cumulativamente, aos seguintes critérios: conter os termos buscados no título, resumo 

ou palavras chave, possuir dados primários, apresentar textos na íntegra e 

disponibilizados online. Não foram definidos limites temporais para recuperação dos 

artigos indexados nas bases pesquisadas6.  

Quarta etapa - Esses estudos pré-selecionados de forma mais ampla foram 

categorizados e submetidos a mais uma análise do resumo, metodologia e resultados. 

Foram excluídos os trabalhos que não se adequaram ao tema e/ou à pergunta 

norteadora, trabalhos secundários (como artigos de revisão), abordagens irrelevantes 

ao contexto desse trabalho ou que de alguma forma não atendia a algum dos 

requisitos estabelecidos metodologicamente, relacionando bombas de efluxo e 

resistência antimicrobiana.  

Quinta etapa - Os artigos classificados e aptos a serem incluídos foram 

organizados em uma planilha de banco de dados, com descrição de título, autor(es), 

ano, idioma, instituição, periódico, país e DOI/ISSN. Foram avaliados detalhadamente 

e serviram como base para elaboração da revisão integrativa que se segue (sexta 

etapa), especialmente no que tange às metodologias e resultados obtidos em cada 

estudo. Nesse último momento não foram categorizados ou elencados a partir de 

                                                             
5 O operador AND busca e seleciona estudos que possuam todos os descritores. 
6 Essa decisão foi tomada considerando que estudos utilizando EtBr para identificação de bombas de 
efluxo são relativamente recentes, não sendo necessário definir um intervalo fixo. Contudo, para 
registro, os artigos incluídos datam dos anos de 1977 à 2020.  
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nenhum método específico. São apresentados no decorrer da discussão através do 

método narrativo por escolha do autor, de acordo com o desenvolvimento dos tópicos 

e subtópicos.  

Dessa forma, o objetivo desta revisão foi atualizar a discussão acerca do uso 

do EtBr para identificação dos sistemas de efluxo em bactérias, diante das evidências 

colecionadas nos artigos analisados, bem como a aplicabilidade dessas metodologias 

para controle da mastite bovina. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Foram recuperados 1660 artigos a partir da terceira etapa metodológica. Após 

análise do resumo, metodologia e resultados, foram excluídos 1635 por estarem 

repetidos em alguma das bases de dados ou por não se adequarem ao tema 

estabelecido para discussão. Logo, foram selecionados 25 artigos, os quais foram 

lidos, analisados sob o ponto de vista metodológico e de resultados e utilizados para 

elaboração da presente discussão. Além desses, mais 3 revisões narrativas foram 

inclusas, pois reuniam discussões acerca de abordagens metodológicas pertinentes 

à essa discussão.  

 

3.1 MASTITE BOVINA E RESISTÊNCIA ANTIMICROBIANA 

 

Como já mencionado, a mastite bovina segue sendo um dos principais 

problemas da bovinocultura leiteira. Alguns dos patógenos bacterianos mais 

encontrados (entre contagiosos e ambientais), estão: Streptococcus agalactiae, 

Staphylococcus aureus, Corynebacterium bovis, Mycoplasma spp., Coliformes, 

Estreptococos ambientais e Enterococcus spp. (SANTOS & FONSECA, 2019). 

Juntos, formam o perfil de microrganismos causadores dos principais quadros de 

mastites clínicas e subclínicas.  

Dentre os patógenos predominantemente infecciosos, Staphylococcus aureus 

possui alta prevalência mundial  (SANTOS et. al., 2019; KEEFE, 2012; BOTARO et. 

al., 2015), fato que por si justifica a necessidade de mais estudos voltados para essa 

espécie e, de forma específica, para soluções do seu controle na bovinocultura de 

leite. Ademais, o gênero Staphylococcus spp., como já mencionado, é responsável 

por recorrentes casos de infecções na medicina humana e veterinária. Bactérias 

pertencentes a esse gênero causam desde simples infecções de pele e outros órgãos 

até casos mais danosos, como infecção generalizada e morte, principalmente quando 

a cepa infectante pertence a algum perfil de resistência, como os Staphylococcus 

aureus resistente à meticilina (MRSA), quando antibióticos existentes podem não mais 

serem eficazes (STEGMANN et. al., 2010).  

Tratar de resistência em espécies do gênero Staphylococcus spp. é, cada vez 

mais, lugar comum. Gradativamente esses patógenos vêm desenvolvendo mais 
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mecanismos intrínsecos e extrínsecos de resistência aos antimicrobianos e faz-se 

necessário, com urgência, frear esse movimento e, ao mesmo tempo, contornar os 

mecanismos de resistência já existentes. Em trabalho realizado com amostras de leite 

mastítico de animais oriundos do Brejo paraibano, Ordonho (2021) constatou a 

frequência predominante do S. aureus, seguida de outras espécies de Staphylococcus 

spp. Ainda, sugere que, fenotipicamente, poderia haver genes associados a 

multirresistência, quando identificou a presença de quatro cepas de MRSA e duas de 

Staphylococcus Coagulase-Negativa Resistente a Oxacilina (SCNRO).  

 Dentro desse gênero, as cepas pertencentes ao grupo definido como MRSA 

são, notadamente, as mais preocupantes no âmbito da saúde pública. A primeira 

menção de MSRA em animais data da década de 70 (AIRES DE SOUZA, 2017). 

Gradativamente esse perfil de resistência, não só dentro da medicina veterinária, vem 

aumentando. Um dos meios que favorecem esse aumento é o uso indiscriminado de 

antibióticos em animais de produção, o que aumenta a pressão de seleção sobre a 

microbiota (SANTOS & FONSECA, 2019), selecionando os patógenos resistentes. 

Outrossim, é valioso considerar que esse uso de antibióticos é consideravelmente 

maior em animais, notadamente na agropecuária, do que em humanos (O’NEILL, 

2015), o que faz dessa atividade um meio para o qual deve-se ater atenção e controle. 

Apesar do processo de seleção e resistência ser um fenômeno natural da evolução 

desses microrganismos, a rapidez com a qual está acontecendo é preocupante no 

contexto da saúde pública e se tornou uma questão emergente.  

Alguns estudos sobre resistência antimicrobiana associada citam que há maior 

probabilidade de pacientes infectados por S. aureus resistente à meticilina (MRSA) 

serem infectados por outros organismos multirresistentes (MDROs) (ROBICSEK et. 

al., 2008). Wimmerstedt e Kahlmeter (2008), avaliando resistência associada em 

cepas de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, Streptococcus 

pneumoniae e Streptococcus pyogenes, constataram que, apesar de haver alta 

proporção de susceptibilidade dessas espécies submetidas aos fármacos utilizados 

no estudo (76,5-88,9%), os isolados que se apresentaram resistentes a uma droga 

específica também apresentavam mais propensão de resistência à outras quando 

comparadas com isolados que eram susceptíveis a qualquer dos fármacos, como 

exposto no quadro 2 (dados do estudo referentes apenas ao S. aureus).  
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Isso implica em uma resistência associada significativa para o contexto clínico, 

no momento em que interfere proporcionalmente com a disponibilidade na rotina 

clínica de medicamentos eficazes contra esses patógenos. Ou seja, com o 

crescimento da resistência associada, há a diminuição no número de fármacos 

alternativos de sucesso para controle de infecções (WIMMERSTEDT E KAHLMETER, 

2008).   

 

Quadro 2 - Resistência antimicrobiana associada em isolados de Staphylococcus aureus (2000-
2004), na ausência e presença de resistência a outro medicamento e o risco relativo (RR ) de 
resistência em organismos Suscetíveis vs. Resistentes. NA = Não se aplica. 

Agente e n° de 

isolados 

susceptíveis e 

resistentes 

desse agente 

Meticilina Clindamicina Eritromicina 

Sulfametoxazol 

+ 

Trimetropima 

Ácido 

fusídico 

 % RR % RR % RR % RR % RR 

Meticilina 

S (n = 7480) 00 
NA 

2.4 
6.7 

3.9 
6.7 

0.3 
16.1 

13.6 
0.4 

R (n = 9) 100 11.1 22.2 0.0 0.0 

Clindamicina 

S (n = 7312) 0.1 
7.3 

0 
NA 

1.7 
57.5 

0.3 
6.7 

13.1 
2.6 

R (n = 177) 0.6 100 97.2 1.7 34.5 

Eritromicina 

S (n = 7194) 0.1 
8.1 

0.1 
763.6 

0 
NA 

0.3 
2.7 

12.8 
2.6 

R (n = 295) 0.7 58.3 100 0.7 33.2 

Sulfametoxazol + Trimetoprima 

S (n = 7465) 0.1 
16.0 

2.3 
6.1 

3.9 
2.6 

0 
NA 

13.6 
1.1 

R (n = 24) 0.0 12.5 8.3 100 12.5 

Ácido Fusídico 

S (n = 6471) 0.1 
0.3 

1.8 
3.4 

3.0 
3.2 

0.3 
1.0 

0 
NA 

R (n = 1018) 0.0 6.0 9.6 0.3 100 
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Taxa de 

resistência 

geral 

(n = 7489) 

0.1 2.4 3.9 0.3 13.6 

Fonte 2 - Adaptado pelo autor de Wimmerstedt e Kahlmeter (2008). 

 

Silva (2016), avaliando o perfil de sensibilidade de S. aureus em isolados 

clínicos e de alimentos, oriundos do LABMAA da UFRB, verificou uma taxa de 89% 

de resistência aos antimicrobianos testados no experimento por meio da técnica de 

difusão em disco (CLSI, 2013). Dos fármacos avaliados, as cepas apresentaram 

resistência à Amoxicilina, Ampicilina, Azitromicina e Eritromicina, sensibilidade à 

Ciprofloxacina, Vancomicina e Tetraciclina, e por fim, susceptibilidade intermediária à 

Ceftriaxona e Cefepime. 

 Diante desse panorama, é possível supor que, talvez, a estratégia de utilizar 

apenas antimicrobianos no combate a infecções estafilocócicas não seja a mais 

adequada, principalmente quando não se atenta à dose e tempo de administração da 

droga. Berger-Bachi & Mccallum (2006) observaram a transferência de material 

genético relacionado à resistência estimulada por concentrações subinibitórias de 

antibióticos. Logo, é essencial lançar mão de outros mecanismos de controle, sejam 

medicamentosos ou não.  

 

3.2 O PAPEL DOS SISTEMAS DE EFLUXO PARA RESISTÊNCIA BACTERIANA 

 

De acordo com Ball et. al., (1977), a detecção de bactérias utilizando seus 

sistemas de efluxo para extrusão de antibióticos data do final da década de 70 e, 

conforme McMurry et. al., (1980), início de 80. A partir de então, constatou-se a 

possibilidade de explorar estudos voltados a analisar o papel dessas bombas de 

efluxo para fisiologia e sobrevivência de bactérias, bem como seus níveis de atuação 

na extrusão desses medicamentos.   

Nesse sentido, Santos (2016) apresentou um estudo na área da medicina 

humana para caracterizar o perfil de resistência de isolados de Pseudomonas spp. 

(n=60) aos antibióticos Ceftazidima (CAZ) e Imipenem (IMP), oriundos de efluentes 
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hospitalares. Na avaliação fenotípica dos sistemas de efluxo na presença do CCCP, 

a CIM do IMP foi reduzida por 10 isolados e a CIM da CAZ por 6, indicando que, nestes 

isolados, essa resistência pode ser atribuída às bombas de efluxo.  

Tintino (2018) avaliou a ação biológica de compostos naturais atuando como 

inibidores de bombas de efluxo e, portanto, impedindo seu mecanismo de defesa. 

Neste mesmo estudo, constatou-se, por conseguinte que vitaminas lipossolúveis e 

ácido tânico foram capazes de, em diferentes graus, reduzir o sistema de efluxo das 

cepas analisadas. Foram utilizados individualmente antibióticos, compostos naturais 

e brometo de Etídio como inibidores de forma comparativa.  

Brown et. al. (2021) também indicaram a eficácia de 9 extratos vegetais, 

oriundos de algumas plantas, para inibição de bombas de efluxo em possíveis cepas 

de S. aureus que utilizam esse mecanismo como resistência. Sugeriu então que essas 

substâncias podem ser usadas com aplicação tópica em algumas infecções ou, até, 

em associação com antimicrobianos já existentes, aumentando sua eficácia. 

Nesse contexto de estudos e pesquisas no tocante a esse controle, testes 

rápidos para identificação de bombas de efluxo podem ser utilizados como triagem 

para avaliação de perfis de resistência antimicrobiana, juntamente com demais 

marcadores fenotípicos e genotípicos. 

 

3.3 BROMETO DE ETÍDIO NA IDENTIFICAÇÃO DE SISTEMAS DE EFLUXO 

 

O Brometo de Etídio é um composto químico marcador de ácidos nucleicos e 

com atividade fluorescente, intensificada quando em sua intercalação com alguma 

cadeia de DNA celular. Com isso, como já explicitado, atua nessa metodologia se 

associando ao DNA dos patógenos a ele expostos e emitindo luminescência. Do 

contrário, sua atividade é inibida quando na presença de sistemas de efluxo, não 

emitindo luminescência. 

A depender da metodologia utilizada, talvez não seja possível determinar qual o tipo 

de sistema de efluxo está presente em cada cepa, como também qual seu gene 

regulador e a que superfamília pertence. Todavia, testes para identificação de bombas 

de efluxo podem ser utilizados como triagem para avaliação de perfis de resistência 

antimicrobiana. Juntamente com demais marcadores fenotípicos e genotípicos, como 
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em associação com ensaios de concentração inibitória mínima (CIM) e/ou técnicas de 

PCR quantitativo e MALDI-TOF, podem caracterizar um perfil de resistência presente 

nas cepas analisadas. 

3.3.1 Medição direta e indireta do sistema de efluxo 

  

De acordo com  Blair e Piddock (2016), os testes para identificação da atividade 

de efluxo podem ser divididos em dois grupos: os que medem diretamente o sistema 

de efluxo e aqueles que aferem a concentração do substrato no interior da célula, 

inferindo por consequência essa atividade de extrusão. Ambos utilizam substâncias-

corantes com ação intra e extracelular (alguns citados no Quadro 3), escolhidos de 

acordo com o objetivo do experimento. 

 

Quadro 3 - Lista de estudos baseados em fluorescência em bactérias para entender  bombas de 
efluxo ativo. Todos os corantes citados atuam por atividade quimioluminescente, independente de 
interação molecular (requerida ou não), emitindo fluorescência para interpretação dos resultados. 

ORGANISMO CLASSIFICAÇÃO 

ALVO DA 
BOMBA DE 
EFLUXO E 
FAMÍLIA 

CORANTES 
UTILIZADOS 

INTERAÇÃO 
MOLECULAR PARA 
FLUORESCÊNCIA 

REFERÊNCIA 

Escherichia coli Gram - 
AcrAB-TolC, 

RND 
EtBr Sim (DNA) 

Paixao et. al. 
(2009) 

E. coli Gram - Não específico EtBr Sim (DNA) 
Viveiros et. al. 

(2008) 

E. coli Gram - 
AcrAB-TolC, 

RND 
EtBr Sim (DNA) 

Martins et al. 
(2011) 

Chromohalobacter 
sp. 

Gram - 
HrdC (homólogo 

ao TolC) 
EtBr Sim (DNA) 

Tokunaga et. al. 
(2004) 

Staphylococcus 
aureus 

Gram + NorA, MFS EtBr Sim (DNA) 
Mullin et. al. 

(2004) 

Mycobacterium 
smegmatis 

Gram + LfrA, MFS EtBr Sim (DNA) 
Rodrigues et. al. 

(2011) 

S. aureus Gram + LmrS, MFS EtBr Sim (DNA) 
Floyd et. al. 

(2010) 

Mycobacterium 
tuberculosis 

Gram + MDR EtBr Sim (DNA) 
Machado et. 

al.(2018) 

E. coli, Salmonella 
enterica serotype 
e Typhimurium 

Gram - 
TolC, AcrB and 

AcrF, RND 
Hoechst 33342, 

EtBr 
Sim (DNA) 

Coldham et. al. 
(2010) 

Acinetobacter 
baumannii 

Gram - AdeABC, RND 
Hoechst 33342, 

EtBr 
Sim (DNA) 

Richmond et. al. 
(2013) 

S. enterica Gram - AdeABC, RND 
Hoechst 33342, 

EtBr, 
vermelho do Nilo 

Sim (DNA e 
membrana) 

Reens et. al. 
(2018) 

E. coli Gram - AdeABC, RND 
1,20- 

dinaphthylamine 
Sim (DNA e 
membrana) 

Bohnert et. al. 
(2011) 

E. coli Gram - AdeABC, RND Vermelho do Nilo 
Sim (DNA e 
membrana) 

Bohnert et. al. 
(2010) 

E. coli, S. enterica 
serotype,  

Typhimurium 
Gram - AdeABC, RND Doxorrubicina Não Blair et. al. (2015) 
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E. coli Gram - EmrAB, RND Doxorrubicina Não 
Nishino and 

Yamaguchi (2001) 

E. coli, 
Pseudomonas 
aeruginosa, S. 

aureus 

Gram -/+ 
 

Não específica 
Fluoroquinolona Não 

Piddock et. al. 
(1999) 

P. aeruginosa, S. 
aureus 

Gram -/+ 
 

Não específica 
Fluoroquinolona, 
radiomarcador 

Não 
Mortimer and 

Piddock (1991) 

E. coli Gram - TolC, RND Trimetoprim Não 
Phetsang et. al. 

(2016) 

E. coli 
(proteoliposomes) 

Gram - AcrAB, RND 
1-amino-

naftaleno-3,6, 8 
trissulfonato 

Não 
Zgurskaya and 

Nikaido 
 

P. aeruginosa Gram - MexAB-OprM Vermelho do Nilo Sim (membrana) 
Iyer and Erwin 

(2015) 

Enterobacter 
aerogenes 

Gram - Não específica 1,20- dinaftilamina Sim (membrana) 
Brunel et. al. 

(2013) 

Fonte 3 - Adaptado pelo autor de Pal et. al., 2020. 

 

A medição direta da atividade de efluxo perpassa basicamente quatro fases. 

Inicialmente as células são suplementadas com grande concentração do substrato 

avaliado associado a algum inibidor da energia celular, que inibe por consequência o 

sistema de efluxo (a exemplo do CCCP, utilizado em um dos estudos já citados). A 

escolha desse inibidor de energia deve basear-se na fonte de energia utilizada pela 

bomba de efluxo (se ATP ou força próton motora). A partir daí, com todo o substrato 

acumulado em seu interior, as células são lavadas para remover tanto algum substrato 

exterior como moléculas do inibidor de energia. Faz-se a primeira medição a partir da 

fluorescência emitida. É adicionada nova fonte de energia para reenergizar as células 

(como glicose), para que reiniciem o sistema de efluxo e possam expulsar o corante, 

momento em que esse sistema é novamente aferido, em tempo real, a partir da 

fluorescência ao longo do tempo (BLAIR E PIDDOCK, 2016) (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

Imagem 1 - Efluxo de EtBr ao longo do tempo por Salmonella Typhimurium SL1344 e um conjunto 
isogênico de mutantes. 

Fonte 4 - SMITH e BLAIR, 2014 
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Observa-se queda mais acentuada da relação fluorescência vs tempo na cepa 

SL1344 em contraposição às mutantes, indicando que, nestas, o efluxo possui menor 

atividade, o que requer mais tempo para extrusão das moléculas. As bactérias foram 

tratadas com EtBr e CCCP por 60 min, antes a primeira aferição. Depois foram 

reenergizadas com glicose e realizada a segunda aferição.   

Já a medição considerada indireta baseia-se na aferição do acúmulo de 

determinada substância dependente de efluxo dentro da célula. A partir daí infere-se 

o nível de efluxo. Sem adição de nenhuma substância é realizada uma leitura inicial 

da fluorescência das células avaliadas (servindo como ponto de partida). É adicionado 

corante, espera-se o período estacionário e é avaliado novamente a fluorescência, 

verificando o nível de acumulação intracelular e comparando as cepas avaliadas, 

como no exemplo abaixo (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Medição de acumulação de corante Hoechst H33342 em Salmonella Typhimurium SL1344 
(azul) e um acrB isogênico mutante (vermelho). 

Fonte 5 - SMITH e BLAIR, 2014 
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Após adição do corante, observa-se estacionamento no nível de fluorescência 

em ambas as cepas e, portanto, infere-se que o nível de efluxo é maior na cepa 

SL1344, apresentando baixa fluorescência em comparação com a mutante. Resultado 

encontrado nessas duas metodologias apresentadas.  

Além dessas, ainda é possível encontrar outras metodologias descritas na 

literatura, porém, todas se adequam a essas duas formas de avaliação: qualitativa ou 

quantitativamente. Sundheim et. al (1992) descreve a utilização do EtBr para 

avaliação qualitativa de bombas de efluxo, ou seja, sendo possível apenas verificar a 

presença ou ausência desse sistema nas cepas analisadas.  

Segundo a metodologia, o patógeno é semeado, a partir do ágar TSA, em uma 

placa contendo ágar Mueller Hinton suplementada com 0.5 μg/ml de EtBr e, após 24 

horas de incubação a 37°C, é realizada a leitura da placa, com o fundo para cima e 

sob luz ultravioleta em transluminador. As colônias que não emitem luminescência são 

consideradas positivas para presença do sistema de efluxo, ao passo que quando 

emitem luminescência são consideradas negativas. Isso, ocorre porque quando o EtBr 

penetra na célula, por difusão passiva, as bombas de efluxo são responsáveis por sua 

extrusão. Portanto, quanto maior a concentração de EtBr intracelular, maior será sua 

luminescência e menor é a atividade do sistema de efluxo, sendo o contrário também 

verdadeiro (BLAIR E PIDDOCK, 2016), podendo inclusive ser nula.  

Essa metodologia se evidencia por sua praticidade na elaboração e leitura dos 

resultados, bem como na maior acessibilidade financeira que possui quando 

comparada às demais metodologias já citadas, contudo, pode encontrar limitações a 

depender do objetivo do experimento, já que apresenta tão somente uma informação 

qualitativa a respeito da presença de efluxo.  

 

3.4 APLICAÇÕES METODOLÓGICAS DO EtBr  

 

Recentemente, Pal et. al. (2020) realizou ensaios de fluorescência utilizando 

EtBr para identificar bombas de efluxo em culturas puras e mistas de bactérias Gram 

negativas e positivas. E, mais especificamente, seus níveis de atuação na resistência 

contra tetraciclina, metais pesados (cromo), sal e líquido iônico (1-etil-3- cloreto de 
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metilimidazólio). Esses substratos atuaram ‘acionando’ as bombas de efluxo. 

Comparando suas atividades frente a essas diferentes substâncias, constatou-se que 

amostras de drenos hospitalares contaminados com antibióticos apresentaram 

atividade de efluxo 1,3 maior quando em comparação com amostras do solo 

adjacente. Ainda, que em sedimentos que possuíam salinidade mais alta (7%) os 

sistemas de efluxo apresentaram-se 1,7 vezes maiores que aqueles com salinidade 

menor (3%). Além disso, o ensaio também serviu para comprovar a efetividade do uso 

do EtBr para culturas mistas oriundas de ambientes adversos.  

Os resultados alcançados por Pal et. al. (2020)  baseiam-se no segundo grupo 

metodológico descrito acima, no qual a atividade de efluxo é relativamente 

proporcional à concentração do EtBr no interior da célula.  

 Além do EtBr outras substâncias vêm sendo utilizadas como corantes 

fluorescentes para monitoramento dessas atividades de efluxo (Quadro 2). Não 

obstante, o EtBr é frequente, incluindo sua aplicação para as bombas multirresistentes 

AcrAB-TolC (da família RDN em Gram negativas) e outras pertencentes às famílias 

ABC e MFS (em Gram positivas).   

 Diversas bombas já foram identificadas em algumas cepas de S. aureus, 

pertencentes a diversas famílias: NorA (família MFS), Tet(K) (família MFS) e MrsA 

(família ABC). Conferem resistência, respectivamente, à quinolonas e cloranfenicol, 

tetraciclinas e, por fim, alguns macrolídeos, incluindo a tetraciclina (TINTINO, 2018). 

Antibióticos largamente utilizados na pecuária leiteira no controle da mastite bovina. 

O conhecimento dos genes que regulam a expressão dessas bombas traz a 

possibilidade de articular uma deleção específica desses genes, comprometendo sua 

resistência (POOLE, 1993).  

Apesar dessa ação contundente de efluxo voltada para os antimicrobianos, é 

sabido que esses sistemas de efluxo se desenvolveram para homeostase celular de 

maneira geral, atuando contra quaisquer substâncias tóxicas à célula, incluindo 

antissépticos (CHUANCHUEN et al., 2001) e detergentes (ZGURSKAYA & NIKAIDO, 

2000). O que pode ser um problema no controle da mastite, haja visto que alguns 

desinfetantes de teto são formulados a base de clorexidina. Isso implicaria também, 

que, talvez, germicidas oxidativos, como iodo e hipoclorito de sódio possam ser, de 

fato, mais eficazes e menos resistentes para esses microrganismos. Nesse sentido, 
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cabem algumas possibilidades de mais estudos no tocante a utilização e eficácia 

dessas substâncias frente a ação de sistemas de efluxo.  

 Bjorland et. al. (2005), buscando identificar a prevalência de genes mediadores 

de resistência baseada em efluxo, em Staphylococcus spp., contra compostos de 

amônio quaternário (muito utilizado em produtos de limpeza e desinfecção), utilizaram 

EtBr como marcador fluorescente. As amostras foram isoladas de leite não 

pasteurizado de rebanhos bovinos e caprinos e o EtBr foi utilizado seguindo 

metodologia descrita em Sundheim et. al., (1992). 

 Através de experimento para determinar o perfil de resistência em 

Staphylococcus spp., oriundos de mastite subclínica em pequenos ruminantes, dos 

estados de Pernambuco e Bahia, França (2010) utilizou o teste de bomba de efluxo 

como triagem seguindo, também, a metodologia de Bjorland et. al. (2005) e Sundheim 

et. al. (1992). Dos 210 isolados (171 caprinos e 39 ovinos ), apenas 41 foram negativos 

para bombas de efluxo. Esse resultado foi interpretado em associação com os demais 

resultados obtidos, no tocante à produção de biofilme (determinado pelo teste do 

Vermelho Congo), à detecção dos padrões e resistência (teste de difusão em disco) e 

à presença de genes de resistência -  mecA, ermC, ermA, blaZ, ermB e msrA (através 

de PCR). E nos resultados obtidos, o percentual de resistência mais significativo 

encontrado foi em relação à Amoxacilina 57,3% (caprino) e 18,0% (ovino) e ao Ácido 

nalidíxico, com 59,1% (caprino) e 56,4% (ovino). Contudo, o autor não estabelece 

correlação específica entre as amostras positivas para bombas de efluxo e demais 

resultados encontrados.  

Estes estudos apontam as margens científicas que ainda podem ser 

percorridas utilizando ensaios de fluorescência com EtBr para monitoramento de 

bombas de efluxo, principalmente se associados a técnicas de identificação para 

outros mecanismos de resistência bacteriana, tendo em vista que esses patógenos, 

por vezes, possuem muito mais do que bombas de efluxo específicas e inespecíficas, 

apresentando resistências também através de outras estratégias: formação de 

biofilmes, duplicação/replicação de genes de resistência, transferência horizontal 

desses genes (comumente via plasmídeos, como foi o caso de S. aureus em relação 

à penicilina e meticilina – desenvolvendo os MSRA) e essa lista tende a se tornar cada 

vez maior com o tempo. 
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Para além do papel relevante de sistemas de efluxo contra antibióticos, estudos 

apontam sua capacidade de atuar, também, conferindo resistência à substâncias 

naturais do próprio hospedeiro (como bile, hormônios, moléculas de defesa, etc.), 

auxiliando na colonização e manutenção de algumas bactérias nesse hospedeiro 

(algumas bombas da família RDN) (PIDDOCK, 2006), ou seja, são responsáveis 

diretamente pela patogenicidade dessas cepas, sendo isto uma informação de 

extrema relevância clínica no contexto da saúde única - intersecção entre a medicina 

humana, veterinária e ambiental.   

Destaca-se, desse modo, a necessidade de delinear estudos com isolados de 

animais locais com mastite bovina, colhendo informações que podem definir o perfil 

de resistência das cepas baseado em bombas de efluxo. Ademais, esses dados 

podem ser cruzados e/ou associados com outras informações, como testes de 

antibiograma dessas mesmas bactérias e com os antibióticos comumente utilizados 

em animais dessa região, mensurando a atuação do sistema de efluxo para essa 

resistência. 

Segundo Piddock (2006), é possível que a atividade de efluxo entre em ação 

quando uma bactéria mutante passa a ter aumento simultâneo de CIM para três ou 

mais antibióticos, quando comparada com suas cepas originais. Esse aumento pode 

chegar de 2 a 8 vezes maiores. Fenômeno encontrado, mais frequentemente, para 

fluoroquinolonas. É essencial conhecer a epidemiologia local para, a partir daí, 

estabelecer protocolos de direcionamento e tratamento contra infecções bacterianas, 

evitando o uso indiscriminado de antibióticos nas propriedades. 
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4 CONCLUSÃO 

 

A literatura acerca de sistemas de efluxo é vasta e relativamente nova, quando 

comparada com estudos sobre outros temas, mesmo relacionados à resistência 

bacteriana. Nessa literatura, diversas metodologias são descritas em artigos a fim de 

identificar, quantitativa e qualitativamente, a presença de sistemas de efluxo. Contudo, 

é essencial definir qual informação se busca obter para, então, escolher a metodologia 

mais adequada. Esses estudos/experimentos utilizando sistemas de efluxo podem 

significar estratégia valiosa ante esse panorama de crescente resistência 

antimicrobiana, tanto na medicina humana como na área veterinária.   

Destarte, é necessário e possível explorar, cada vez mais, esse que é um dos 

mecanismos mais primitivos e atuantes nas inúmeras espécies de bactérias para sua 

sobrevivência. Identificar sistemas de efluxo, quais seus substratos alvo e elaborar 

maneiras de bloquear ou minimizar esse mecanismo, podem facilitar o controle sobre 

a ação desses patógenos. Controle esse que já vêm defasado com a crescente 

resistência bacteriana, a despeito dos esforços da Ciência mundial. 
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