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RESUMO

O surgimento de Acinetobacter baumannii multidroga-resistente (MDRAB) tornou-se um
problema clinico critico mundial devido a limitacdo das opgdes terapéuticas para o tratamento
de infeccbes por MDRAB. O crescente interesse em novas terapias baseadas em produtos
naturais € a fonte basica e primaria para o surgimento de novos antimicrobianos. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana do cinamaldeido frente a 47
espécimes nosocomiais de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos isolados de
pacientes em quatro hospitais de ensino do Estado do Ceara, Brasil. A identificacdo fenotipica
e a sensibilidade antimicrobiana foram determinadas pelo sistema automatizado VITEK®2.
Além disso, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para amplificar o gene blapxasi foi
realizada para confirmacdo da identidade dos isolados de A. baumannii e suas caracteristicas
clinicas foram analisadas. A concentracdo inibitéria minima (CIM) do cinamaldeido foi
determinada pelo método de microdiluicdo em caldo de acordo com as recomendacbes do
Clinical and Laboratory Standards Institute e a concentracao bactericida minima (CBM) foi
considerada a menor concentracdo do composto que preveniu o crescimento e reduziu o
indculo em mais de 99,9% dentro de 24 h apds incubagdo a 37°C. Os resultados mostraram
gue a CIM do cinamaldeido frente aos 47 isolados nosocomiais de A. baumannii analisados
variou de 125 a 500 pg/mL (média = 210,93 + 58,55) e a CBM variou de 250 a 1000 pg/mL
(média = 510,41 £ 230,39). Observou-se que a corrente sanguinea era o local de isolamento
mais frequente, e a maioria das cepas foram isoladas das Unidades de Terapia Intensiva.
Portanto, esses dados demonstraram um potente efeito inibitério e bactericida do
cinamaldeido contra espécimes nosocomiais de A. baumannii resistentes a carbapenémicos,
sugerindo a prospeccdo deste composto para o desenvolvimento de uma nova substancia
antibacteriana, seja como medicamento ou em novos produtos destinados a desinfeccao final

de ambientes hospitalares.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii; Multidroga-resistente; Cinamaldeido; Infeccédo

nosocomial; Hospital de ensino.



ABSTRACT

The emergence of A. baumannii multidrug-resistant (MDRAB) has become a worldwide
critical clinical problem due to the limitation of therapeutic options for the treatment of
MDRAB infections. The growing interest in new therapies based on natural products is the
basic and primary source for the emergence of new antimicrobials. Therefore, the aim of this
study was to evaluate the antimicrobial activity of cinnamaldehyde against 47 nosocomial
strains of A. baumannii resistant to carbapenems isolated from patients in four teaching
hospitals in the State of Ceara, Brasil. Phenotypic identification and susceptibility to
antimicrobials were determined by the VITEK®2, additionally polymerase chain reaction
(PCR) to amplify the blaOXA-51 gene was performed on all presumptively identified as A.
baumannii and the clinical characteristics were analyzed. The minimum inhibitory
concentration (MIC) of cinnamaldehyde was determined by the broth microdilution method
according to the Clinical and Laboratory Standards Institute recommendations, and the
minimum bactericidal concentration (MBC) was considered the lowest concentration of
cinnamaldehyde which prevented growth and reduced the inoculum by in more than 99.9%
within 24 h after incubation at 37°C. The results showed that the MIC of the cinnamaldehyde
against 47 A. baumannii nosocomial isolates ranged from 125 to 500 ug/mL (Mean = 210.93
+ 58.55) and the MBC ranged from 250 to 1000 pug / mL (Mean = 510.41 + 230.39). It was
observed that bloodstream was the most frequent isolation site, and most of the strains were
isolated from Intensive Care Units. Therefore, these data demonstrated a potent inhibitory and
bactericidal effect of cinnamaldehyde against carbapenem-resistant A.baumannii nosocomial
strains, suggesting the prospection of this compound for the development of a new
antibacterial substance, either as a medicament or in new products destined to the final

disinfection of hospital environments.

Keywords: Acinetobacter baumannii; Multidrug-resistance; Cinnamaldehyde; Nosocomial
infection; Teaching hospital.
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1. INTRODUCAO

Acinetobacter baumannii € um coco bacilo gram-negativo, aerobio, imdvel,
catalase positivo, oxidase negativo e ndo fermentador que esta frequentemente associado a
infeccbes nosocomiais, uma vez que possui vasta capacidade de sobrevivéncia por longos
periodos em hospitais. Anteriormente, A. baumannii era conhecida como uma bactéria que
possuia baixa viruléncia, porém com o0 passar dos anos veio adquirindo resisténcia aos
antibioticos, tornando-se um patégeno bem sucedido (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008;
VIEIRA; PICOLLI, 2015).

Estes microrganismos sdo conhecidos como patdgenos oportunistas, pois sdo
isolados de pacientes imunossuprimidos que foram submetidos a procedimentos cirdrgicos,
terapias com antibidticos, que sofreram queimaduras, ou que estdo fazendo uso de
dispositivos médicos, principalmente ventilagdo mecanica. Assim, pode haver uma
supercolonizacdo desta bactéria resultando em infeccdes gravissimas (COELHO et al., 2004;
PRAGASAM et al., 2016).

Nos Ultimos anos os isolados de Acinetobacter sp. passaram a ser associados a
severas infeccBes hospitalares (SIENIAWSKI et al., 2013). Esses microrganismos sdo 0s
principais responsaveis por causar surtos de infeccdes no trato urinario, em feridas cirurgicas,
pneumonia e meningite. A velocidade com que A. baumannii tem adquirido resisténcia as
varias classes de antibidticos € preocupante, pois a medida que esse se torna resistente, as
opcdes de tratamento com antibioticos encontram-se cada vez mais limitadas (MARAGAKIS;
PERL, 2008).

As taxas de infeccdo hospitalar em hospitais de ensino frequentemente séo
maiores do que em outros equipamentos de saude, ressalta-se ainda que infecgdes hospitalares
causadas por bactérias multirresistentes estdo associadas com aumento dos custos de
internacdo, hospitalizacdo prolongada e, principalmente, aumento das taxas de morbidade e
mortalidade (EVANS et al., 2007; PRAGASAM et al., 2016).

Segundo Tartari et al. (2016) nos ultimos 30 anos, isolados
de Acinetobacter sp., ttm  progressivamente acumulado  resisténcia as  penicilinas,
cefalosporinas de segunda geracdo e terceira geragdo, quinolonas e aminoglicosideos. A
resisténcia ocorre através da presenca de enzimas chamadas oxacilinases, que sdo f-
lactamases, capazes de hidrolisar os carbapenémicos, imipenem e meropenem, que S&o
antibioticos comumente utilizados para tratar infecgGes por microrganismos produtores de -
lactamases (NORDMANN; POIREL, 2002).
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Tendo em vista este contexto, faz-se necesséaria a busca de novas abordagens
terapéuticas, dentre as quais esta a prospeccdo de compostos que possuam atividade contra
bactérias multirresistentes, como, por exemplo, compostos e moléculas isolados de plantas. O
potencial terapéutico de plantas medicinais, a partir da utilizacdo dos extratos ou dos 6leos
essenciais, tem crescido gracas ao desenvolvimento de ensaios farmacoldgicos e aumento do
interesse pela pesquisa de novos medicamentos com acdo antimicrobiana (LEITE, 2009;
PERRICONE et al., 2015).

Os 6leos essenciais (OEs) e seus metabolitos secundarios, desde a Idade Média,
sdo utilizados como bactericidas, inseticidas, antissépticos e fungicidas. Devido suas
multiplas propriedades, atualmente estes compostos sdo vastamente empregados na indudstria
farmacéutica e de alimentos, e em cosmeéticos, dentre outras (BAKKALI et al., 2008;
PERRICONE et al.,2015).

Estudos revelaram que o cinamaldeido é o composto majoritario dentre 0s
componentes do Oleo de canela (Cinnamomum sp.), representando 83,6% (SHAN et al.,
2007). Na literatura, ja existem relatos acerca da atividade antibacteriana do cinamaldeido
contra  bactérias gram-positivas e gram-negativas (LOPEZ et al., 2007;
PRABUSEENIVASAN et al., 2006; UTCHARIYAKIAT et al., 2016), entretanto, estudos da
atividade desta substancia contra microrganismos multidroga resistentes (MDR) séo escassos.
Dessa forma, € extremamente importante a verificacdo da atividade antimicrobiana deste
composto frente ao A. baumannii MDR.

Recentemente, Kaskatepe et al. (2016) demonstraram que o 6leo de canela tinha
atividade antibacteriana contra A. baumannii e Pseudomonas aeruginosa. Entretanto, néo
verificaram a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e ndo avaliaram o composto majoritario
de forma isolada. Ressaltando-se a importancia da analise do potencial antimicrobiano do
cinamaldeido.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana do
cinamaldeido frente a espécies de Acinetobacter baumannii resistentes aos carbapenémicos
isolados de pacientes com diagnostico de infeccdo hospitalar em diferentes hospitais no
Estado do Ceara.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Acinetobacter baumanni

Acinetobacter sp. pode colonizar seres humanos fazendo parte da microbiota
transitoria, podendo ser encontrado na pele, mais precisamente nas regides axilares e
inguinais, e nas maos de manipuladores de alimentos e profissionais de salde.
Esporadicamente, este microrganismo pode ser encontrado na cavidade bucal e no trato
respiratorio de adultos sadios, apresentando uma taxa de colonizacdo insignificante
(ABBOTT et al., 2013; PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008).

O interesse em realizar mais estudos sobre A. baumannii cresceu rapidamente ao
longo das duas ultimas décadas, principalmente como resultado do surgimento e surto de
cepas MDR em ambiente hospitalar (PEREZ et al., 2007). A resisténcia de A. baumannii aos
carbapenémicos foi relatada no inicio dos anos 1990, desde entdo, ocorreram diversos surtos
de A. baumannii multirresistentes descritos na literatura (PELEG; SEIFERT; PATERSON,
2008; PEREZ et al., 2007).

Acinetobacter sp. tem a capacidade de sobreviver em ambientes imidos e secos e
é comumente encontrado no ambiente hospitalar causando infec¢bes geralmente em pacientes
hospitalizados por um longo periodo de tempo com doencas graves, imunodeprimidos ou
submetidos a procedimentos invasivos e tratados com antibidticos de amplo espectro
(ABBOTT et al., 2013; KEMPF; ROLAIN, 2012; PEREZ et al., 2007; TUON et al., 2015).

A. baumannii causa pneumonia, principalmente em pacientes que estdo
submetidos ao uso de ventilacdo mecanica. ColonizacBGes bacterianas podem ocorrer nos
cateteres urinarios e dispositivos intravenosos inseridos no paciente, como também em locais
que foram realizados cirurgias (EVEILLARD et al., 2009). Além disso, esta bactéria tem a
capacidade de crescer em diferentes pH e condi¢cdes de temperatura e utiliza varios tipos de
substratos para o seu crescimento (TIWARI; MOGANTY, 2014).

Diversos mecanismos de resisténcia Sao responsaveis por varias caracteristicas,
tais como a producdo de B-lactamases, bombas de efluxo, alteracdo na permeabilidade da
membrana, além de mutacdes nos alvos dos antibioticos e producdo de enzimas que inativam
aminoglicosideos (KARAGEORGOPOULQOS; FALAGAS, 2008). A resisténcia de A.
baumannii a maltiplas drogas, pode ser adquirida através de modificacfes genéticas que
ocorrem atraves de plasmideos, transposons e inser¢do de sequéncias promotoras no gene,
dificultando as opgOes terapéuticas no tratamento de infeccBes por esse microrganismo
(BLAIR et al., 2015; LIN et al, 2015; PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008).


http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2016.02052/full#B6
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2016.02052/full#B29
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2.2 Antibiéticos p-lactamicos

Os antibidticos classificados como B-lactamicos sdo o grupo mais importante de
farmacos com acdo antimicrobiana, caracterizados assim devido ao seu amplo espectro de
acdo e baixa toxicidade, sendo comumente utilizados em casos de infeccdes comunitarias e
hospitalares. Os antibidticos B-lactdmicos apresentam em sua estrutura molecular um anel -
lactdmico, cuja acdo € efetiva quando se liga na célula bacteriana, interferindo na sintese da
parede celular bacteriana (KONG; SCHNEPER; MATHEE, 2010).

Os pB-lactamicos incluem penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e
carbapenémicos que atuam inativando as transpeptidases, proteinas de ligacdo as penicilinas
(PBP) que tem como funcdo sintetizar o peptidoglicano, que é o principal componente
estrutural da parede celular bacteriana, inibindo dessa forma a sintese da parede celular
bacteriana (MARIN; GUDIOL, 2003; BUSH; BRADFORD, 2016).

Os B-lactamicos diferem entre si pela substituicdo de um radical na cadeia lateral
do anel B-lactamico (Figura 1), exceto os monobactamicos que tém apenas um anel na sua
estrutura. Todos os PB-lactdmicos sdo bactericidas e agem interferindo na sintese do
peptidoglicano, quando as bactérias estdo em multiplicacio (KONG; SCHNEPER,;
MATHEE, 2009; MARIN; GUDIOL, 2003).

Penicilinas Cefalosporinas

R = cadeia lateral
Fonte: Adaptado de Williams et al., 1999

Figura 1: Estrutura quimica dos antibidticos B-lactamicos
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2.3 Resisténcia bacteriana aos carbapenémicos

O surgimento de bactérias MDR tornou-se um grave problema de saude publica,
sendo atualmente o grande desafio a busca e o desenvolvimento de novas opg¢des de
tratamento contra estes patogenos (FERNANDEZ; BERT; NICOLAS-CHANOINE, 2016).
As infecgdes bacterianas estdo cada vez mais dificeis de serem tratadas, pois as espécies
causadoras vém adquirindo mecanismos comuns que conduzem a resisténcia aos antibidticos,
que incluem a presenca de enzimas inativadoras de drogas, modificacdo dos locais de ligacao
ao farmaco, mudangas nos mecanismos de influxo e efluxo e alteragdes nas vias enzimaticas
(XIA; GAO; TANG, 2016).

Os mecanismos de resisténcia de A. baumannii podem ter origem intrinseca ou
adquirida e sdo mediados por diversos fatores, como perda da permeabilidade da membrana e,
mais expressivamente, producdo de B-lactamases, enzimas que degradam antibidticos [3-
lactdmicos, sendo a principal causa de resisténcia bacteriana (Figura 2) (MEDEIRQOS;
LINCOPAN, 2013).
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Fonte: (MUNOZ-PRICE; WEINSTEIN, 2008).

Figura 2: Mecanismos de resisténcia de Acinetobacter baumannii

Deste modo, as cepas multirresistentes tém sido alvo de estudos frequente e a sua
crescente disseminacgdo tem sido observada como uma das questdes mais alarmantes para o
sistema de saude global, resultando em altos niveis de morbidade e mortalidade (WILSON et
al., 2016).


http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2016.02052/full#B49
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2016.02052/full#B49
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A resisténcia bacteriana aos carbapenémicos é frequentemente encontrada em
microrganismos que causam infeccdes graves e é predominantemente causada pela presenca
de enzimas P-lactamases de espectro estendido (ESBL),0 que permite a sua ampla
disseminacdo mundial através da transmissao de genes plasmidiais (BRAUN et al., 2014). Os
carbapenémicos fazem parte de uma classe de antibioticos de largo espectro, sdo B-lactdmicos
que mostram efeito bactericida rapido, sendo largamente utilizados no tratamento de
infeccdes causadas por bactérias patogénicas aerobias e anaerobias (SYDNOR; PERL, 2011).

O mecanismo mais comum destas bactérias adquirirem resisténcia a multiplas
drogas € a capacidade de hidrdlise através das p-lactamases, incluindo metalo-f-lactamases de

classe B e oxacilinases que sdo carbapenemases de classe D (SOARES et al., 2012).

2.4 B-lactamases / carbapenemases

A inadequagdo, o uso abusivo de antibioticos e a falta de critérios na escolha do
tratamento, sdo fatores determinantes para a selecdo e surgimento de microrganismos resistentes
principalmente em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) (COUTO; PEDROSA; NOGUEIRA,
2003).

As B-lactamases sdo proteinas globulares que caracteristicamente possuem alfa
hélices, folhas beta e compartilham estruturas semelhantes. As B-lactamases sdo categorizadas
com base na semelhanca na sequéncia de aminoacidos (classes Ambler A a D) ou no perfil do
substrato e do inibidor (Grupos 1 a 4 de Bush-Jacoby-Medeiros) (AMBLER, 1980). As B-
lactamases de espectro estendido (ESBL) sdo enzimas produzidas normalmente em
microrganismos gram-negativos, da familia Enterobacteriaceae, que atuam hidrolisando o
anel B-lactdmico dos antibiéticos (GISKE et al., 2008).

A producdo de carbapenemases, que sdo B-lactamases que podem inativar os
carbapenémicos e todos o0s outros antibioticos B-lactamicos, tem sido constantemente
detectada em patogenos gram-negativos (PATEL, BONOMO, 2011). Entre as
carbapenemases adquiridas, enzimas do grupo OXA, que compbe a classe D e sdo
denominadas de oxacilinases, sdo as mais comumente encontradas em todo o mundo e,
apresentam mais de 400 variantes conhecidas (VIEHMAN et al.,2015).

Pelo menos 121 variantes diferentes de classe D p-lactamases tém sido
identificadas em nivel de proteina e, 45 destas variantes hidrolizam carbapenémicos.
Atualmente, nove principais subgrupos de carbapenemases OXA foram identificados com

base em homologias de aminoacidos. Quatro subgrupos de OXA com atividade de


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669015305598#bib0050
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carbapenemases, incluindo OXA-23, OXA-24, OXA-51 e OXA-58, sdo predominantes em A.
baumannii (LIN; LAN, 2014). Desses, 0 grupo OXA-23 € amplamente disseminado e, é a
causa mais frequente de resisténcia a carbapenémicos clinicamente relevante em A.
baumannii (DORTET et al., 2014; MA et al., 2015).

2.5 Fitoterapicos como alternativa para tratamento das infeccdes

Os agentes fitoterapéuticos ou fitomedicantes sdo elaborados a base de plantas,
que consistem em misturas complexas de uma ou mais plantas que s&o utilizadas na maioria
dos paises para o tratamento de vérias doencas (CALIXTO, 2000).

As plantas medicinais sdo espécies vegetais que sdo constituidas por substancias
biologicamente ativas com propriedades terapéuticas, profilaticas ou paliativas (CARVALHO
et al., 2012). Devido as propriedades terapéuticas das plantas, ha producdo de medicamentos e
avancos no tratamento de doengas em uma escala maior e mais eficiente. Notavelmente, 60%
dos medicamentos antimicrobianos e antitumorais atualmente disponiveis sdo derivados de
plantas (CALIXTO, 2000).

Deste modo, os fitoterapicos ndo possuem seus principios ativos isolados. Porém,
quando ocorre o isolamento da substéncia ativa, geralmente encontrada no 6leo essencial ou
em extratos das diversas partes vegetais, tem-se o desenvolvimento de um fitomedicamento
ou fitofarmaco (BRASIL, 2010). O mercado farmacéutico tradicional cresce, mundialmente,
de 3% a 4% ao ano, enquanto o de fitoterapicos sobe de 6% a 7% (BOTSARIS, 2010).

A atividade antimicrobiana de extratos e 6leos essenciais de plantas tem sido
comprovada em varios estudos realizados em paises que possuem uma flora diversificada
como o Brasil (CHEN-LUNG et al. 2012; MULYANINGSIH et al. 2011).

Segundo Michelin et al. (2005) os antibidticos a base de produtos naturais
possuem uma estrutura quimica que difere da composicdo quimica dos antibidticos
disponiveis, 0 que faz com que estas substancias naturais atuem no metabolismo desses
patdgenos, ativando ou bloqueando reaces e sintese enzimatica, além disso podendo alterar a
estrutura de membranas.

Rahmatullah et al. (2009) relatam que plantas medicinais podem ser usadas como
alimentos funcionais, apontando que o consumo de algumas espécies de canela pode ter
efeitos benéficos na prevencdo e manejo de doencas cardiovasculares, hipertensdo e diabetes

devido as suas propriedades antioxidantes.
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2.6 Oleos essenciais e suas substancias isoladas com atividade antimicrobiana

Os Oleos essenciais (OEs) sdo misturas complexas de compostos volateis
produzidos por plantas aromaticas (SOUSA et al., 2015). Deste modo, os OEs séo
produzidos como metabolitos secundarios nas plantas com composicdo complexa, contendo
20 a 60 componentes em diferentes concentracfes. Caracterizam-se por apresentarem 2 ou 3
componentes em altas concentracbes (20 a 70%) que s&o denominados de compostos
majoritarios (BASSOLE; JULIANI, 2012; PERRICONE et al., 2015). Alguns se apresentam
altamente volateis, capazes de gerar sabores e/ou aromas, constituidos de dezenas a centenas
de diferentes tipos de moléculas, destacando 0s monoterpenos, sesquiterpenos,
fenilpropandides, ésteres, alcool, aldeidos, fenois e hidrocarbonetos. Fisicamente, se
apresentam no estado liquido a temperatura ambiente, com aspecto incolor ou claro, lipofilico,
com densidade geralmente inferior a da &gua e podem ser extraidos por processos mecanicos,
ou por hidrodestilacdo, destilacdo a vapor, ou com a utilizacdo de solventes organicos ou
gorduras (DHIFI et al., 2016; MALUF, 2008; NAVARRETE et al., 2011).

Substancias isoladas de Oleos essenciais apresentam uma forte atividade
antibacteriana. Contudo, esta propriedade é dependente da dosagem a ser utilizada
(KALEMBA; KUNICKA, 2003). Ha um crescente interesse em estudar compostos isolados
de extratos de plantas objetivando a identificacdo, isolamento e caracterizacdo de novos
produtos com atividade antimicrobiana (KASKATEPE, et al., 2016).

Os Oleos essenciais e seus compostos isolados sdo utilizados pela razdo de
apresentarem atividade antibacteriana, antifingica, inseticida, antioxidante, dentre outras,
sendo extremamente importante para as industrias farmacéuticas, agrondmica, alimentos,
sanitarios, cosméticos e perfumes (BAKKALI et al., 2008).

O mecanismo de acdo dos 6leos essenciais nas células bacterianas diz respeito,
principalmente, aos danos estruturais e funcionais a membrana citoplasmatica (OKOH et al.,
2016; SIKKEMA et al., 1994). Como séo tipicamente lipofilicos, os 6leos essenciais se
acumulam na bicamada lipidica da membrana citoplasmatica, conferindo caracteristica de
aumento da permeabilidade (SIKKEMA et al., 1994; BAKKALLI et al., 2008).

A maioria dos OEs também exerce seu efeito antimicrobiano sobre a parede
celular microbiana, o que leva a destruicdo dos microrganismos. Além disso, tem sido
relatado que OEs inativam as bactérias sem desenvolverem resisténcia antimicrobiana (ALI et
al., 2005; OHNO et al., 2003). Deste modo, a disponibilidade de muitos OEs, a baixa
toxicidade e a degradacdo réapida no ambiente os tornam agentes antimicrobianos seguros
(ISMAN, 2000).


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1541-4337.12144/full#crf312144-bib-0006
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1541-4337.12144/full#crf312144-bib-0178
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1541-4337.12144/full#crf312144-bib-0116
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Os 6leos essenciais de espécies do género Cinnamomum popularmente conhecido
como canela possuem como constituinte mais abundante o cinamaldeido, que em bactérias,
atua permeabilizando as membranas, levando a saida de ions e, assim, ocasionando uma
alteracdo no mecanismo da bomba de prétons (TURINA et al., 2006).

A canela pertence a familia Lauraceae e ao género Cinnamomum, que € composto
por cerca de 250 espécies, sendo também amplamente utilizada na medicina herbal tradicional
de paises como a China, India e Australia (JAYAPRAKASHA; RAO; SAKARIAH, 2003).
Quase todas as partes da planta tém algum uso culinario ou medicinal. Todavia, a composicao
dos OEs varia consideravelmente em relagdo aos seus componentes quimicos, do mesmo
modo que, seus efeitos farmacologicos também véo variar de acordo com a parte da planta
que € utilizada. Na raiz o principal constituinte é a canfora, nas folhas, eugenol e na casca,
cinamaldeido (RANASINGHE et al., 2013). O 6leo de canela é um OE popular amplamente
utilizado na industria de alimentos por causa de seu aroma especial (CHANG et al., 2001;
GRUENWALD; FREDER; RMBRUESTER, 2010).

Deste modo, a canela oferece uma variedade de diferentes oleos com
caracteristicas diversas, cada um dos quais determina o seu valor para as diferentes
aplicacdes. Portanto, a raiz que tem canfora como principal constituinte, tem valor comercial
minimo ao contrario da folha e da casca (PARANAGAMA et al., 2010).

2.7 Cinamaldeido

O cinamaldeido € o composto majoritario encontrado no 6leo de canela da casca
do caule de Cinnamomum cassia. Segundo Attokaran (2011) o produto presente na natureza é
o0 trans-cinamaldeido, que consiste em um aldeido insaturado com um grupo fenil. O trans-
cinamaldeido é o componente majoritario do 6leo essencial de Cinnamomum céssia, e da
casca da canela é o Cinnamomum zeylanicum (Figura 3), apresentando concentracdes de 81 e
62 mg/100mL, respectivamente (FRIEDMAN et al., 2000).


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1541-4337.12144/full#crf312144-bib-0049
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Cinnamomum tipo A

Cinnamomum tipo B

Fonte: Adaptado de Hamidpour et al., 2015.

Figura 3: Cinnamomum zeylanicum (Tipo A) e Cinnamomum cassia (Tipo B). Pars
Bioscience LLC, Leawood, KS, EUA).

O cinamaldeido é um liquido amarelo oleoso naturalmente encontrado no 6leo
essencial da casca da canela (Cinnamomum zeylanicum) e de outras arvores/arbustos do
género Cinnamomum (BURT, 2004).

Conforme Baratta et al. (1998) o cinamaldeido € o composto majoritario ativo
encontrado no Oleo de canela, sendo a atividade antibacteriana do 6leo de canela
provavelmente atribuida ao cinamaldeido. Além disso, o 6leo de canela ndo € prejudicial
guando consumido em produtos alimentares e inibiu o crescimento de leveduras e bactérias
(MATAN et al., 2006). O cinamaldeido tem uma ampla variedade de bioatividades como
antimicrobiano e esta caracteristica pode estar relacionada principalmente com seus grupos
carboxila e aldeido (Figura 4) (VISVALINGAM et al., 2013).

O
X

Fonte: Chan et al, 2016

Figura 4: Estrutura quimica do cinamaldeido
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As ac¢des antimicrobianas do cinamaldeido estdo relacionadas com a inibi¢do da
divisdo celular através de FtsZ (proteina filamentar sensivel a temperatura Z) (DOMADIA et
al., 2007), reducdo da geracdo de energia e captacdo ou gasto de glicose (GILL;
HOLLEY, 2004), além de efeitos sobre a permeabilidade e integridade da membrana celular
bacteriana (GILL; HOLLEY, 2004 ; SHEN et al., 2015).


http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2016.02052/full#B16
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2016.02052/full#B16
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2016.02052/full#B20
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2016.02052/full#B20
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2016.02052/full#B20
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2016.02052/full#B37
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana do cinamaldeido frente a espécimes de
Acinetobacter baumannii resistentes aos carbapenémicos isolados de pacientes com

diagnostico de infeccdo hospitalar em diferentes hospitais de ensino no Estado do Ceara.
3.2 Objetivos especificos

e Avaliar as caracteristicas clinicas e o perfil de resisténcia de espécimes nosocomias
de A. baumannii isolados da SCMS, HGF, HGCC e HUWC,;

e Confirmar a identidade fenotipica dos isolados nosocomiais de A.baumannii pela
presenca do geneoxa-s1;

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentragdo Bactericida
Minima (CBM) de cinamaldeido frente a espécimes nosocomias de A. baumannii
resistentes a carbapenémicos isolados da SCMS, HGF, HGCC e HUWC.
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4 METODOLOGIA
4.1 Espécimes do estudo

Os 47 espécimes de A. baumannii resistentes a carbapenémicos que foram
analisados neste estudo fazem parte do banco biolégico do Laboratorio de Microbiologia e
Parasitologia da FAMED (UFC/Sobral) e foram coletados durante o periodo de Novembro de
2016 a Abril de 2017 de pacientes com diagndstico de infeccdo hospitalar na Santa Casa de
Misericordia de Sobral (SCMS), no Hospital Geral de Fortaleza (HGF), no Hospital Geral
Cesar Cals (HGCC) e no Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC).

Para atender aos aspectos éticos da pesquisa envolvendo seres humanos e partindo
da compreensdo gque para o desenvolvimento de estudos em saude requer rigor metodologico
e ético, a pesquisa foi orientada conforme a Resolucdo N° 466/12 do Conselho Nacional de
Saude (CNS), que estabelece as normas e diretrizes de pesquisa em seres humanos. Foram
obedecidos os principios éticos do respeito pela pessoa (autonomia e protecdo de grupos
vulneraveis), beneficéncia, ndo maleficéncia e justica. Informamos ainda, que a pesquisa
obteve Parecer Favoravel do Departamento de Ensino, Pesquisa e Extensdo (DEPE) da
Santa Casa de Misericordia de Sobral (Anexo 1) e foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Estadual Vale do Acaral (UVA - 1.843.504/2016 — Anexo

).

4.2  Confirmacao fenotipica dos isolados pela deteccédo do gene blapxa-s1

A. baumannii apresenta a ocorréncia natural de genes carbapenemases
intrinsecos como o0 gene blapxas: (TURTON et al.,, 2006). Portanto, as espécies
nosocomiais de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos foram analisadas para a
deteccdo do gene blapxasi por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Os primers e
protocolos previamente descritos por MA et al. (2015) foram usados para amplificar o
gene blapxa-s:. A sequéncia dos fragmentos que foram amplificados e o tamanho dos

amplicons estéo descritos na tabela 1.
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Tabela 1- Primers para amplificacdo do gene blapxas:

Primer Sequencia (5’-3”) Amplicon
(pb)
Ampliﬁcagéo de b|ao)(A51 353
blaoxasiF TAATGC TTT GAT CGG
CCTTG
blaoxasiR TGG ATT GCA CTT CAT
CTT GG

Fonte: MA et al., 2015.

As reacOes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25pL,
contendo uma unidade formadora de col6nia da espécie a ser identificada, 12,5uL de Taq Pol
- Master Mix (2x) Green (Cellco Biotec, Sao Paulo, Brasil) que contém dNTPs (dATP, dCTP,
dGTP e dTTP), KCL, MgCl,, corante, tampdo de carga para o gel e estabilizadores. Tendo
sido acrescentado 8,5 pL de H,O e 2,0 uL de cada primer e tampdo de reacdo 1x
(concentracéo final).

Os parametros de ciclagem para amplificar o fragmento correspondente a regido
codificadora do gene blapxa incluiram os seguintes passos: uma desnaturacdo inicial (95°C
por 1 min); seqguido por 30 ciclos de desnaturacdo (94°C por 30 segundos e 53°C por 30
segundos), anelamento (72 °C por 45 segundos) e uma extenséo final a 72°C por 4 min.

Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 1,0% em tampao
TBE 0,5X. A eletroforese foi realizada a 120 volts, por 40 minutos. A aplicacdo no gel de
agarose foi feita com 8l da reagéo, adicionados de 2l de solucéo de azul de bromofenol. O
marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen, EUA) foi aplicado no gel para determinar

o0 tamanho dos fragmentos obtidos.

4.3 Preparacao da solucédo de cinamaldeido

O composto foi cedido do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal do Ceara, Campus Fortaleza e foi avaliada sua atividade antimicrobiana

in vitro frente a bactérias nosocomiais produtoras de ESBL.
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O cinamaldeido foi solubilizado em DMSO a 5% e diluido no meio BHI (Infusédo
de cérebro e coracdo/ KASVI, Curitiba, Brasil) para obtencdo de uma concentracdo de 2.000
pg/mL. Partindo desta concentragéo foi realizada a diluicdo seriada em placa de 96 pocos com

concentragéo inicial de trabalho de 1000 pg/mL.

4.4 Preparo da suspensao bacteriana

As bactérias foram reativadas a partir da inoculagdo de 50 pL de uma cultura
estocada em um tubo de ensaio contendo 5mL de BHI caldo, posteriormente foram incubadas
a 37°C por 18h em aerobiose. Apds esse periodo, a cultura bacteriana foi transferida para
quatro tubos eppendorfs, onde cada um recebeu 1 mL, em seguida os tubos foram
centrifugados por 5min/5000rpm/4°C. Depois, o sobrenadante dos tubos foi descartado e o
precipitado foi ressuspenso adicionando-se 1mL de BHI caldo somente no primeiro tubo e
fazendo movimentos de “up and down” para homogeneizar, em seguida foi transferido todo o
conteddo do primeiro tudo para o seguinte e assim sucessivamente até unir todos o0s
precipitados bacterianos em um Unico tubo. Em uma placa de 96 pocos foi inserido em um
unico poco 200 pL do concentrado bacteriano e foi realizada a leitura da absorbancia, onde a
concentracdo foi ajustada com o auxilio de um espectrofotbmetro (Abs = 620 nm) para 2 X
10® UFC/mL. Essas suspensbes bacterianas foram utilizadas para as determinacdes de
concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentracéo bactericida minima (CBM).

4.5 Ensaio da concentracdo inibitéria minima (CI1M)

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) do cinamaldeido foi
realizada segundo metodologia da microdiluicdo em placas de poliestireno de 96 pocos
padronizada de acordo com o documento M7-A 10% edicdo, Methods for Diluition
Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically, norma desenvolvida
mediante o processo conceitual do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute),
(CLSI, 2018). Posteriormente, as placas foram analisadas pelo leitor de Elisa (BIO Trak Il —
Plate Reader®).

O teste foi realizado com 8 repeticbes para cada microrganismo, da seguinte
forma, foi adicionado 100pL de BHI caldo nos pogos das colunas 2 a 11, em seguida 0s
pogos da coluna 1 receberam 200 puL da solucdo de cinamaldeido na concentragdo de
2.000pg/ml, posteriormente foi realizada a diluicdo seriada, ou seja, foram retirados 100 pL
dos pocos da coluna 1 passando para 0s pogos das colunas subsequentes fazendo movimento

de “up and down” para obteng@o das seguintes concentragdes: 1.000png/mL; 500 pg/mL; 250
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pg/mL; 125 pg/mL; 62,5 pg/mL; 31,25 pg/mL; 15,62 pg/mL; 7,81 ug/mL; 3,90 pg/mL e 1,95
pug/mL (Figura 5). Ao finalizar esta etapa de diluicdo cada pocgo recebeu 100 puL da suspensdo
bacteriana j4 ajustada no caldo BHI (108 UFC/mL), o volume final em cada poco da placa foi
de 200 pL. Na ultima coluna da placa de 96 pocos ficaram 0s controles: negativo (suspensao

bacteriana + meio), turbidez (meio+ substancia teste) e o controle de contaminagdo do meio.
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Fonte: O autor, 2018
Figura 5: Ensaio da Microdiluicdo em caldo.

Apbs finalizar a montagem da placa foi realizada uma leitura inicial (tempo zero)
através de um leitor de ELISA (BIO Trak Il — Plate Reader®) com um comprimento de onda
de 620 nm. Em seguida a microplaca foi incubada a 37°C por 24 horas e ap0s esse periodo foi
realizada uma nova leitura para avaliar o crescimento bacteriano através da turbidez com
auxilio do ELISA.
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4.6 Ensaio da concentracdo bactericida minima (CMB)

A determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM) foi realizada
utilizando-se o método proposto por Courvalin et al. (1985). Apds a determinacdo da CIM,
foi transferido 10 pulL dos pogos onde ndo houve crescimento microbiano visivel para placas
de Petri contendo meio Agar Muller Hinton, que em seguida foram incubadas a 37°C por 24
horas na estufa de crescimento em aerobiose. A CBM foi considerada a menor concentracao
do cinamaldeido onde ndo houve crescimento celular sobre a superficie do agar inoculado

(99,9% de morte microbiana).

4.7 Analise Estatistica

Todos os ensaios de atividade antimicrobiana do cinamaldeido foram realizados
em oito repeticdes e os resultados foram demonstrados através de apresentacdo de graficos.
Os dados das medidas de absorbancia foram expressos através de seu valor médio * desvio
padrdo. A diferenca entre as médias das replicatas foram verificados através do teste One-way
ANOVA com Bonferroni post-test, que foi executado também com o auxilio do programa
GraphPad® Prism versdo 5.04 para Windows (Software GraphPad, San Diego California
USA). O nivel de significancia utilizado foi de 0,01 (P <0,01).
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacao clinica e perfil de sensibilidade dos isolados

As Tabelas 2, 3, 4 e 5 e 0 Grafico 1 mostram a caracterizacdo clinica de espécimes
de A. baumannii isolados de pacientes com diagnéstico de infec¢do nosocomial da Santa Casa
de Misericérdia de Sobral (SCMS), Hospital Geral de Fortaleza (HGF), Hospital Geral Cesar
Cals (HGCC) e o Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC), respectivamente. Todos
os isolados foram previamente identificados e o perfil de sensibilidade antimicrobiano
relatado pelo laboratério de microbiologia dos referidos hospitais através do sistema
automatizado VITEK®2 (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France). As cepas foram categorizadas

conforme amostra clinica e setor de internacédo de cada hospital.

Tabela 2 - Distribuicdo dos isolados de A.baumannii resistentes aos carbapenémicos da

SCMS de acordo com amostra clinica e setor de internacdo™

Cepas Amostra clinica Setor de internacéo
AB1LAMPR Sangue UTI adulta
AB2LAMPR Secrecdo Séo Joaquim
AB5LAMPR Secrecdo Traumato ortopedia
AB10LAMPR Swab nasal UTI neonatologia
AB12LAMPR Sangue Neurologia
AB16LAMPR Sangue UTI adulta
AB18.1LAMPR Sangue UTI adulta
AB18.2LAMPR Sangue UTI adulta
AB20LAMPR Sangue UTI adulta
AB23LAMPR Fragmento de tecido UTI adulta
AB25LAMPR Secregéo Traumato ortopedia
AB35LAMPR Secrecao UTI adulta

* Relatorios gerados pelo sistema de identificacio automatizado bacilos
Gram negativos GN, VITEK® 2 (BioMérieux, Franga). Fonte: o autor (2018).
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Tabela 3 - Distribuicdo dos isolados de A.baumannii resistentes aos carbapenémicos do HGF

de acordo com amostra clinica e setor de internacdo*

Cepas Amostra clinica Setor de internacéo
AB52LAMPR Aspirado traqueal UTI adulta
AB57LAMPR Aspirado traqueal UTI adulta
AB60LAMPR Aspirado traqueal UTI adulta
AB62LAMPR Urina UTI adulta
AB66LAMPR Sangue UTI adulta
AB6BLAMPR Fragmento de tecido Enfermaria cirdrgica
AB75LAMPR Sangue Enfermaria clinica
AB78LAMPR Aspirado traqueal UTI adulta
AB79LAMPR Aspirado traqueal UTI adulta
ABSOLAMPR Lavado bronco alveolar UTI adulta
ABS81LAMPR Urina Enfermaria cirdrgica
AB125L AMPR Aspirado traqueal Enfermaria Clinica

* Relatorios gerados pelo sistema de identificacdo automatizado bacilos
Gram negativos GN, VITEK® 2 (BioMérieux, Franga). Fonte: o autor (2018).

Tabela 4 - Distribuicdo dos isolados de A.baumannii resistentes aos carbapenémicos do
HGCC de acordo com amostra clinica e setor de internagdo™

Cepas Amostra clinica Setor de internagdo
AB48LAMPR Tecido de ulcera -
AB83LAMPR Sangue UTI adulta
AB84LAMPR Aspirado traqueal UTI adulta
AB87LAMPR Lavado bronco alveolar Enfermaria Clinica
ABS8SLAMPR Aspirado traqueal Enfermaria Clinica
AB90LAMPR Ponta de cateter Enferméaria
AB93LAMPR Aspirado traqueal Enfermaria Cirlrgica
AB100LAMPR Sangue UTI adulta
AB102LAMPR Sangue UTI adulta
AB105LAMPR Aspirado traqueal UTI adulta

AB108LAMPR Urina Enfermaria cirdrgica
AB110LAMPR Aspirado traqueal UTI adulta

* Relatorios gerados pelo sistema de identificacio automatizado bacilos
Gram negativos GN, VITEK® 2 (BioMérieux, Franga). Fonte: o autor (2018).
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Tabela 5 - Distribuicdo dos isolados de A.baumannii resistentes aos carbapenémicos do

HUWC de acordo com amostra clinica e setor de internagdo™

Cepas Amostra clinica Setor de internagdo
AB140LAMPR Sangue UTI adulta
AB141LAMPR Urina Enfermaria clinica
AB142LAMPR Sangue UTI adulta
AB143LAMPR Sangue UTI adulta
AB145L AMPR Sangue UTI adulta
AB146LAMPR Secrecdo UTI adulta
AB147LAMPR Secrecdo UTI adulta
AB148LAMPR Secrecdo Enfermaria clinica
AB149L AMPR Secrecdo UTI adulta
AB150LAMPR Ponta de cateter UTI adulta
AB151LAMPR Urina Neurologia

* Relatérios gerados pelo sistema de identificacdo automatizado bacilos
Gram negativos GN, VITEK® 2 (BioMérieux, Franga). Fonte: o autor (2018).

Gréfico 1: Frequéncia da distribuicdo por amostra clinica de espécimes de A.baumannii
isolados entre novembro de 2016 e abril de 2017 de pacientes com infeccdo nosocomial nos
hospitais de ensino analisados®
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* Relatorios gerados pelo sistema de identificacdo automatizado bacilos Gram negativos GN, VITEK® 2
(BioMérieux, Franga). Fonte: o autor (2018).
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Adicionalmente, a identidade dos isolados foi confirmada pela deteccdo do gene

bla oxa-s1, que € intrinseco as espécies de A. baumannii (Figura 6 e 7).
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A seta indica um fragmento de 353 pb, correspondente
a regido de codificacdo do gene bla oxas:. Fonte: O
autor, 2018).

Figura 6: Gel de agarose contendo fragmentos
do gene bla oxas1 de espécimes nosocomiais de
A.baumannii isolados da SCMS e HGF
amplificados por PCR - PM 100 pb (Invitrogen,
EUA).
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Figura 7: Gel de agarose contendo fragmentos do
gene blapxas: de espécimes nosocomiais de
A.baumannii isolados da HGCC e HUWC
amplificados por PCR - PM 100 pb (Invitrogen,
EUA).

As Tabelas 6, 7, 8 e 9 mostram os resultados do perfil de sensibilidade antimicrobiana
in vitro dos espécimes nosocomiais de A. baumannii isolados dos diferentes hospitais de
ensino frente aos dezesseis antimicrobianos analisados, incluindo B-lactamicos, glicilciclinas,
guinolonas, aminoglicosideos e polimixinas. Todos 0s microrganismos apresentaram
resisténcia aos carbapenémicos, a cefuroxima, a cefuroxima axetil e piperacilina/tazobactam,
mas foram sensiveis a colistina. Contudo, diferentes perfis de sensibilidade foram observados

para os demais antibidticos testados (Grafico 2).
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Tabela 6 - Perfil de susceptibilidade antimicrobiana dos isolados nosocomiais de A.baumannii resistentes aos carbapenémicos da SCMS*

Pacient AMI AMP AMP/SUB CPM CFO CAZ CRO CRX CRX/AXETIL CIP COL GEN IMP MPN PIPITAZ TIG
AB1LAMPR R R I R R R I R R S S R R R S
AB2LAMPR S | R R R R R R S S R R R S
AB5LAMPR R R R R R R R R R R S S R R R S
AB10LAMPR I R R I R R I R R R S R R R R S
AB12LAMPR R R S R R R I R R S S R R R R S
AB16LAMPR S R I R R R R R R R S S R R R S

AB18.1LAMPR R R I I R R I R R R S R R R R S
AB18.2LAMPR R R I I I R R R R R S R R R R S
AB20LAMPR R R I I I R R R R R S R R R R S
AB23LAMPR S R I R R R R R R R S S R R R S
AB25LAMPR R R I R R R R R R R S R R R R S
AB35LAMPR S R R R R R R R R R S S R R R S

Fonte: o autor (2018)
R: Resistente; S: Sensivel; I: Intermediario

* Relatorios gerados pelo sistema de identificagdo automatizado bacilos Gram negativos GN, VITEK® 2 (BioMérieux, Franga).
**N&o testado.

AMI (Amicacina), AMP (Ampicilina), AMP/SUB (ampicilina/ sulbactam), CPM (Cefepima), CFO (Cefoxitin), CAZ (Ceftazidima), CRO (Ceftriaxona), CRX (Cefuroxima), CRX/AXETIL
(Cefuroxima/axetil), CIP (Ciprofloxacino), COL (Colistina), GEN (Gentamicina), IMP (Imipenem), MPN (Meropenem), PIP/TAZ (Piperacilina Tazobactam), TIG (Tigeciclina).
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Tabela 7 - Perfil de susceptibilidade antimicrobiana dos isolados nosocomiais de A.baumannii resistentes aos carbapenémicos do HGF *

Pacient AMI AMP AMP/SUB CPM CFO CAZ CRO CRX CRX/AXETIL CIP COL GEN IMP MPN PIPITAZ TIG

AB52LAMPR  ** R R R R R R R R R S S R R R S
AB57LAMPR ** R S R R R R S R R R R S
AB60LAMPR  ** R I R R R R R R R S | R R R S
AB62LAMPR e R I R R R R R R R S R R R R S
AB66LAMPR  ** R I R R R R R R R S | R R R S
AB68LAMPR ** R I R R R R R R R S S R R R S
AB75LAMPR e R R R R R R R R R S S R R R S
AB78LAMPR ** R I R R R R R R R S S R R R S
AB79LAMPR  ** R R R R R R R R R S R R R R S
AB8OLAMPR e R R R R R R R R R S S R R R S
AB81LAMPR  ** R I R R R R R R R S | R R R S
AB125LAMPR R R R R R R R R R R S S R R R S

Fonte: o autor (2018)
R: Resistente; S: Sensivel; I: Intermediario

* Relatdrios gerados pelo sistema de identificagdo automatizado bacilos Gram negativos GN, VITEK® 2(BioMérieux, Franga).
**Ngo testado

AMI (Amicacina), AMP (Ampicilina), AMP/SUB (ampicilina/ sulbactam), CPM (Cefepima), CFO (Cefoxitin), CAZ (Ceftazidima), CRO (Ceftriaxona), CRX (Cefuroxima), CRX/AXETIL
(Cefuroxima/axetil), CIP (Ciprofloxacino), COL (Colistina), GEN (Gentamicina), IMP (Imipenem), MPN (Meropenem), PIP/TAZ (Piperacilina Tazobactam), TIG (Tigeciclina).
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Tabela 8 - Perfil de susceptibilidade antimicrobiana dos isolados nosocomiais de A.baumannii resistentes aos carbapenémicos do HGCC*

Pacient AMI AMP AMP/SUB CPM CFO CAZ CRO CRX CRX/AXETIL CIP COL GEN IMP MPN PIPITAZ TIG
AB48LAMPR S R ** R ** ** R R R R ** R R R R **
ABS83LAMPR R | R R I R R S S R R R S
AB84LAMPR S R I S R R I R R S S S R R R S
AB87LAMPR R R R R R R R R R R S R R R R S
ABS8SLAMPR R R R R R R R R R R S R R R R S
AB90LAMPR S R I R R R R R R R S R R R R S
AB93LAMPR R R R R S R I R R R S R R R R S

AB100LAMPR I R R R R R R R R R S | R R R S
AB102LAMPR S R R R R R R R R R S S R R R S
AB105LAMPR S I R R R R R R R R S R R R R S
AB108LAMPR S R R R R R R R R R S R R R R S
AB110LAMPR R R R R R R R R R S R R R R I

Fonte: o autor (2018)
R: Resistente; S: Sensivel; I: Intermediario

* Relatorios gerados pelo sistema de identificagdo automatizado bacilos Gram negativos GN, VITEK® 2 (BioMérieux, Franga).
**N&o testado.

AMI (Amicacina), AMP (Ampicilina), AMP/SUB (ampicilina/ sulbactam), CPM (Cefepima), CFO (Cefoxitin), CAZ (Ceftazidima), CRO (Ceftriaxona), CRX (Cefuroxima), CRX/AXETIL
(Cefuroxima/axetil), CIP (Ciprofloxacino), COL (Colistina), GEN (Gentamicina), IMP (Imipenem), MPN (Meropenem), PIP/TAZ (Piperacilina Tazobactam), TIG (Tigeciclina).
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Tabela 9 - Perfil de susceptibilidade antimicrobiana dos isolados nosocomiais de A.baumannii resistentes aos carbapenémicos do HUWC*

Pacient AMI AMP AMP/SUB COM CFO CAZ CRO CRX CRX/AXETIL CIP COL GEN IMP MPN PIPITAZ TIG
AB140LAMPR R R R R R R R R R R S S R R R I
AB141LAMPR R R R R R R S S R R R S
AB142LAMPR R R R R R R R R R R S R R R R R
AB143LAMPR R R R R R R R R R R S R R R R R
AB145LAMPR R R R R R R R R R R S S R R R R
ABl46LAMPR R R I R R R R R R R S R R R R S
AB147LAMPR R R I R R R R R R R S R R R R S
AB148LAMPR R R I R R R R R R R S R R R R S
AB149L AMPR I R I R R R R R R R S R R R R S
AB150LAMPR R R R R R R R R R R S I R R R S
AB151L AMPR R R R R R R R R R S S R R R I

Fonte: o autor (2018)
R: Resistente; S: Sensivel; I: Intermediario

* Relatdrios gerados pelo sistema de identificagdo automatizado bacilos Gram negativos GN, VITEK® 2 (BioMérieux, Franca).
**Ngo testado.

AMI (Amicacina), AMP (Ampicilina), AMP/SUB (ampicilina/ sulbactam), CPM (Cefepima), CFO (Cefoxitin), CAZ (Ceftazidima), CRO (Ceftriaxona), CRX (Cefuroxima), CRX/AXETIL
(Cefuroxima/axetil), CIP (Ciprofloxacino), COL (Colistina), GEN (Gentamicina), IMP (Imipenem), MPN (Meropenem), PIP/TAZ (Piperacilina Tazobactam), TIG (Tigeciclina)
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Gréfico 2: Perfil de sensibilidade antimicrobiana de isolados nosocomiais de A. baumannii

dos diferentes hospitais analisados*
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*Relatorios gerados pelo sistema de identificacdo automatizado bacilos Gram negativos GN, VITEK® 2

BioMérieux, Franga). Fonte: o autor (2018).

5.2 Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM)

A concentracdo inibitoria minima (CIM) do cinamaldeido para os isolados

testados variou de 125 a 500 ug / mL e a concentracdo bactericida minima para a maioria dos
isolados foi de 500 ug / mL (Figuras 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 e 15) e (Tabelas 10, 11, 12 e 13).




OD g20nMm

OD g20nMm

OD g20nM

2.0- AB1LAMPR
1.54 - = mimimiks
e
1.04
0.5
*  x %
0.0' T T T T T T T T
O$ '\'QQQ O)QQ q(?Q '{rﬁ; ('oqfo %N(Jio@él’/\%& rbc\bg i\,c«go Q/\
png/mL
ABS5LAMPR
2.04
iy ey gy gu—
= ™ T
1.5- .
i
1.04
0.5 .
II| s
00" T 'Tl T T T T T T T T T
<5
o R > '\‘,”@q’f\‘?\’ ORI
ng/mL
2 0- AB12LAMPR
1.54
. ¥ & L& T LAk
1.04 -
0.5
* %
0.0' |l|-l|ll-I T T T T T T T T T
S L PP PSP S

42

9 0- AB2LAMPR
1.54 ™ M g e 2 T
=
=z
o
& 1.01
QO
@)
0.54
oo T =
o \9& S B P o° rb\:‘ﬁo SR L F 8
png/mL
15 AB1OLAMPR
e . e el B _Em I
s 1.0 =
=z
o
S *
(@]
O o5
* *
0.0 T T T T T T T T T
Hg/mL
AB16LAMPR
1.54
" i, el B, _NB I
s 1.04 i
Pz
o
% *
o
O 0.54
* *
0.0' T T T T T T T T T
png/mL

Fonte: o autor (2018)

Figura 8: CIM do cinamaldeido frente a isolados nosocomiais de A.baumannii resistentes aos

carbapenémicos da SCMS:

(ABLLAMPR),

(AB2LAMPR), (ABSLAMPR), (AB10LAMPR),

(AB12LAMPR) e (AB16LAMPR). * significante P < 0,01
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Figura 10: CIM do cinamaldeido frente a isolados nosocomiais de A.baumannii resistentes aos

carbapenémicos do HGF: (AB52LAMPR),

(AB57LAMPR),

(ABB6LAMPR) e (AB6SLAMPR). * significante P < 0,01
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Figura 12: CIM do cinamaldeido frente a isolados nosocomiais de A.baumannii resistentes aos
carbapenémicos do HGCC: (AB48LAMPR), (AB83LAMPR), (AB84LAMPR), (AB87LAMPR),
(ABBBLAMPR) e (AB9OLAMPR). * significante P < 0,01
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Figura 13: CIM do cinamaldeido frente a isolados nosocomiais de A.baumannii resistentes aos
carbapenémicos do HGCC: (AB98LAMPR), (AB10OLAMPR), (AB102LAMPR), (AB105LAMPR),
(AB108LAMPR) e (AB110LAMPR). * significante P < 0,01
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Figura 14: CIM do cinamaldeido frente a isolados nosocomiais de A.baumannii resistentes aos
carbapenémicos do HUWC: (AB140LAMPR), (AB141LAMPR), (AB142LAMPR), (AB143LAMPR),
(AB145LAMPR) e (AB146LAMPR). * significante P < 0,01
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Figura 15: CIM do cinamaldeido frente a isolados nosocomiais de A.baumannii resistentes aos

carbapenémicos do HUWC:

(ABL147LAMPR),

(AB148LAMPR),  (AB149LAMPR),

(AB150LAMPR), (AB151LAMPR) e (AB216CEPADEREFERENCIA). * significante P < 0,01



Tabela 10 — Concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM)

do cinamaldeido frente aos espécimes nosocomiais de A. baumanni isolados da SCMS.

CEPAS MIC MBC
AB1LAMP 250 pg/mL 500 pg/mL
AB2LAMP 250 pg/mL 250 pg/mL

AB5LAMPR 250 pug/mL 500 pg/mL
AB10LAMPR 125 pg/mL 500 pg/mL
AB12LAMPR 125 pg/mL 250 pg/mL
AB16LAMPR 125 pg/mL 250 pg/mL
AB18.1LAMP 250 pug/mL 1000 pg/mL
AB18.2LAMP 125 pg/mL 250 pg/mL
AB20LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL
AB23LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL
AB25LAMPR 250 pg/mL 1000 pg/mL
AB35LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL
Média= 208,333 + 61,5457 Média = 500 + 261,116

Fonte: O autor, 2018.

Tabela 11- Concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM)

do cinamaldeido frente aos espécimes nosocomiais de A. baumanni isolados do HGF.

CEPAS MIC MBC
AB52LAMP 125 pg/imL 250 pg/mL
AB57LAMP 125 pg/mL 500 pg/mL

ABBOLAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL
AB62LAMPR 125 pg/mL 500 pg/mL
ABGB6LAMPR 125 pg/mL 500 pg/mL
ABGSLAMPR 250 pg/mL 250 pg/mL

AB75LAMP 125 pg/mL 250 pg/mL

AB78LAMP 125 pg/mL 500 pg/mL
AB79LAMPR 125 pg/mL 500 pg/mL
ABSOLAMPR 250 pug/mL 250 pg/mL
AB81LAMPR 125 pg/mL 1000 pg/mL
AB125LAMPR 250 pg/mL 1000 pg/mL

Meédia= 166,6667 + 61,5457

Fonte: O autor, 2018.

Média=500 + 261, 116
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Tabela 12- Concentracéo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM)

do cinamaldeido frente aos espécimes nosocomiais de A. baumanni isolados do HGCC.

CEPAS MIC MBC
AB48LAMP 125 pg/imL 250 pg/mL
ABS3LAMP 250 pg/mL 500 pg/mL

AB84LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL
AB87LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL
ABSSLAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL
ABYOLAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL

ABY3LAMP 250 pg/mL 500 pg/mL
AB100LAMP 250 pg/mL 500 pg/mL
AB102LAMPR 250 pg/mL 1000 pg/mL
AB105LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL
AB108LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL
AB110LAMPR 250 pg/mL 1000 pg/mL

Média=239,5833 + 36,08439 Média=562,5 + 216,506
Fonte: O autor, 2018.

Tabela 13- Concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM)
do cinamaldeido frente aos espécimes nosocomiais de A. baumanni isolados do HUWC.

CEPAS MIC MBC
AB140LAMP 125 pg/imL 250 pg/mL
AB141LAMP 250 pg/mL 500 pg/mL

AB142LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL
AB143LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL
AB145LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL
AB146LAMPR 250 pg/mL 250 pg/mL
AB147LAMP 250 pg/mL 500 pg/mL
AB148LAMP 250 pg/mL 500 pg/mL
AB149LAMPR 250 pg/mL 1000 pg/mL
AB150LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL
AB151LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL

Meédia=239,5833 + 36,08439

Fonte: O autor, 2018.

Media= 500 * 193,6492
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The emergence of A. baumannii multidrug-resistant (MDRAB) has become a worldwide
critical clinical problem. The growing interest in new therapies based on natural products is
the basic and primary source for the emergence of new antimicrobials. The aim of this study
was to evaluate the antimicrobial activity of cinnamaldehyde against

A. baumannii nosocomial strains (47) resistant to carbapenems isolated from patients in
different teaching hospitals in the State of Ceara, Brasil. Phenotypic identification and
susceptibility to antimicrobials were determined by the VITEK®2, additionally polymerase
chain reaction (PCR) to amplify the blaOXA-51 gene was performed on all presumptively
identified as A. baumannii and the clinical characteristics were analyzed. The minimum
inhibitory concentration (MIC) of cinnamaldehyde was determined by the broth microdilution
method, and the minimum bactericidal concentration (MBC) was considered the lowest
concentration of cinnamaldehyde which prevented growth and reduced the inoculum by < 99.9
within 24 h after incubation (37°C). The MIC of the cinnamaldehyde against A. baumannii
nosocomial isolates ranged from 125 to 500 ug/mL (Mean = 210.93 + 58.55) and the MBC for
most isolates was 250 pg/mL (Mean

=510.41 + 230.39). Bloodstream was the most frequent isolation site, and most of the strains
were isolated from Intensive Care Units. These data demonstrated a potent inhibitory and
bactericidal effect of cinnamaldehyde against carbapenem-resistant A.baumannii nosocomial
strains, suggesting the prospection of this compound for the development of a new antibacterial
substance, either as a medicament or in new products destined to the final disinfection of
hospital environments.



Manuscript Including References (Word document) Click here to download Manuscript Including References

10
11

12
13
14

15
16

18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37

38
39

40

41

(Word document) Full Manuscript edit.doc

EVALUATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF CINNAMALDEHYDE AGAINST
CARBAPENEM-RESISTANT ACINETOBACTER BAUMANNII NOSOCOMIAL ISOLATES

Ana Jessyca Alves Morais?; 1zabelly Linhares Ponte Brito?; Rondinely Lima da Silva?;
Xhaulla Maria Quariguasi Cunha Fonseca®; Vicente de Paulo Teixeira Pinto>?; Francisco Cesar
Barroso Barbosa?

! Postgraduate Program in Biotechnology, Federal University of Ceara, Sobral, CE, Brazil.
2 postgraduate Program in Health Sciences, Federal University of Ceara, Sobral, CE, Brazil.
% Postgraduate Program in Medical Microbiology, Federal University of Ceard, Fortaleza, CE, Brazil.

Corresponding author: Francisco Cesar Barroso Barbosa
Adress: Av. Comandante Maurocélio Rocha Ponte, 100, Sobral, CE, 62042-280, Brazil
Telephone: + 55 88 3695.4722; Fax number: +55 88 3695.4648

E-mail: fcbbarbosa@yahoo.com.br

ABSTRACT

The emergence of A. baumannii multidrug-resistant (MDRAB) has become a worldwide
critical clinical problem. The growing interest in new therapies based on natural products is
the basic and primary source for the emergence of new antimicrobials. The aim of this study
was to evaluate the antimicrobial activity of cinnamaldehyde against A. baumannii
nosocomial strains (47) resistant to carbapenems isolated from patients in different teaching
hospitals in the State of Ceara, Brasil. Phenotypic identification and susceptibility to
antimicrobials were determined by the VITEK®2, additionally polymerase chain reaction
(PCR) to amplify the blaoxas: gene was performed on all presumptively identified
as A. baumannii and the clinical characteristics were analyzed. The minimum inhibitory
concentration (MIC) of cinnamaldehyde was determined by the broth microdilution method,
and the minimum bactericidal concentration (MBC) was considered the lowest concentration
of cinnamaldehyde which prevented growth and reduced the inoculum by < 99.9 within 24 h
after incubation (37°C). The MIC of the cinnamaldehyde against A. baumanniinosocomial
isolates ranged from 125 to 500 pg/mL (Mean = 210.93 £ 58.55) and the MBC for most
isolates was 250 pg/mL (Mean = 510.41 + 230.39). Bloodstream was the most frequent
isolation site, and most of the strains were isolated from Intensive Care Units. These data
demonstrated a potent inhibitory and bactericidal effect of cinnamaldehyde against
carbapenem-resistant A.baumannii nosocomial strains, suggesting the prospection of this
compound for the development of a new antibacterial substance, either as a medicament or in
new products destined to the final disinfection of hospital environments.

Keywords: Acinetobacter baumannii; Cinnamaldehyde; Multidrug-resistance; Nosocomial
infection; Teaching hospitals.
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Introduction

The multidrug-resistant Acinetobacter baumannii (MDRB) have emerged
worldwide as an important cause of hospital infections, exhibiting high rates of resistance [1,
2]. A. baumannii infections occur in Intensive Care Units (ICUs), where they are commonly
found to be a cause of pneumonia associated with mechanical ventilation, urinary tract
infections, secondary meningitis, and bacteremia [3, 4]. These microorganisms have great
ability to increase their regulation of antimicrobial resistance or to acquire resistance
determinants [5, 6]. Thus, the combination of the vast resistance mechanisms of A. baumannii
species and their survival capacity in the hospital environment make them potential
nosocomial pathogens [7].

These microorganisms are considered opportunistic pathogens because they are
isolated from immunosuppressed patients who have undergone major surgeries, antibiotic
therapies, burns, use of devices and mainly mechanical ventilation, and can cause severe
infections [8].

In the last 30 years, isolates of Acinetobacter sp. have progressively accumulated
resistance to penicillin, cephalosporins, quinolones and aminoglycosides [9]. The mechanism
of resistance is due to the presence of B-lactamases, including oxacillinases, which are
enzymes capable of hydrolyzing carbapenems, imipenem, and meropenem, important
antimicrobials as a therapeutic resource against resistant multidrug bacteria [10].

However, the increasing prevalence of carbapenem-resistant A. baumannii,
particularly in the last two decades, has been of immense concern such that carbapenem-
resistant A. baumannii is now listed as the top priority pathogen in urgent need of new
antimicrobials by the World Health Organization in February 2017 [11].

In this context, it is necessary to search for new therapeutic approaches, among
which is the prospection of compounds that have activity against multiresistant bacteria, such
as compounds and molecules isolated from plants.

Essential oils and their secondary metabolites, since the Middle Ages, are used as
bactericides, insecticides, antiseptics, and fungicides. Due to its multiple properties, these
compounds are currently widely used in the pharmaceutical and food industries, cosmetics,
medical equipment, among others [12, 13, 14].

Studies have shown that cinnamaldehyde is the major compound (83.6%) among
components of cinnamon oils [15]. In the literature, there are reports of the antibacterial
activity of cinnamaldehyde against gram-positive and gram-negative bacteria, however,
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studies of the activity of this substance against multidrug-resistant microorganisms are scarce.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of cinnamaldehyde
against Acinetobacter baumannii nosocomial strains resistant to carbapenems isolated from
patients in different teaching hospitals in the State of Ceard, Brazil.

Methods

The present study was conducted according to the Declaration of Helsinki, and the
protocol was approved by the Institutional Ethics Committee of the State University of Vale
de Acarad, Sobral, Ceara, Brazil (Protocol n°1,843,504).

Bacterial strains

Carbapenem-resistant A. baumannii strains analyzed in this study were part of the
database of the Microbiology and Parasitology Laboratory of the FAMED (UFC / Sobral),
which were collected during the period from November 2016 to April 2017, from Santa Casa
de Misericordia de Sobral (SCMS), Hospital Geral Cesar Cals (HGCC), Hospital Geral de
Fortaleza (HGF), and from Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC). Phenotypic
identification and susceptibility to antimicrobials were determined by the VITEK®2
automated system (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France) in the microbiology laboratories of
these hospitals. Multi-drug resistance (MDR) was defined as resistance to three or more
classes of the drugs tested [16].

Phenotypic confirmation of the strains by detection of blaoxa-s1 gene

A. baumannii presents the natural occurrence of intrinsic carbapenemases
genes such as the blaoxa-s1 gene [17]. Therefore, the nosocomial species of A. baumannii
resistant to carbapenems were analyzed for the detection of blaoxa-s1 gene by Polymerase
Chain Reaction (PCR). The primers and protocols previously described by Ma et al. [18]
were used to amplify the blaoxa-s1 gene. The sequence of the fragments that were
amplified, the size of the amplicons and the annealing temperature is described in Table 1.
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Table 1: Primers for amplification of the blaoxa-s1 gene

Primer Sequence (5°-3”) Amplicon Anellament
(pb) temperature
(°C)
Amplification of blaoxa-s1 353 53°C
blaoxa-s1 F TAATGC TTT GAT CGG CCT TG
blaoxa-s1 R TGG ATT GCACTT CAT CTT GG

Preparation of Cinnamaldehyde Solution

Cinnamaldehyde was solubilized in 5% DMSO and diluted in Brain Heart
Infusion (BHI) medium (KASVI, Curitiba, Brazil) to obtain a concentration of 2,000 pug/mL.
Starting from this concentration, a serial dilution was performed in 96-well plate with an

initial concentration of 1,000 pug/mL.

Preparation of bacterial suspension

Bacteria were reactivated from the inoculation of 50 uL of a culture stocked in a
test tube containing 5 mL of BHI broth (KASVI, Curitiba, Brazil), then incubated at 37° C for
18 h in aerobic conditions. After this period, the bacterial suspensions were inserted into a 96-
well plate and the absorbance reading was performed, where the concentration wasadjusted
by spectrophotometer (Abs = 620 nm) at 108 CFU/mL. These bacterial suspensions with 108
CFU/mL were used to determinate the minimum inhibitory concentration (MIC) and

minimum bactericidal concentration (MBC).

Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

The determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) of
cinnamaldehyde was performed according to microdilution methodology in standard 96-well
polystyrene plates according to the M7-A 10th edition, Methods for Dilution Antimicrobial
Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically, according to Clinical and Laboratory
Standards Institute [19]. Subsequently, the plates were analyzed by the Elisa reader (BIO Trak
Il - Plate Reader®).
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The test was performed on 8 replicates for the same microorganism and the
concentrations from 1,000 pug/mL to 1.95 ug/mL were analyzed. In the last column of the 96-
well plate were the controls: negative (bacterial suspension + medium), turbidity (medium +
test substance) and control of contamination of the medium.

After completing the plate assembly, an initial reading (zero time) was performed
by an ELISA reader (BIO Trak Il - Plate Reader®) with a wavelength of 620 nm. Then the
microplate was incubated at 37° C for 24 hours and after that period a new reading was
performed to evaluate bacterial growth through turbidity with the aid of the ELISA.

Minimum bactericidal concentration (MBC)

The determination of the minimum bactericidal concentration (MBC) was
performed using the method proposed by Courvalin et al. [20]. After determination of the
MIC, 10 uL of the wells where there was no visible microbial growth were transferred for
Petri dishes containing Muller Hinton Agar medium (KASVI, Curitiba, Brazil), then
incubated at 37° C for 24 hours in the aerobic growth greenhouse. MBC was considered the
lowest concentration of cinnamaldehyde where there was no cell growth on the surface of the

inoculated agar (99.9% of microbial death).

Statistical analysis

Statistical analyzes were performed using GraphPad® Prism software version
5.04 for Windows (GraphPad Software, San Diego California USA). The level of significance
was 0.01 (p < 0.01). The difference between replicate means was verified using the One-way
ANOVA with Bonferroni post-test.

Results

Table 2 shows the distribution of 47 nosocomial strains of A. baumannii isolated
from patients in the four teaching hospitals surveyed per hospital unit, isolation site, and

hospitalization sector.
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It was observed that bloodstream was the most frequent isolation site, followed by
tracheal aspirate and secretion from the surgical wound. Furthermore, most of the strains were

isolated from Intensive Care Units, followed by clinical and surgical wards (Table 2).

Table 2: Distribution of A. baumannii nosocomial strains per hospital unit, isolation site, and

hospitalization sector *

n %
Microorganism
Acinetobacter baumannii 47 100.0
Hospital unit
SCMS 12 25.53
HGCC 12 25.53
HGF 12 25.53
HUWC 11 23.40
Isolation site
Blood 15 32
Tracheal aspirate 11 23.40
Secretion 8 17
Urine 5 10,63
Catheter tip 2 4.25
Tissue fragment 2 4.25
Alveolar bronchial lavage 2 4.25
Nasal swab 1 2.12
Ulcer tissue 1 2.12
Hospitalization sector
UTI 31 65.95
Clinical and surgical wards 12 25.53
Neurology 2 4.25
Traumato orthopedics 2 4.25

163 *Reports generated by automated identification system Gram-negative bacillus
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174
175

GN, VITEK® 2; BioMérieux, France.

Table 3 shows the results of the in vitro antimicrobial susceptibility profile of 47
nosocomial A. baumannii MDR against 16 antimicrobials of various classes, including -
lactams, glycylcyclines, quinolones, aminoglycosides, and polymyxins. Isolates showed
different sensitivity profiles to clinically available antibiotics, but all presented resistance to
carbapenems and sensitivity to colistin. Furthermore, 8 (17.39%) isolates were resistantor
intermediately susceptible to tigecycline. So, the minimum inhibitory concentrations were
determined by a broth microdilution technique for isolates resistant to tigecycline following
the recommendations of the Clinical and Laboratory Standards Institute [19].
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Table 3 - The antimicrobial resistance profiles of A. baumannii nosocomial strains from the

four teaching hospitals analyzed

Antimicrobial Resistant Sensitive Intermediate  No tested

N % N % n % n %
Amikacin 23 48.9 10 21.2 3 6.3 11 23.4
Ampicillin 46 97.8 0 0.0 1 2.1 0 0.0
Ampicillin sulbactan 23 48.9 2 4.2 21 44.6 1 2.1
Cefepime 42 89.3 1 2.1 4 8.5 0 0.0
Cefoxitin 43 914 1 2.1 2 4.2 1 2.1
Ceftazidime 45 95.7 0 0.0 1 2.1 1 2.1
Ceftriaxone 41 87.2 0 0.0 6 12.7 0 0.0
Cefuroxime 47 100 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Cefuroxime axetil 47 100 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Ciprofloxacin 44 93.6 3 6.3 0 0.0 0 0.0
Colistin 0 0.0 47 100 0 0.0 0 0.0
Gentamicin 24 51 18 38.2 5 10.6 0 0.0
Imipenem 47 100 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Meropenem 47 100 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Piperacillin/tazobactam 47 100 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Tigecycline 3 6.3 38 80.8 5 10.6 1 2.1

Data expressed as absolute frequency and percentage.

The minimum inhibitory concentration (MIC) of cinnamaldehyde to the tested
isolates ranged from 125 to 500 ug/mL (Mean = 210.93 + 58.55) and the minimum
bactericidal concentration for most isolates was 250 ug/mL (Mean = 510.41 + 230.39)
(Figures 1 and Table 4).

Figure 1 — Minimum inhibitory concentration (MIC) of cinnamaldehyde against
A. baumanni nosocomial strains
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188 A: A. baumanni isolated from bloodstream in HGF (MIC = 125 ug/mL); B: A. baumanni isolated from
189 bloodstream in HGCC (MIC = 250 ug/mL); C: A. baumanni isolated from Tracheal aspirate in HGF (MIC = 250
190 pg/mL). (GraphPad® Software, San Diego California USA). The level of significance was 0.01 (p < 0.01)**.

191
192  Table 4- Minimal inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration
193  (MBC) of cinnamaldehyde against 47 A. baumannii nosocomial isolates

Nosocomial strains MIC MBC Hospital Unit
AB1LAMP 250 pg/mL 500 pg/mL SCMS
AB2LAMP 250 pg/mL 250 pg/mL SCMS

AB5LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL SCMS
AB10LAMPR 125 pg/mL 500 pg/mL SCMS
AB12LAMPR 125 pg/mL 250 pg/mL SCMS
AB16LAMPR 125 pg/mL 250 pg/mL SCMS
AB18.1LAMP 250 pg/mL 1000 pg/mL SCMS
AB18.2LAMP 125 pg/mL 250 pg/mL SCMS
AB20LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL SCMS
AB23LAMPR 250 pg/mL 500 ug/mL SCMS
AB25LAMPR 250 pg/mL 1000 pg/mL SCMS
AB35LAMPR 250 pg/mL 500 ug/mL SCMS
AB52LAMP 125 pg/mL 250 pg/mL HGF
AB57LAMP 125 pg/mL 500 pg/mL HGF
AB60LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL HGF
AB62LAMPR 125 pg/mL 500 pg/mL HGF
AB66LAMPR 125 pg/mL 500 pg/mL HGF
AB6BLAMPR 250 pg/mL 250 pg/mL HGF
AB75LAMP 125 pg/mL 250 pg/mL HGF
ABT78LAMP 125 pg/mL 500 pg/mL HGF
AB79LAMPR 125 pg/mL 500 pg/mL HGF
ABSOLAMPR 250 pg/mL 250 pg/mL HGF
AB81LAMPR 125 pg/mL 1000 pg/mL HGF
AB125LAMPR 250 pg/mL 1000 pg/mL HGF
AB48LAMP 125 pg/mL 250 pg/mL HGCC
AB83LAMP 250 pg/mL 500 pg/mL HGCC
AB84LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL HGCC
AB87LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL HGCC
ABSSLAMPR 250 pg/mL 500 ug/mL HGCC
AB90LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL HGCC
AB93LAMP 250 pg/mL 500 pg/mL HGCC
AB100LAMP 250 pg/mL 500 ug/mL HGCC
AB102LAMPR 250 pg/mL 1000 pg/mL HGCC
AB105LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL HGCC
AB108LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL HGCC
AB110LAMPR 250 pg/mL 1000 pg/mL HGCC
AB140LAMP 125 pg/mL 250 pg/mL HUWC
AB141LAMP 250 pg/mL 500 pg/mL HUWC
AB142LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL HUWC
AB143LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL HUWC
AB145LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL HUWC
AB146LAMPR 250 pg/mL 250 pg/mL HUWC
ABI147LAMP 250 pg/mL 500 pg/mL HUWC
AB148LAMP 250 pg/mL 500 pg/mL HUWC
AB149LAMPR 250 pg/mL 1000 pg/mL HUWC
AB150LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL HUWC
AB151LAMPR 250 pg/mL 500 pg/mL HUWC

AB216 reference strain

125 pg/mL

250 pg/mL
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Discussion

The alarming increase in antibiotic-resistant bacteria has led to many undesirable
phenomena such as the failure of antimicrobial therapy and the frequency of infections by
multiresistant microorganisms [16, 21]. In this regard, the identification of new natural
substances with antimicrobial activity may be effective alternatives against these pathogens.
Currently, the use of natural substances, especially essential oils (EOs) and their isolated
substances are studied for the prevention and treatment of infections caused by MDR bacteria
[22, 23, 24].

A. baumannii presents the natural occurrence of carbapenemases genes intrinsic to
this species. The first report of this genetic event presented the blaoxa-s1 gene. Subsequently,
the presence of variants similar to this gene has been reported, these being named blaoxa-s1-
Like genes. Usual phenotypic examinations in the laboratory routine are often ineffective in
identifying Acinetobacter Sp. when not associated with molecular tests, such as PCR [17, 25].
Thus, it is necessary to use another test as confirmation criterion showing reliable results for
the therapeutic choice. In this search, the confirmation of the phenotypic identification
obtained by the automated system the VITEK® 2 was obtained by the detection of the blaoxa-
51 gene, validating all the results provided by the equipment.

In this study, A. baumanni was more isolated from the bloodstream and tracheal
aspirate, often associated with patients admitted to intensive care units (ICUs). These data
corroborate findings in the literature that this microorganism is responsible for increasingly
severe outbreaks of infections and the incidence of nosocomial infections in the bloodstream
caused by this pathogen is becoming more frequent [26]. Infections by A. baumannii are more
frequent in ICUs, where they are commonly found to be a cause of ventilator-associated
pneumonia, urinary tract infections, meningitis, and bacteremia [27, 28, 29].

Regarding the sensitivity profile, the isolates analyzed presented different
sensitivity patterns. Colistin and tigecycline have been shown to be the most effective
antimicrobials, these results are relevant with other studies demonstrating that these drugs
may be the best therapeutic option for the treatment of patients with carbapenem-resistant
A.baumannii infections [30, 27, 31, 32]. However, in this study almost 20% of the isolates
analyzed were resistant or intermediate susceptible to tigecycline. The resistance rate of this
microorganism to imipenem and meropenem, increased from 31% in 2005 to 62.4% in 2014
and from 39% in 2005 to 66.7% in 2014, respectively [5].
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227 It should be noted that the worldwide emergence of multidrug-resistant A.

228  baumannii reduced the number of antibiotics available against this pathogen, including

229  resistance to B-lactams, fluoroquinolones, tetracyclines, and aminoglycosides [33]. Thus,

230  bacterial resistance to the available antibiotics induced the search for new therapies and

231  strategies aimed at decreasing the development of MDR bacteria [34]. Importantly, in this
232 study cinnamaldehyde showed significant antimicrobial activity against clinical isolates of
233 A.baumannii that presented a phenotype of resistance to carbapenems, which are the most
234  effective antibiotics for the treatment of infections caused by this pathogen.

235 In the literature there are reports of the toxicity of this substance, providing data
236  from in vivo studies suggesting that cinnamaldehyde is safe when administered orally in a

237  single dose (2,220 mg/kg) or for up to 2 years (550 mg/kg/day). It is worth noting that the rate
238  of excretion of cinnamaldehyde after 24 h of administration varies from 70 to 98% in rodents,
239  depending on the route of administration, and reaches 100% within 8 h when administered
240  orally to healthy human volunteers [35]. Cinnamaldehyde has been identified and utilized as a
241  non-toxic, food-grade antimicrobial agent. It is generally regarded as safe by the US Food and
242 Drug Administration [36]. Only high concentrations for prolonged exposures have been

243 shown to cause detrimental physiological changes in mammals [37].

244 In this study, cinnamaldehyde presented a MIC of 250 ug/mL for 70.2% and an
245  MBC of the same value for 23.5% of the analyzed strains, these data were statistically

246  significant and presenting lower inhibitory concentrations than those observed by Guerra et al.
247  [38] that evaluated the antimicrobial activity of cinnamon oil against Acinetobacter sp. MDR.
248  However, they analyzed the MIC of the volatile oil, obtaining a MIC of 625 ug/mL for 71%
249  of the strains analyzed and an MBC that ranged from 2,500 pg/mL to 1,250 pg/mL.
250  Regarding the antimicrobial activity of cinnamaldehyde, these results reinforce the data of
251  literature [39], that demonstrate that the antimicrobial activity of cinnamon oil is due to

252  cinnamaldehyde [40].

253 Studies that evaluated the in vitro antimicrobial activity of cinnamon oil using the
254 fusion disc method against A. baumannii and Pseudomonas aeruginosa resistant to

255  carbapenems demonstrated effective qualitative results and confirmed that the antibacterial
256  action was due to its major component, cinnamaldehyde [41]. However, no quantitative

257  methods were used to measure MIC and MBC, as well as, the majority component was not

258  tested against these pathogens alone.
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The antimicrobial effect of cinnamon oil was also demonstrated against
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa, Proteus vulgaris, Bacillus subtilis
and Staphylococcus aureus species with MIC values ranging from 800 to 3,200 pg/mL [42].

The antimicrobial potential of different essential oils was analyzed, amongthem
the cinnamon oil, and the researchers demonstrated that cinnamon oil demonstrated greater
efficacy than the others, and its antimicrobial action was attributed to the presence of
cinnamaldehyde, revealing that it was the main constituent of cinnamon oil [42], confirming
the data of Baratta et al. [43], Sleha et al. [44] and Utchariyakiat et al. [45] that also reported
that cinnamaldehyde was the predominant active compound found in cinnamon oil.

Data in the literature report the antimicrobial activity of cinnamaldehyde against
Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis with MDR phenotypes with MIC values
ranging from 250 pg/mL to 500 pug/mL and MBC of 1,000 png/mL [46, 47, 48, 45].

Therefore, these results demonstrated a potent inhibitory and bactericidal effect of
cinnamaldehyde against carbapenem-resistant A.baumannii nosocomial isolates. Thus, these
data suggest the prospection of this compound for the development of a new antibacterial
substance, either as a medicament or in new products destined to the final disinfection of
hospital environments, being able to reduce hospitalization costs and be safe in its use.
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BHI - Brain Heart Infusion

CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute
MIC - minimum inhibitory concentration

MBC - minimum bactericidal concentration

MDR - multidrug resistance
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