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Resumo 

Introdução. Pseudomonas aeruginosa é um patógeno clinicamente importante. Existem 

diversos mecanismos de resistência aos antimicrobianos em P. aeruginosa, dentre eles  a 

produção de enzimas (β-lactamases) e sistemas de efluxo se destacam, uma vez que são 

capazes de conferir resistência aos carbapenêmicos. Objetivo. Avaliar os sistemas de efluxo 

MexAB-OprM e MexXY em isolados clínicos de P.aeruginosa de pacientes atendidos no 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre-RS e relacionar a expressão destes sistemas com a CIM 

de meropenem em isolados produtores e não produtores de metalo-beta-lactamases (MBL). 

Metodologia. Um total de 86 isolados de P. aeruginosa com suscetibilidade reduzida aos 

carbapenêmicos foram avaliados. A hiperexpressão dos sistemas MexAB e MexXY foi 

determinada fenotipicamente utilizando inibidor seletivo da bomba (PAβN). MBLs foi 

determinada por PCR utilizando primers específicos. Resultados. O fenótipo de 

hiperexpressão dos sistemas de efluxo estudados foi observado em 34 (47,8%) dos 71 

isolados negativos para a produção de MBL e em 14 (93.3%) dos 15 isolados MBL positivos. 

Na presença de PaβN, todos os isolados não produtores de MBL apresentaram uma redução 

da CIM para meropenem para valores na faixa de suscetibilidade. Entretanto, das 13 P. 

aeruginosa produtoras de MBL que diminuíram a CIM, essa redução não foi para valores 

dentro da faixa de sensibilidade. Conclusão. Os isolados de P. aeruginosa não produtores de 

MBL apresentam resistência ao meropenem devido a hiperexpressão de MexAB-OprM.  Na 

presença de PaβN, independente de apresentarem produção de MBL, o CIM de meropenem 

reduziu para valores ≤ 8 mg/L. Contudo, quando isolados não apresentavam MBL, a CIM de 

meropenem reduziu para níveis de sensibilidade. 

Palavras-chave: meropenem, carbapenemase, MexAB e MexXY. 
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Abstract 

Introduction. Bacterial efflux pump systems are resistance mechanisms which may lead to 

therapeutic failure of antibiotic treatment since many antimicrobial agents are substrate for 

these mechanisms. The aim of the study was to evaluate the expression of the MexAB, 

MexXY pump efflux and to determine its influence on meropenem MIC in carbapenemase 

producing and non-producing P. aeruginosa. Methods. A total of 86 non-repetitive clinical 

isolates of P. aeruginosa with reduced susceptibility to carbapenems were evaluated. 

Overexperession of MexAB and MexXY efflux systems were evaluated phenotypically using 

the PAβN selective inhibitor. Metallo-β-lactamases (MBL) were detected by PCR using 

specific primers. Results. The efflux pump-overexpressed phenotype was observed in 34 

(47.8%) MBL-negative and in 14 (93.3%) MBL-positive isolates. In the presence of the 

PaβN, all non-producers of MBL presented a reduction of meropenem MICs to the range of 

susceptibility.  In contrast, the 13 P. aeruginosa MBL-producing isolates decreased 

meropenem MICs at least 16-fold but this reduction did not reach the range of susceptibility. 

Conclusion. P. aeruginosa non-MBL-producing showed resistance to meropenem due to 

overexpression of  MexAB-OprM. In the presence of PaβN, the isolates harboring or not 

MBL genes, the meropenem MICs were reduced to values ≤8 mg/L. However, when the 

isolates harbor MBL genes, the meropenem MIC values were reduced to the susceptibility. 

Keywords: meropenem, carbapenemase, MexAB e MexXY.  
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1. Introdução 

Nas últimas décadas as infecções relacionadas à assistência em saúde (infecção 

hospitalar) tem sido um grande problema provocado por microrganismos multirresistentes (1). 

O impacto clínico da resistência bacteriana é caracterizado por aumento de custo, tempo de 

internação e mortalidade dos pacientes infectados.  Pseudomonas aeruginosa foi descrito 

como o quinto patógeno mais frequente em infecções da corrente sanguínea e primeiro agente 

causador de pneumonia na América Latina de acordo com o SENTRY (“Antimicrobial 

Surveillance Program”) (1,2). A emergência de isolados de P. aeruginosa multirresistentes 

tem sido observada no Brasil e em todo o mundo, limitando as opções terapêuticas para o 

tratamento dessas infecções (3). 

Diferentes mecanismos de resistência têm sido identificados em P. aeruginosa, como 

hiperexpressão de bombas de efluxo, produção de β-lactamases e a perda ou expressão 

reduzida de proteínas de membrana externa. A hiperexpressão de bombas de efluxo, devido à 

mutação do gene regulador, ou a produção de enzimas β-lactamases, são exemplos 

importantes de resistência à classe dos agentes β-lactâmicos, em especial aos carbapenêmicos 

(4).  

Os antimicrobianos β-lactâmicos são amplamente utilizados para o tratamento das 

infecções causadas por P. aeruginosa. Inicialmente a resistência aos β-lactâmicos foi 

atribuída à hiperprodução de β-lactamases do tipo AmpC associada à impermeabilidade da 

membrana externa pela perda de porinas. Entretanto, estudos posteriores demonstraram que 

muito da resistência associada à impermeabilidade é na realidade decorrente da 

hiperexpressão dos sistemas de efluxo. Estes sistemas expulsam do interior da célula uma 

grande variedade de substâncias, tais como solventes, pigmentos, desinfetantes e 

antimicrobianos (5, 6). 
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Apesar dos mecanismos de efluxo terem sido descritos há algum tempo, é 

relativamente recente seu reconhecimento como um mecanismo de resistência. Nos últimos 

anos, numerosos sistemas de efluxo foram caracterizados como sendo envolvidos no 

transporte de inúmeros fármacos (6) e esses sistemas de efluxo são descritos como 

importantes mecanismos de resistência bacteriana aos antibióticos. (7, 8). 

Este trabalho avaliou a hiperexpressão dos sistemas de efluxo MexAB-OprM e 

MexXY em isolados clínicas de P. aeruginosa de pacientes atendidos no Hospital de Clínicas 

de Porto Alegre - RS. O estudo visou determinar a influencia da hiperexpressão de bombas de 

efluxo na concentração inibitória mínima (CIM) do meropenem em isolados produtores e não 

produtores de metalo-β-lactamases. 
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2. Revisão da Literatura 

2.1 Pseudomonas aeruginosa 

O gênero Pseudomonas foi descrito em 1894 e é um dos gêneros bacterianos mais 

diversos e onipresentes cujas espécies foram isoladas ao redor do mundo em todos os tipos de 

ambientes, incluindo em amostras clínicas. Pseudomonas é um gênero de bactérias Gram-

negativas que inclui espécies com implicações clínicas e ambientais. De forma geral, 

Pseudomonas spp. são microrganismos aeróbios, não-fermentadores da glicose, não 

esporulados, apresentando-se na forma de bacilos Gram-negativos, oxidase e catalase 

positivos e, geralmente, móveis com um ou muitos flagelos polares (9). 

P. aeruginosa faz parte do grupo das Pseudomonas fluorescentes e produz pioverdina 

ou fluoresceína, um pigmento amarelo-esverdeado ou amarelo-amarronzado. Outras cepas 

desta espécie poderão produzir um pigmento de coloração azul, denominado piocianina. 

Quando piocianina combina com pioverdina, uma coloração verde característica de P. 

aeruginosa é produzida. Nenhum outro bacilo gram-negativo (BGN) não-fermentador produz 

piocianina, logo sua presença pode ser usada para identificar esta espécie. Somente cerca de 

4% das cepas clínicas não produzem piocianina (amostras apiocianogênicas) (9). 

A maioria dos isolados de P. aeruginosa são ß-hemolíticos em meio de ágar sangue e 

produzem colônias com bordas irregulares. As colônias podem apresentar coloração 

esverdeada devido à produção de pigmentos em meio de ágar sangue e outros meios seletivos 

como MacConkey, bem como ter aspecto mucóide devido à produção de alginato (copolímero 

constituído de unidades de ácidos α-L-gulurônicos e β-D-manurônicos) associado à formação 

de biofilmes, o que é comum em fibrose cística. Muitas cepas produzem um odor semelhante 

ao de uva, devido à presença da 2-aminoacetofenona, e odor adocicado, devido à produção de 

trimetilamina. Outras características chaves na identificação de P. aeruginosa incluem teste 
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positivo para utilização de citrato, produção de arginina-dehidrolase, crescimento a 42°C e 

utilização da acetamida (10). P. aeruginosa pode produzir uma variedade de fatores de 

virulência que contribuem para sua patogenicidade, tais como a produção de endotoxinas 

(lipopolissacarídeo - LPS), motilidade, pili, cápsula e diversas exotoxinas: proteases, 

hemolisinas, lecitinases, elastase e DNase (11). 

Pseudomonas aeruginosa é um dos patógenos mais importante entre os bacilos Gram-

negativos não-fermentadores (12, 13). Trata-se de uma bactéria ubiquitária de metabolismo 

bastante versátil que pouco coloniza indivíduos saudáveis, sendo raramente causa de 

infecções comunitárias. P. aeruginosa está entre os cinco patógenos mais isolados em 

infecções de corrente sanguínea e o primeiro agente em pneumonias, segundo dados de 

programas de vigilância epidemiológica com amostras de países da América Latina (1). Uma 

grande variedade de doenças tem sido relacionadas à P. aeruginosa, incluindo bacteremias, 

infecções de tecidos moles, doenças pulmonares, especialmente entre indivíduos portadores 

de fibrose cística, infecções urinárias nosocomiais, endocardites, infecções seguidas de 

queimaduras ou trauma e, em alguns casos, sistema nervoso central, incluindo meningites (9). 

 

2.2 P. aeruginosa e resistência aos antimicrobianos 

P. aeruginosa apresenta resistência intrínseca a várias classes de antibióticos e, além 

disso, tem a habilidade de desenvolver resistência através de mutações em diferentes loci 

cromossomais ou por aquisição horizontal de genes de resistência através de plasmídios, 

transposons ou integrons. Assim, P.aeruginosa é intrinsecamente resistente à penicilina, 

ampicilina, cefalosporinas de 1ª e 2ª gerações, sulfametoxazol-trimetoprima e cloranfenicol. É 

usualmente sensível aos aminoglicosídeos, penicilinas semi-sintéticas como piperacilina e 

ticarcilina, cefalosporinas de 3ª e 4ª gerações, carbapenêmicos e fluorquinolonas (23). No 



17 
 

 
 

entanto, isolados clínicos de P. aeruginosa com baixa suscetibilidade aos carbapenêmicos tem 

sido relatados com frequência. Um estudo multicêntrico na América Latina observou 

diminuição da sensibilidade ao meropenem em 53,8%, 46,7%, 33,3%, e 28,8% dos isolados 

da Argentina, Brasil, Chile, e México, respectivamente (1).  

Os mecanismos de resistência em P. aeruginosa envolvem a hiperexpressão de 

bombas de efluxo, baixa permeabilidade da membrana externa, perda de porina, expressão de 

enzimas inativadoras de antibióticos, como AmpC, betalactamases de espectro estendido 

(ESBL), e, principalmente, metalo-β-lactamases (MBL) (24-27).  

No Brasil, a inativação enzimática de antibióticos, principalmente devido a produção 

de MBL, é descrita como mecanismo responsável pelos elevados níveis de resistência aos 

carbapenêmicos em P. aeruginosa (28, 29). MBLs pertencem à classe B na classificação 

funcional das β- lactamases e possuem zinco no sítio ativo da enzima (30). Além da 

inativação por agentes quelantes de metais, como EDTA e ácido mercaptopropiônico, as 

MBLs tem como características funcionais a potente atividade de hidrólise dos 

carbapenênimos, a resistência frente a inibidores de β-lactamase e ausência de atividade 

contra monobactâmicos (31). O grupo das MBLs já descritas em P.aeruginosa incluem: IMP 

(Imipenemase), VIM (Verona Imipenemase), SPM (São Paulo metalo-β-lactamase), GIM 

(German Imipenemase), AIM (Australian imipenemase), KHM (Kyorin helth science metallo-

β-lactamase), NDM (New Delhi metallo-β--lactamase), DIM (Dutch Imipenemase) e  FIM 

(Italy metallo-β-lactamase) (32). MBLs em isolados de P. aeruginosa tem sido relatadas com 

frequência crescente em todo o mundo, sendo as enzimas do tipo IMP e VIM as mais 

prevalentes (33, 34). No entanto, em isolados produtores de MBL no Brasil os genes blaSPM-1 

e blaIMP-1 são os mais descritos (35-39). Com relação aos isolados de P. aeruginosa de Fibrose 

Cística há apenas relatos esparsos da presença de MBLs (40-42).  
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Inicialmente a resistência aos β-lactâmicos foi atribuída à hiperprodução de β-

lactamases do tipo AmpC em associação com a impermeabilidade da membrana externa pela 

perda de porinas.  A impermeabilidade em bactérias Gram-negativas refere-se à presença de 

uma membrana externa que fisiologicamente é a primeira linha de defesa contra compostos 

tóxicos. Porinas de membrana externa (OMP) controlam a entrada de substâncias na bactéria 

através da formação de canais, os quais permitem a difusão passiva de solutos hidrofílicos 

através da membrana externa (43). Em P. aeruginosa, diferentes porinas podem ser 

encontradas em sua membrana externa, cada qual com função específica, como OprC, OprD, 

OprE e OprF. Entre elas, a OprF é a mais abundante e, provavelmente, a mais utilizada para 

difusão da maioria dos β-lactâmicos no interior da célula bacteriana (44). As porinas OprC e 

OprE são canais inespecíficos, utilizados por alguns antimicrobianos (45). A presença de 

OprD tem sido amplamente investigada, uma vez que a ausência ou mesmo a expressão 

reduzida do gene oprD tem contribuído para a resistência aos carbapenêmicos, especialmente 

ao imipenem (46-49). Fisiologicamente, a função de OprD é permitir a captação dos 

aminoácidos básicos através da membrana externa. Sabe-se que é capaz de permitir a entrada 

de carbapenêmicos, ainda que não de outros agentes betalactâmicos (50). A afinidade e a 

capacidade de difusão do imipenem por meio dessa porina são muito mais elevadas que as 

observadas para o meropenem (51). 

 Entretanto, estudos posteriores demonstraram que muito da resistência associada à 

impermeabilidade é na realidade decorrente da hiperexpressão dos sistemas de bomba de 

efluxo (5, 6). Apesar dos mecanismos de efluxo serem reconhecidos há algum tempo, é 

relativamente recente o reconhecimento da sua importância em conferir resistência aos 

antimicrobianos (52), sendo de particular interesse entre microrganismos multirresistentes, 

principalmente em âmbito hospitalar (7, 8). 
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2.3 Sistemas de efluxo 

Os sistemas de efluxo atuam limitando a concentração intracelular de substâncias, 

incluindo antimicrobianos, e tem sido descritos tanto em bactérias Gram-positivas quanto em 

Gram-negativas (43, 53, 54). As bactérias devem proteger-se de compostos tóxicos 

provenientes do ambiente, e para evitar a acumulação intracelular desses compostos tóxicos 

desenvolveram sistemas dependentes de energia para ejetar essas moléculas para fora da 

célula, em um processo que não envolve a alteração ou a degradação dos compostos. Sendo 

assim, as bombas de efluxo, estão presentes nas bactérias como mecanismo de defesa, uma 

vez que auxiliam na extrusão de compostos tóxicos. As bombas de efluxo possuem papel 

importante na fisiologia bacteriana, uma vez que estão relacionadas com a tolerância a bile em 

bactérias entéricas, assim como desempenham função importante no metabolismo e na 

patogenicidade bacteriana (55, 56). 

De uma maneira geral, os sistemas de efluxo são divididos em 5 famílias: MFS 

("major facilitator superfamily"), SMR ("small multidrug resistance"), MATE ("multidrug 

and toxic compound extrusion"), ABC (“ATP-binding cassete transporter”) e RND 

("resistance-nodulation division") (57). A principal diferença entre as famílias é a fonte de 

energia utilizada para realizar o transporte de substâncias para fora da célula. O sistema do 

tipo ABC é uma bomba dependente de ATP, pois utiliza a energia derivada da hidrólise de 

ATP para ejetar substâncias para fora da célula. Apesar de descritos em bactérias Gram-

negativas (54), o sistema de efluxo ABC está raramente envolvido na resistência aos 

antimicrobianos neste grupo de bactérias, desempenhando, contudo, um papel importante na 

resistência de bactérias Gram-positivas (52). Os sistemas RND, SMR e MFS utilizam a força 

motriz por prótons como energia para o efluxo, enquanto os transportadores do tipo MATE 

utilizam a energia de gradiente de H
+ 

ou Na
+
 (27). 
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Enquanto alguns sistemas de efluxo como TetA e CmlA seletivamente expulsam da 

célula bacteriana tetraciclina e cloranfenicol, respectivamente, outros sistemas de efluxo, 

como MexAB-OprM (P. aeruginosa), NorA (S. aureus) e BmrA (Bacillus subtilis) tem como 

substrato uma variedade de compostos não relacionados, desde detergentes, desinfetantes, 

biocidas até antimicrobianos (58-60). Por esse motivo, os sistemas de efluxo tem sido 

relacionados com a multirresistência antimicrobiana, uma vez que podem transportar 

múltiplos substratos (6). A maioria desses sistemas de efluxo está localizada no cromossomo, 

conferindo resistência intrínseca, porém alguns sistemas podem ser adquiridos através de 

elementos genéticos móveis (plasmídeos, transposons e integrons), proporcionando assim um 

meio de transferência de resistência (61).  

Apesar da análise da sequencia do genoma de P. aeruginosa ter revelado a presença 

dos sistemas de efluxo das cinco famílias descritas acima, a grande maioria dos sistemas nesse 

microrganismo pertence à família RND, compreendendo um total de 12 sistemas (24, 62). 

Dessa forma, em P. aeruginosa os sistemas de efluxo da família RND é um dos mais 

relevantes clinicamente, uma vez que antimicrobianos β-lactâmicos, aminoglicosídeos, 

fluoroquinolonas, dentre outros, são substratos para sistemas das bombas de efluxo dessa 

família. Além disso, sistemas da família RND tem sido mais bem caracterizados em bactérias 

gram-negativas, sendo AcrAB-TolC de E. coli (63) e MexAB-OprM de P. aeruginosa os mais 

estudados (5). 

2.4 Sistemas de efluxo e resistência bacteriana 

A resistência aos antimicrobianos pode ser atribuída a um aumento da expressão de 

bombas de efluxo. Uma permanente falha na regulação da expressão desses sistemas de 

efluxo pode ocorrer por diferentes mecanismos como: i) mutação no gene regulador proximal; 

ii) mutação em genes do mecanismo global de regulação da expressão gênica; iii) mutação na 

região promotora dos genes que codificam bombas de efluxo e iv) inserção de seqüências de 
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DNA na região adjacente aos genes que codificam os sistemas de efluxo levando ao aumento 

da sua expressão (44). A resistência de cepas mutantes em que se observa um aumento da 

CIM de três ou mais antimicrobianos quando comparada a CIM da cepa de origem pode 

sugerir expressão aumentada ou hiperexpressão de sistemas de efluxo. As CIMs dos agentes 

antimicrobianos observada em mutantes clínicos que hiperexpressam sistemas de efluxo são, 

geralmente, duas a oito vezes maiores que aquelas observadas entre as cepas sensíveis. Um 

aumento de até 100 vezes na CIM pode ser observado em cepas que hiperexpressam os 

sistemas de efluxo e que possuem outros mecanismos de resistência associados, como a 

produção de enzimas que inativam os agentes antimicrobianos ou alteração no sítio de ação 

dos antimicrobianos, o que ressalta a importância dos sistemas de efluxo de droga e da sua 

associação com outros mecanismos de resistência bacteriana. Todavia, há exemplos de que a 

CIM de antimicrobianos pode ultrapassar os pontos de corte para resistência como resultado 

somente da expressão de sistemas de efluxo. Esse fenômeno é frequentemente observado na 

resistência as fluoroquinolonas. Os substratos que são ejetados por sistemas de efluxo como 

resultado de sua hiperrexpressão em bactérias incluem uma ampla variedade de moléculas 

estruturalmente distintas. Porém, os substratos de cada sistema variam de acordo com o tipo 

de bomba. Estudos adicionais têm sido conduzidos com o intuito de se conhecer melhor a 

regulação da sua expressão gênica, a interação de seus componentes e as suas funções 

fisiológicas das bombas de efluxo. 

 

2.5 Família RND 

Estes sistemas, também chamados de bombas, são compostos por três elementos: o 

transportador citoplasmático dependente de energia localizado na membrana citoplasmática, 

uma proteína que facilita a passagem do substrato pela membrana externa e a proteína de 

fusão com a membrana localizada no espaço periplasmático e que une os outros dois 
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componentes (24) (Fig. 1). Esse sistema de efluxo é um trímero e funciona de forma rotativa. 

Cada um desses três elementos é essencial para o funcionamento do sistema de efluxo, e a 

ausência de uma das proteínas torna a bomba não funcional.  

 

Figura 1. Estrutura e função de Sistema de efluxo da família RND. (64) 

O sistema de efluxo da família RND possui especificidade para diversos substratos, 

os quais englobam antimicrobianos de relevância clínica e desempenha um importante papel 

na resistência intrínseca e adquirida em diversas bactérias Gram-negativas (24). Embora a 

bomba do tipo RND crie uma passagem do meio citoplasmático para o meio extracelular para 

a remoção de substratos, a arquitetura da bomba também permite a retirada de compostos do 

espaço periplasmático, sítio de ação dos β-lactâmicos. Apesar das bombas de efluxo RND, 

caracterizadas em P. aeruginosa, possuírem organização estrutural comum, elas são muito 

diferentes umas das outras em muitos aspectos, incluindo os antimicrobianos que são 

substratos para as bombas de efluxo bem como a regulação do operon (65) (Tabela 1).  
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Tabela 1. Sistemas de efluxo RND envolvidos na resistência a antimicrobianos em diferentes 

patógenos. 

Microorganismo Sistema de 

efluxo 

Regulador Substratos 

(antimicrobianos)
a
 

A. A.baumannii AdeABC AdeT, AdeRS AG, BL, CM, EM, TC, FQ 

A.baumannii AdeFGH adeL FQ, TC, TI, CM, CL, TM, 

SM 

A.baumannii AdeIJK  BL, CM, EM, FQ, FU, NB, 

RF, TC, TM 

B.cenocepacia CeoAb-OpcM CeoR CM, FQ, TM 

B.pseudomallei AmrAB-OprA AmrR AG, ML 

E. aerogenes AcrAB-TolC AcrR CM, FQ, NB, TC 

E. aerogenes EefABC  CM, CI, EM, TC 

E. cloacae AcrAB-TolC  BL, AG, CM, FQ, EM, 

TC, TI 

E. coli AcrAB-TolC AcrR, MarA, RobA, 

SoxS, MarR, SdiA 

BL, NB, EM, CM, TC, FQ 

E. coli AcrAD-TolC  AG, FU, NB 

E. coli AcrEF-TolC AcrS BL, NB, EM, CM, TC, FQ 

E. coli MdtABC-TolC BaeSR NB 

E. coli YhiUV-TolC EvaAS NB 

K. pneumoniae AcrAB AcrR FQ 

P. aeruginosa MexAB-OprM mexR, ArmR, 

PA3574 

AG, BL, CM, ML, NB, 

TC, TM 

P. aeruginosa MexCD-OprJ NfxB CM, CP, FQ, TC 

P. aeruginosa MexEF-oprN MexT CM, FQ 

P. aeruginosa MexXY MexZ AG, FQ, ML, TC, TI 

P. aeruginosa MexJk-OprM MexL AG, CI, EM, TC 

P. aeruginosa MexVW-OprM  CM, RM, FQ, TC 

P. mirabilis AcrAB-TolC  AP, CI, CM, TC, TI, TM 
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a
AG, aminoglicosideos; AP, ampicilina; BL, β-lactâmicos; CI, ciprofloxacino; CM, 

cloranfenicol; CL, clindamicina; CP, cefalosporinas; CT, cefotaxime; EM, eritromicina; FQ, 

fluoroquinolonas;  FU, ácido fusídico; ML, macrolídeos; NB, novobiocina; SM, 

sulfametoxazol; TC, tetraciclina; TM, trimetropim. Adaptado de Fernandez et al 2011 (27). 

 

2.6. Sistemas de efluxo em Pseudomonas aeruginosa 

A família RND apresenta o maior número de bombas descritas no cromossomo de P. 

aeruginosa.  No total, 12 sistemas de efluxo da família RND denominados Mex (“multidrug 

efflux pump”), de expressão constitutiva, foram descritos. Desses sistemas foram 

caracterizados até o momento: MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, MexXY, 

MexJK-OprM, MexGHI-OpmD, MexVW-OprM, MexPQ-OpmE, MexMNOprM e TriABC-

OpmH (66). De todos os sistemas de efluxo da família RND caracterizados em P. aeruginosa, 

somente MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM tem sido 

relacionados, até o momento, com resistência a uma variedade de antimicrobianos de 

importância clínica (5, 24). 

Os genes codificadores desse sistema de efluxo se organizam em operons (Fig 2.) no 

cromossomo de P. aeruginosa. Cada um dos sistemas MexAB-OprM, MexCD-OprJ e 

MexXY possui um gene que codifica para a proteína de fusão com a membrana – MFP - 

(mexA, mexC e mexX) além do gene que codifica o transportador RND (mexB, mexD e 

mexY). Os sistemas MexAB-OprM e MexCD-OprJ possuem ainda um gene que codifica a 

porina (OMF) (oprM e oprJ), cujo produto completa a formação do sistema de efluxo 

tripártide. Genes regulatórios mexR, nfxB e mexZ encontram-se a montante aos operons 

MexAB-OprM, MexCD-OprJ e MexXY, respectivamente (5). 
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O sistema MexAB-OprM foi o primeiro caracterizado em P. aeruginosa. Essa bomba 

de efluxo é expressa de forma constitutiva e contribui para a resistência intrínseca desse 

microrganismo a diversos antimicrobianos entre os quais: fluoroquinolonas, tetraciclina, 

macrolídeos, novobiocina, cloranfenicol e -lactâmicos (aztreonam, ceftazidima e 

meropenem), além de substâncias como detergentes, solventes orgânicos e corantes (43, 57, 

66-68). Imipenem, devido às características hidrofóbicas da sua cadeia lateral, não é substrato 

para este sistema de efluxo. A expressão do sistema MexAB-OprM é regulada pela proteína 

MexR, a qual é codificada pelo gene mexR, que está localizado a montante à mexA-mexB e 

essa proteína atua como repressor da expressão do sistema MexAB-OprM (69). A perda da 

regulação mediada por MexR ocasiona a hiperexpressão em cepas mutantes de P. aeruginosa 

do tipo nalB e nalC (70). 

O sistema MexCD-OprJ, em comparação com o sistema MexAB-OprM tem um 

perfil mais restrito de substratos. MexCD-OprJ é capaz de limitar a quantidade intracelular de 

fluoroquinolonas, cloranfenicol, macrolídeos e -lactâmicos, como por exemplo, meropenem 

(mas não ceftazidima, aztreonam e imipenem). Contudo, preferencialmente extrui das células 

cefalosporinas de 4ª geração (cefepime). A expressão constitutiva de MexCD-OprJ pode ser 

detectada em cepas selvagens de P. aeruginosa, porém estudos que realizaram a deleção de 

mexCD-orpJ demostraram que não houve impacto na sensibilidade de cepas selvagens. O 

sistema MexEF-oprN reconhece como substrato fluoroquinolonas, trimetropim e 

cloranfenicol, porém essa bomba de efluxo não possui afinidade para os antibióticos β-

lactâmicos (5). 

O sistema de efluxo MexXY  é expresso de forma constitutiva, porém é induzido por 

tetraciclina e aminoglicosídeos. MexXY pode contribuir para resistência a fluoroquinolonas, 

aminoglicosídeos e alguns antibióticos -lactâmicos (piperacilina, cefepime e meropenem), 
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não sendo substratos desde sistema de efluxo a ceftazidima e o imipenem (71). Cepas com 

deleção do gene mexXY são mais suscetíveis aos aminoglicosídeos, tetraciclinas e 

eritromicina, indicando que esse sistema de efluxo contribui para a resistência intrínseca de P. 

aeruginosa a esses agentes. O gene mexZ, localizado a montante mexXY, codifica um 

repressor da expressão do sistema MexXY. A deleção desse gene regulador aumenta a 

transcrição de MexXY, contudo cepas mexZ não são resistentes aos aminoglicosídeos, isso 

se deve ao fato que a OprM, necessária para formar o complexo, não é hiperexpressa (5).  

Em P. aeruginosa três sistemas de efluxo com importante papel na resistência aos 

carbapenêmicos foram descritos: MexAB-OprM, MexCD-OprJ e MexXY (71, 72). 

Numerosos estudos têm observado a hiperexpressão dos sistemas de efluxo do tipo RND em 

isolados clínicos de P. aeruginosa resistentes aos β-lactâmicos, sugerindo a participação dos 

sistemas de efluxo no fenótipo resistente. Recente trabalho realizado com isolados de P. 

aeruginosa multirressistentes provenientes de hospitais na Tailândia revelou que 92,06% de 

isolados clínicos de P. aeruginosa hiperexpressavam o sistema MexAB-OprM e 63,49% 

hiperexpressavam o sistema MexXY (74). No Brasil, um estudo avaliou a hiperexpressão em 

isolados clínicos de P. aeruginosa de hemoculturas e observou a hiperexpressão de MexAB-

OprM e MexXY em 27,1% e 50,8% dos isolados, respectivamente (7).  
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Figura 2: Organização genética dos operons mexR-mexAB-oprM, mexTmexEF-oprN, nfxB-

mexCD-oprJ, mexZ-mexXY e mexL-mexJK de P. aeruginosa.  (75). 

 

2.7. Métodos para avaliar Expressão de Bombas de Efluxo 

2.7.1 – Técnica de qRT-PCR 

Os estudos sobre a função gênica podem ser executados por meio de técnicas simples, 

como “Northern blot”, ou altamente sofisticadas, como bibliotecas genômicas, bibliotecas de 

cDNA, microarranjos de DNA e pela análise da transcrição reversa em tempo real por PCR 

(qRT-PCR), dentre outras. Dentre as técnicas citadas acima, o uso da análise da transcrição 

reversa em tempo real por PCR (qRT-PCR) é uma metodologia que vem ganhando espaço 

nos diferentes tipos de diagnósticos da expressão gênica pelo fato de apresentar resultados 

quantitativos, não apenas qualitativos, como na maioria das demais técnicas descritas..  

A qRT-PCR permite a quantificação da expressão gênica de modo exato e reprodutível 

baseado na emissão de fluorescência. Dentre os compostos fluorescentes mais utilizados 

destacam-se o sistema “SYBR® Green” e o “TaqMan®” . O sistema “SYBR® Green” tem 

como vantagem frente ao sistema “TaqMan®” o menor custo e a facilidade na manipulação. 

No entanto, por ser um corante intercalante de DNA apresenta menor especificidade, podendo 

proporcionar resultados incorretos. Contudo, com uma análise cuidadosa dos resultados é 
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possível detectar caso ocorra anelamento inespecífico com o uso do sistema “SYBR® Green”. 

O sistema “TaqMan®” possui, além do par de oligonucleotídeos iniciadores, mais uma 

sequência de nucleotídeos, chamada de sonda. Desse modo, uma molécula de DNA somente 

será contabilizada se os oligonucleotídeos e sonda se ligarem a ela tornando esse sistema 

muito mais específico. 

 Devido a sua alta especificidade e sensibilidade qRT-PCR permite realizar uma 

quantificação absoluta onde é determinado o número exato de moléculas, ou então, uma 

quantificação relativa, onde a expressão gênica pode ser comparada entres genes. A 

quantificação absoluta possibilita uma fácil interpretação dos resultados, porém oferece maior 

dificuldade em se desenvolver os padrões experimentais, enquanto que a quantificação 

relativa proporciona baixa dificuldade em se desenvolver os padrões experimentais, porém 

exige análise criteriosa dos dados obtidos. 

Para obter resultados confiáveis com o uso de qRT-PCR é necessário a obtenção de 

RNA de interesse, síntese de cDNA, um conjunto de oligonucleotídeos com alta qualidade e 

especificidade, uma reação de PCR com alta eficiência e, principalmente, a escolha de 

apropriados genes de referência para a normalização dos dados. Os genes de referência devem 

ser genes que manifestam o mesmo padrão de expressão entre diferentes tecidos ou células.  

Para o cálculo da expressão gênica por qRT-PCR os valores do Ct (ciclo threshold; 

número do ciclo no qual a fluorescência passa pelo crescimento exponencial) são 

normalizados com o corante de referência passiva ROX, que compensa pequenas variações do 

sinal, resultando em melhor precisão. Para a quantificação relativa da expressão gênica o 

método CT Comparativo (∆∆CT) é o mais utilizado. Esse método de ∆∆CT fundamenta-se na 

fórmula aritmética 2–∆∆Ct, em que o ∆∆CT= média do ∆CT (amostras) - média do ∆CT 

(amostra de referência). O ∆CT é a diferença entre o Ct do gene de interesse e o Ct do gene 
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endógeno. Para cada amostra deve ser realizada uma quantificação relativa (QR) em 

comparação à amostra controle calibradora. 

2.7.2 – Inibidores da Bomba de Efluxo 

 Fenotipicamente é possível avaliar a presença da hiperexpressão de bombas de efluxo 

através da utilização de agentes inibidores da bomba de efluxo. Os inibidores diferem no 

mecanismo pelo qual atuam inibindo a funcionalidade da bomba de efluxo. Além disso, as 

diferentes substância inibidoras diferem também na especificidade sobre determinado sistema 

de efluxo. Dentre as substâncias mais utilizadas estão a carboxilciadina m-clorofenilhidrazona 

(CCCP) e phenyl-arginine-b-naphthylamide (PaN).  

O mecanismo pelo qual CCCP inibe as bombas de efluxo é pela interrupção do 

gradiente de prótons na membrana o que acarreta na diminuição da energia disponível para o 

transporte das substâncias. Dessa maneira os antibióticos não podem ser expulsos. Contudo 

esse mecanismo não é específico e mais de uma classe de sistemas de efluxo pode ser afetada. 

Já a substância PaN inibe a bomba através da competição com o antibiótico pelo sítio de 

ligação com a bomba. Com isso, essa substância é um inibidor específico e possui afinidade 

pelo sistema RND em P. aeruginosa (46). 

A determinação fenotípica da expressão dos sistemas de efluxo deve ser realizada 

através da comparação das CIMs dos antibióticos na presença e na ausência do inibidor da 

bomba. Amostras positivas para a expressão das bombas de efluxo irão apresentar uma 

diminuição da CIM na presença das substâncias inibidoras. 
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3. Objetivos 

3.1 Objetivo Geral 

 Avaliar a expressão de sistemas de efluxo Mex-mediado em isolados clínicos 

de Pseudomonas aeruginosa e comparar com o perfil de sensibilidade aos carbapenêmicos 

e/ou aminoglicosídeos. 

3.2 Objetivos específicos 

- Determinar a concentração inibitória mínima dos antibióticos aminoglicosídeos (amicacina, 

tobramicina, gentamicina) e carbapenêmicos (imipenem, meropenem) pela técnica de 

microdiluição  em caldo em isolados clínicos de P. aeruginosa; 

- Identificar a presença dos genes que codificam para as carbapenemases: SPM, IMP, VIM, 

SIM, GIM, OXA-48, KPC, GES e NDM; 

- Avaliar a expressão dos sistemas de efluxo Mex-mediado em P. aeruginosa com a utilização 

do inibidor de bomba de efluxo PaβN; 

- Investigar a transcrição dos genes mexB, mexY em isolados clínicos de P. aeruginosa com 

perfis de resistência aos carbapenêmicos e aminoglicosídeos usando a técnica de reação em 

cadeia da polimerase (polimerase chain reaction – PCR) em tempo real. 

- Investigar a  influência da hiperexpressão das bombas de efluxo MexAB e MexXY nas CIM 

de meropenem em P. aeruginosa produtoras e não produtoras de carbapenemases.  
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Abstract 

Bacterial efflux pump systems may lead to therapeutic failure since many 

antimicrobial agents are substrate for them. The aim of the study was to evaluate the 

expression of the MexAB, MexXY pump efflux and to determine its influence on meropenem 

MIC in carbapenemase producing and non-producing P. aeruginosa. A total of 86 non-

repetitive clinical isolates of P. aeruginosa with reduced susceptibility to carbapenems were 

evaluated. Overexperession of MexAB and MexXY efflux systems were evaluated 

phenotypically using the PAβN selective inhibitor. Metallo-β-lactamases (MBL) were 

detected by PCR using specific primers. The efflux pump-overexpressed phenotype was 

observed in 34 (47.8%) MBL-non-producing and in 14 (93.3%) MBL-producing- isolates. 

Our results demonstrate that in the presence of efflux pump inhibitor, the isolates producing 

or not MBL genes, the meropenem MICs were reduced to values ≤8 mg/L. However, in MBL 

non-producing isolates, meropenem MIC values were reduced to the susceptibility level. 

Therapeutic approaches using inhibitors of efflux pump can be useful as an auxiliary tool to 

reduce the meropenem MIC at susceptible level in non-carbapenemase producing P. 

aeruginosa.  

 

 

 

 

 

 



42 
 

 
 

Introduction 

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen that exhibits intrinsic and 

acquired mechanisms of resistance for a great variety of antimicrobial agents. Bacterial 

multidrug efflux systems may lead to therapeutic failure since many clinically relevant 

antimicrobials are substrate for efflux pumps (Nikaido, 2009).  

Efflux pumps have been categorized into five super-families, based upon the source of 

energy that is required.    Four of these efflux pump systems belonging to the Resistance-

Nodulation Division (RND) family, have been better described in P. aeruginosa: MexAB-

OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, and MexXY, being MexAB-OprM and MexXY 

constitutively expressed in wild-type P. aeruginosa isolates (Lister et al., Wolter e Hanson, 

2009; Strateva & Yordanov, 2009). Betalactamic agents (except imipenem), fluoroquinolones, 

tetracyclines, macrolides, chloranphenicol, novobiocin, trimethoprim and sulfametoxazole are 

substrates for the MexAB-OprM system (Cattoir, 2004). 

Carbapenemases are enzymes with wide spectrum of activity, including on 

carbapenems. In P. aeruginosa, metallo-β-lactamase production is the main mechanism for 

carbapenem resistance. (Poole, 2011). (Bush e Jacoby, 2010). Metallo-β-lactamases in P. 

aeruginosa have emerged worldwide and blaSPM-1 and  blaIMP-1 genes were described as more 

common among Brazilian isolates (Zavascki et al., 2005; Martins et al., 2007; Franco et al., 

2010). 

 The aim of the study was to evaluate the expression of the MexAB, MexXY pump 

efflux and to determine its influence on meropenem MIC in MBL producing and non-

producing P. aeruginosa. 
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Materials and Methods 

Bacterial isolates, susceptibility testing and detection of -lactamase genes   

A total of 86 non-repetitive P. aeruginosa clinical isolates were collected between July 

2011 and April 2012 from patients hospitalized at Hospital de Clínicas de Porto Alegre, a 

tertiary teaching hospital located in Porto Alegre, Brazil. This study included isolates from 

cystic fibrosis (n=34, 39.5%) and non-cystic fibrosis patients (n=52, 60.5%) and only one 

isolate per patient was included in the study. The isolates were selected according their 

reduced susceptibility to carbapenems (resistant or intermediate to imipenem or meropenem) 

and aminoglycoside (resistant or intermediate to amikacin, gentamicin or tobramycin) 

according to CLSI ( 2013).  

Isolates were identified according to the conventional tests (Murray PR, 2007) or 

using API 20NE System (bioMérieux, Marcy l’Etoile, France). Antimicrobial susceptibility 

profile for amikacin, cefepime, ceftazidime, ciprofloxacin, gentamicin, imipenem, 

meropenem, ticarcilin and tobramycin (Oxoid®, Basingstoke, UK) was established using the 

disk diffusion method (CLSI, 2013). Minimum inhibitory concentration (MIC) was performed 

by broth microdilution assay for ceftazidime, imipenem, meropenem, gentamicin, amikacin 

and tobramycin and interpreted according to the CLSI (2013).  Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 and Escherichia coli ATCC 25922 were used as quality control 

strains. 

 The presence of carbapenemase genes was investigated by real-time PCR using the 

StepOne™ equipment (Applied Biosystems®, Foster City, USA). The consensus primers 

used were specific for KPC, GES, OXA-48, NDM-1, SPM-1, GIM, VIM and IMP types 

according to the protocol previously described (Mendes et al., 2007; Monteiro et al., 2012).  
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Efflux pumps overexpression 

Phenotypic assay 

The activity of the MexAB-OprM and MexXY-OprM efflux pumps was determined 

by broth microdilution using meropenem and gentamicin as substrates with and without the 

efflux pump inhibitor Phe-Arg-naphthylamide (PaβN) at 50 mg/L as previously described 

(Mesaros et al., 2007).  The antimicrobial agents were tested in two-fold dilution at 

concentrations ranging from 0.5mg/L to 256mg/L for each clinical P. aeruginosa isolate.  

An efflux pump- overexpressed phenotype was defined as a decrease of at least ≥2log2 

in the MIC value in the presence of the PaβN, in relation to the MIC established in the 

absence of the inhibitor (Mesaros et al., 2007).  Isolates were evaluated in quadruplicate and 

results were read visually after overnight incubation at 35ºC.  

 

Quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR).  

Transcriptional levels of mexB and mexY were determined by qRT-PCR 

(StepOne™,Applied Biosystems®, Foster City, USA) with specific primers as reported 

previously (Dumas et al., 2006; Quale et al., 2006). Briefly, total RNA was extracted using 

TRIzol® Reagent (Life technologies, USA), following manufacturer recommendations, and 

residual DNA was eliminated by DNAse treatment using RQ1 RNAse-free DNAse 

(Promega). For synthesis of cDNA, 1µg of RNA was used for reverse transcriptase reaction 

(ImProm II reverse transcriptase, Promega). Quantification of mexB and mexY transcripts was 

performed using SYBR® Green PCR Mastermix (Applied Biosystems®, Foster City, USA) 

and the assay was done in triplicate. The gene rpsL was chosen as housekeeping reference 
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gene to normalize the transcriptional levels of target genes. The results are presented as ratios 

of gene expression between the target gene (mexB and mexY) and the reference gene. 

Isolates were considered positive for mexY overexpression when the corresponding 

mRNA level was at least 10-fold higher than PAO1 levels; results were considered negative 

with mRNA levels less than 5-fold in relation to PAO1 levels.  Results between 5- fold and 

10-fold mRNA levels were interpreted as borderline. Isolates were considered positive for 

mexB overexpression when the corresponding mRNA level was at least 3-fold higher than 

PAO1 levels; results were considered negative with mRNA levels less than 2-fold in relation 

to PAO1 levels.  Results between 2- fold and 3-fold mRNA levels were interpreted as 

borderline (Cabot et al., 2011).  

 

Statiscal analysis 

Statistical analyses were carried out using 2×2 table contingency , and P values were 

calculated using χ2 or Fisher’s exact test. 

 

Results 

Bacterial isolates, antimicrobial susceptibility and -lactamase genes   

A total of 86 non-repetitive P. aeruginosa isolates were collected from sputum (n=58); 

urine (n=11); endotracheal aspirate (n=6) and others clinical samples (n= 11). Tobramycin 

proved to be the agent with higher rate of sensitivity (84.9%) followed by ciprofloxacin 

(50.6%), cefepime (50%) and amikacin (47.7%). 
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Of the 86 P. aeruginosa isolates evaluated, 15 (17.4%) were MBL producers:  10 

(66.6%) were positive for blaSPM-1 and 5 (33.3%) were positive for blaIMP. Among MBL 

producers, 6 isolates (40%) were recovered from cystic fibrosis patients.  

 

Efflux pumps 

Phenotypic analysis 

Eight-six isolates were evaluated for expression of MexAB-OprM multidrug efflux 

systems and 74 isolates for MexXY.  The efflux pump-overexpressed phenotype was 

observed in 59 (68.7%) isolates. All isolates harboring blaSPM-1 gene (n=10) showed pump-

overexpression while 4 out of 5 isolates (80%) harboring blaIMP-1 gene showed this profile.  

Most (93.3%) MBL positive isolates presented MexAB-efflux pump overexpression in 

contrast to MBL negative isolates (47.8%) (p=0.0002).  

Isolates with efflux pump-overexpressed phenotype displayed higher MIC values for 

meropenem (33.8%; MIC ≥32 mg/L), while none isolate without efflux pump overexpression 

presented a MIC value  of ≥32 mg/L. Moreover, MICs values for meropenem were higher for 

MBL-producers (≥ 256mg/L) in comparison with isolates non-MBL-producing (MICs ≤ 

64mg/L), despite the resistance rates to be similar in both groups (100% and 92.7%, 

respectively).  

In the presence of the PaβN, all P. aeruginosa MBL-producing isolates, except one 

blaIMP, decreased meropenem MIC at least 16-fold. However, this reduction was observed 

only into the range of the “non-susceptible” profile.  On the other hand, among non-producers 

of MBL, decrease in the meropenem MICs leaded to the susceptibility profile in the presence 

of the efflux pump inhibitor (Figure 1).  
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Expression analysis of Pseudomonas aeruginosa efflux pump genes 

Eight isolates non-MBL producers were selected.  MexAB-OprM and MexXY up 

regulated efflux systems was assessed by determining the transcription levels of mexB and 

mexY using the quantitative real-time reverse transcription PCR methodology.   

When determining the expression level of efflux pump genes overerexpressed mexB 

gene isolate appear to be expressed 63.2- to 1566-fold more than PAO1 isolate in those 

isolates with efflux pump-overexpressed phenotype. On the other hand, mexY overexpression 

was detected in 2 isolates of P. aeruginosa isolates ranging from 712 to 2420-fold compared 

with PAO1 isolate (Table 1). Two unlike P. aeruginosa isolates showed borderline mexB 

(2.3-fold compared with PAO1 isolate) and mexY (5.9-fold compared with PAO1 isolate) 

overexpression. Pseudomonas aeruginosa isolates positives for mexB overexpression by qRT-

PCR showed, phenotypically, a decrease in MIC values for meropenem achieving sensitivity 

levels. These results by qRT-PCR support the results obtained by phenotypic assay and 

demonstrate that MexAB-OprM overexpression was present in these isolates evaluated.   

 

Discussion 

Efflux pumps play an important role in multidrug resistant microrganisms (Nikaido, 

2009).  The application of PaβN has been reported as a potent inhibitor of the resistance–

nodulation–cell division (RND) efflux systems and it is particularly active on MexAB–OprM 

(Lomovskaya & Bostian, 2006; Pages &e Amaral, 2009). Additionally, in many species of 

bacteria, such as P. aeruginosa and Enterobacteriaceae, the presence of carbapenemases has 

emerged as an important mechanism of resistance and with considerable capacity to 
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disseminate.  This study investigated the presence of MBL genes and efflux pump 

overexpression as mechanisms responsible for meropenem resistance and their influence on 

meropenem MICs using an inhibitor agent for the Mex-efflux pump.  

Among metallo--lactamase genes investigated, blaSPM-1 was the most prevalent type 

detected in the isolates. Similarly to others studies, our results showed that the prevalence of 

P. aeruginosa harboring MBL is low among carbapenem-resistant P. aeruginosa isolates 

recovered from cystic fibrosis patients (Perez et al., 2012; Lutz et al., 2013). The Mex-efflux 

pump overexpression was noted in 59 of the 86 (68.7%) isolates evaluated. In a study 

performed by Riera et al., (2011) with P. aeruginosa isolates recovered from blood, MexAB-

OprM expression rate was 32% among 175 non-susceptible-carbapenem isolates from 16 

hospitals in Spain. Cabot et al., (2011) detected overexpression in 25% of 29 meropenem 

resistant P. aeruginosa isolates. In Brazil, a study with 59 non-susceptible-carbapenem P. 

aeruginosa the overexpression of Mex-efflux pump was observed in 59.3% of the isolates 

evaluated (Xavier et al., 2010). 

It is of note that, in this study, the inhibition of efflux systems in meropenem-resistant 

P. aeruginosa lead to prominent reduction in the MIC values, independently of the presence 

of MBL enzymes. Interestingly, the inhibition of efflux systems in non-MBL producers 

restored the susceptibility profile in all isolates positive for MexAB-OprM in the phenotypic 

assay. So, it is reasonable to speculate that the efflux pump inhibitor may increase the activity 

of meropenem in P. aeruginosa isolates with reduced susceptibility (isolates presenting MIC 

in the intermediate range).  Nevertheless, studies have shown that efflux pump inhibitors can 

restore the activity of antibiotics (Hiraiwa et al., 2009; Zhang e Ma, 2010; Mahamoud et al., 

2011). Mahamoud et al. (2011) demonstrated the restoration of the activities for 

chloramphenicol and nalidix acid in resistant isolates of Klebsiella pneumoniae, Enterobacter 
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aerogenes and P. aeruginosa in the presence of efflux pump inhibitor. In study conducted 

with P. aeruginosa presenting fluoroquinolone resistance, 37% of isolates were restored to the 

susceptibility profile when efflux pump inhibitor was used (Kriengkauykiat et al., 2005). On 

the other hand, the concept of restoring and enhancing the utility of antimicrobials by using 

efflux pump inhibitor although attractive was not considered for use with therapeutic purposes 

yet,  specially because the toxicity of these kind of compounds (Lomovskaya e Bostian, 

2006). However, because there are potentially benefices of the inhibition of efflux pumps on 

improving the clinical performance of antibiotics, research laboratories have initiated 

programs to discover and develop efflux pump inhibitors (Lomovskaya et al., 2001; Tegos et 

al., 2002) .  

Isolates harboring efflux pump overexpression and MBL genes showed highest rate of 

resistance to meropenem (Figure 1). Studies have shown the overexpression of an RND efflux 

pump in multidrug-resistant P. aeruginosa isolates and illustrating the success of bacteria 

when distinct mechanisms are involved (Riera et al., 2011; Fuste et al., 2013; Rumbo et al., 

2013; Vatcheva-Dobrevska et al., 2013). Overexpression of MexAB-OprM system (from 63.2 

to 1566-fold higher when compared to P. aeruginosa PAO1 activity) was associated with 

resistance to meropenem in P. aeruginosa isolates non-MBL producers. Co-overexpression of 

two efflux pumps (MexAB-OprM and MexXY) was observed in this study, similarly as 

detected in other studies with meropenem-resistant P. aeruginosa isolates (Yoneda et al., 

2005; Hocquet et al., 2007; Xavier et al., 2010; Lee e Ko, 2012; Picao et al., 2012). Overlap 

of mechanisms (distinct or not) plays an important role in the multidrug-resistant profile 

among P. aeruginosa (Hocquet et al., 2007; Fuste et al., 2013). However, the contribution of 

MBL production play an important role in the carbapenem resistance when compared to 

isolates that have only efflux pump overexpressed as mandatory mechanism of carbapenem 

resistance. In our study, PAβN was able to restore the susceptibility for all non-MBL 
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producing, but did not have the same performance for MBL-producing isolates, suggesting 

that MBL production solely is able to keep the meropenem MIC at the resistance level. 

In conclusion, P. aeruginosa non-MBL-producing showed resistance to meropenem 

due to overexpression of  MexAB-OprM. Our findings demonstrate that in the presence of 

efflux pump inhibitor, the isolates harboring or not MBL genes, the meropenem MICs were 

reduced to values ≤8 mg/L. However, when the isolates did not harbor MBL genes, the 

meropenem MIC values were reduced to the susceptibility level. Therefore, one could 

speculate that therapeutic approaches using efflux pump inhibition may be useful to improve 

the treatment either with monotherapy (when meropenem MIC is reduced to susceptibility 

range) or by combined therapy (when the meropenem MIC is reduced but not to the range of 

susceptibility). 
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 Figure 1. Effect of efflux pump inhibitor on meropenem MICs among MBL producing and 

non-producing Pseudomonas aeruginosa 

 

I – III: Isolates (n=4) harboring MexAB-XY pumps and blaIMP; IV-V: Isolates (n=9) harboring 

MexAB-XY pumps and blaSPM-1; VI: One isolate harboring MexAB pump and blaSPM-1; VIII-XV: 

Isolates (n=22) harboring MexAB-XY pumps; XVI-XX: Isolates (n=18) harboring only MexAB 

pump. 
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Table 1. Relative expression levels of MexAB-OprM and MexXY in non-MBL producing 

P. aeruginosa as determined by qRT-PCR and correspondent antimicrobial susceptibility for 

antimicrobials agents. Values represent fold change in comparison with the transcription level 

in PAO1. 

 

Isolate 

 

Resistance profile 

 

Relative Gene 

Expression 

 MIC   

Reduction in no 

of dilutions 

PaβN 

 AK CN TOB IMI MEM mexB mexY mexB mexY 

1 R R R R R 945.5 2420 6 6 

2 S R S R S 0.76 1.12 1 1 

3 R R S S R 63.2 5.9 3 3 

4 R R S R I 2.93 1.89 1 1 

5 R R I R R 1036 2.48 5 1 

6 R R R R R 1566 712 6 6 

7 I I I R I 0.67 1.79 0 1 

8 R R S R R 0,48 1,51 1 1 

 


