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Avaliacdo da atividade antibacteriana do o6leo essencial de canela em

bactérias produtoras de carbapenemases

RESUMO
Introducao: O surgimento da multirresisténcia bacteriana é um problema de satde publica que
resulta na necessidade de explorar novas opcdes terapéuticas. Ha uma grande variedade de alvos
antibacterianos ndo utilizados pelos farmacos atuais para serem explorados. O objetivo do
presente estudo foi investigar a atividade antibacteriana do 6éleo essencial de Cinnamomum
cassia L. (CCeo) sozinho e em combinacdo com polimixina B (POL) contra bactérias Gram-
negativas produtoras de carbapenemase: Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae e
Serratia marcescens. Metodologia: A identificacdo bacteriana foi realizada por Vitek® 2, BD
Phoenix™100 e MALDI-ToF ToF. A susceptibilidade antibacteriana foi determinada por
microdiluicdo em caldo e MALDI-ToF ToF. A presenca de genes que codificam beta-
lactamases foi avaliada por PCR. A atividade antibacteriana foi avaliada utilizando disco-
difusdo em &gar, microdiluicdo em caldo, time kill e checkboard. O possivel mecanismo de
acdo da CCeo foi avaliado por PCR, RT-PCR, RT-gPCR e ensaio de extravasamento de
proteinas. Resultados: A producdo de carbapenemase foi confirmada por MALDI-ToF ToF e
a PCR mostrou a presenca dos genes blaxpc-2 para todas as cepas e também blamvp-10 para S.
marcescens. CCeo apresentou efeito inibitorio contra E. cloacae (MIC, 17,57 pug.mL?), K.
pneumoniae (MIC, 281,25 ug.mL™) e S. marcescens (MIC, 281,25 pg.mL™?). As curvas de
sobrevivéncia das cepas mostraram uma diminui¢do na contagem de células viaveis ao longo
do tempo e quando CCeo foi testado em associacdo com a POL contra K. pneumoniae e S.
marcescens, foi confirmado o sinergismo. Foi observado vazamento de proteinas quando S.
marcescens foi tratada com concentragdes crescentes de CCeo e CCeo combinada com POL.
Conclusbes: CCeo apresentou atividade antibacteriana contra as cepas estudadas e quando
associado a POL apresentou um efeito sinergico capaz de inibir o crescimento bacteriano de
forma réapida e consistente. CCeo desestabiliza a membrana externa da bactéria, o que leva a

morte celular devido a entrada da POL no espago periplasmatico permitindo sua acéo.

Palavras-chave: atividade antibacteriana; sinergismo; 6leo essencial de Cinnamomum cassia

L.; polimixina B; bactérias Gram-negativas produtoras de carbapenemases.



Antibacterial activity assessment of cinnamon essential oil iIn

carbapenemases producing bacteria

ABSTRACT
Introduction: The emergence of bacterial multidrug resistance is an important public health
problem that has resulted in the need to explore novel therapeutic options. There is a wide
variety of antibacterial targets not used by the current drugs to be exploited. The objective of
the present study was the investigation of the antibacterial activity of Cinnamomum cassia L.
essential oil (CCeo) alone and in combination with polymyxin B (POL) against carbapenemase-
producing Gram-negative bacteria: Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae and Serratia
marcescens. Methodology: Bacterial identification was performed by Vitek® 2, BD
Phoenix™100 and MALDI-ToF ToF. Antibacterial susceptibility was determined by broth
microdilution and MALDI-ToF ToF. The presence of beta-lactamase-encoding genes was
assessed by PCR. The antibacterial activity of CCeo was evaluated using the agar disk diffusion,
broth microdilution, time-kill and checkboard methods. Possible CCeo mechanism of action
was assessed by PCR, RT-PCR, RT-qPCR, and protein leakage assay. Results: The
carbapenemase production was confirmed by MALDI-ToF ToF and PCR showed the presence
of blaxpc-> for all the studied strains and also blamp-10 for S. marcescens. CCeo exhibited a
inhibitory effect against carbapenem-resistant E. cloacae (MIC, 17,57 ug.mL™), K. pneumoniae
(MIC, 281.25 pg.mL") and S. marcescens (MIC, 281.25 pg.mL). The survival curves of the
strains showed a decrease in viable cell counts over time and when CCeo was tested in
association with POL against K. pneumoniae and S. marcescens, synergism was confirmed. It
was observed protein leakage when S. marcescens was treated with increasing concentrations
of CCeo and CCeo + POL. Conclusions: CCeo presents antibacterial activity against the
studied strains and when CCeo is associated with POL, a synergistic effect is able to inhibit
bacterial growth rapidly and consistently, making it an interesting candidate for development
of alternative treatment for carbapenemase-producing strains. CCeo destabilizes the outer
membrane of the bacterium, making possible the cell entrance of the POL in the periplasmic

space allowing its action and leading to cell death.

Keywords: antibacterial activity; synergism; Cinnamomum cassia L. essential oil; polymyxin

B; carbapenem-resistant Gram-negative bacteria.
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1 INTRODUCAO

Cepas bacterianas produtoras de carbapenemase tém sido observadas em todo o mundo,
geralmente associadas a infeccdes relacionadas a assisténcia a saude e a altos indices de
morbidade e mortalidade. Carbapenemases conferem resisténcia a uma grande variedade de
beta-lactamases (HAMMOUDI; MOUBARECK; SARKIS, 2014). Atualmente, um problema
de saude publica preocupante ¢ a ampla disseminacao entre as bactérias Gram-negativas da
resisténcia aos carbapenémicos. Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae e Serratia
marcescens sdo bacilos Gram-negativos da familia Enterobacteriaceac e Acinetobacter
baumannii, um coco-bacilo Gram-negativo da familia Moraxellaceae que adquirem e
transferem genes de resisténcia muito facilmente proporcionando multirresisténcia e causando
graves infec¢cdes (VAN HOEK et al., 2011).

Genes codificadores de carbapenemases geralmente estdo situados em transposons,
transportados por plasmideos auto-conjugativos que podem também transportar outros
determinantes de resisténcia que levam a falha no tratamento com outras classes de antibioticos
(NORDMANN; POIREL, 2013) além do grande potencial de espalhar esses plasmideos entre
espécies ou até¢ géneros bacterianos (GUPTA et al., 2011). Atualmente, entre as opcdes para
tratamento dessas infecgdes estdo tigeciclina, polimixinas, aminoglicosideos e fosfomicina
(CAMPOS et al., 2016). No entanto, o uso destes antibidticos ¢ limitado devido as suas
caracteristicas farmacocinéticas e de toxicidade (JAVAN; SHOKOUHI; SAHRAEI, 2015). A
maioria das cepas de Enterobacter spp., K. pneumoniae e S. marcescens sao produtoras de
carbapenemases, gerando uma grande preocupacdo epidemiologica e terapéutica (CAMPOS et
al., 2016), especialmente S. marcescens que tem resisténcia intrinseca a varios agentes
antimicrobianos, como a polimixina B (POL) (SILVA et al., 2015).

A resisténcia intrinseca ou adquirida a maioria dos antibidticos esta presente em varios
agentes patogénicos. H4 aproximadamente 265 a 350 alvos antibacterianos geneticamente
validados e ndo mais do que 20 destes sdo alvos de farmacos atualmente comercializados, o que
proporciona grande oportunidade para a descoberta e desenvolvimento de novos agentes com
novo modo de acdo, sem resisténcia cruzada, particularmente mecanismos com multiplos alvos
(SINGH, 2014). Os o6leos essenciais sdao compostos por multiplos componentes e podem
fornecer esta nova abordagem terapéutica, cada componente com possibilidade de atuacdo em
um alvo diferente na célula bacteriana. Varios estudos mostram este potencial antimicrobiano

dos Oleos essenciais com acdo antibacteriana, antifingica, propriedades antivirais e


https://pt.wikipedia.org/wiki/Moraxellaceae
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antiparasitarias (KUETE, 2010; NAZZARO et al., 2013). Os o6leos essenciais € 0s seus
componentes t€ém uma variedade de alvos, em particular na membrana e no citoplasma, e em
certas situagdes, podem alterar completamente a morfologia das células (NAZZARO et al.,
2013).

Um 6leo essencial bastante utilizado na medicina popular é o da canela que é uma
especiaria usada em todo o mundo, ndo apenas como condimento, mas também como
medicamento. As cascas secas sdo popularmente utilizadas para tratar varias doencas, tais como
amenorréia, artrite reumatoide, palpitacdo cardiaca, diarreia e neurose gastrointestinal (HE et
al., 2016). Cinnamomum cassia também é usada na medicina popular como antibidtico, varias
atividades antibacterianas de partes da C. cassia e seu 6leo essencial tém sido relatadas em
diversos estudos com bactérias sensiveis, tanto em bactérias Gram-positivas (MELO et al.,
2015; TRINH et al., 2015) quanto em Gram-negativas (MAU; CHEN; HSIEH, 2001; OOI et
al., 2006; OUSSALAH et al., 2006). E considerada uma planta segura, ndo apresentando
toxicidade aguda ou crbnica significativa, ndo mutagénica e sem genotoxicidade e
carcinogenicidade detectada em estudos em mamiferos (BICKERS et al., 2005).

Com base na propagacao global de bactérias e limitagdes dos tratamentos atuais para as
infeccbes por bactérias produtoras de carbapenemase, a busca por novas alternativas
terapéuticas é imperativa. A resisténcia bacteriana tem sido inevitavel, ela ird ocorrer ao longo
do tempo e para combater a resisténcia, sdo necessarios novos antibiéticos com novos
mecanismos de acdo. Este estudo propos verificar a eficacia antibacteriana do 6leo essencial de
C. cassia contra E. cloacae, K. pneumoniae e S. marcescens produtoras de carbapenemase e
também a presenca de efeitos sinérgicos de C. cassia, quando associada a antibiéticos como
imipenem (IPM) ou POL.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11170575
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hsieh%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11170575
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. Resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana é atualmente um dos problemas de salde publica mais
relevantes, representa um risco a qualidade de vida humana conquistada ao longo dos anos com
0 avanco da microbiologia, da engenharia genética, da farmécia e da medicina, comprometendo
o orcamento dos sistemas de saude (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017). As doencas infecciosas
afetam milhdes de pessoas em todo 0 mundo e sempre representaram uma das principais causas
de morte na historia da humanidade (WHO, 1998). O surgimento de micro-organismos
multirresistentes tem agravado a situacdo, estando presentes tanto em infec¢fes hospitalares
guanto comunitarias, diminuindo as opcGes de antibioticoterapia (LEVY, 2005; ANDRADE,
LEOPOLDO; HAAS, 2006). As infeccbes de dificil tratamento resultam em maiores
complicagdes clinicas na recuperacdo de pacientes hospitalizados, risco para 0s pacientes
acometidos por doenca cronica e imunossuprimidos, propiciando um ndmero maior de ébitos
nos hospitais, 0s quais vém se tornando reservatorios ambientais de patdgenos.

Os antibidticos sdo farmacos que revolucionaram o tratamento de doencas infecciosas
e reduziram mundialmente as taxas de morbidade e mortalidade associadas a infecc¢oes
bacterianas. Entretanto, o uso dessas drogas acelera o processo natural de selecdo de mutacoes
que favorecem a resisténcia das bactérias. E preocupante a forma como esses medicamentos
sdo utilizados em ambientes hospitalares, domésticos - utilizacdo de produtos cosméticos sem
finalidade terapéutica e de limpeza que possuem antibi6ticos em suas formulages (ORUS et
al., 2015), e na pecuaria — antibidticos utilizados como “promotores de crescimento” na
producdo de animais de corte (BARTON, 2000).

O uso dos antimicrobianos inclui erros de prescricdo que vao desde indicacdo nao
apropriada para a infec¢do em questdo, incluindo infeccGes virais, erros técnicos por parte dos
prescritores, relacionados a duracdo do tratamento, dosagem, intervalo entre doses e via de
administracdo incorreta a erros dos proprios pacientes ao nao seguirem estritamente as
instrucbes de uso para o tratamento (WITH et al., 2016). Outro problema é a
antibioticoprofilaxia, ocorrendo erros quanto a sua indicag&o, sele¢do do antibidtico, momento

da administracéo, a ndo repeticdo das doses durante os procedimentos prolongados, a duragédo
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excessiva da profilaxia e ao uso inapropriado de antibioticos de amplo espectro (OLIVEIRA et
al., 2011).

Deve-se ter cuidado na atengdo a saude, sobretudo em infeccGes de menor gravidade,
pois nem sempre a etiologia é bacteriana (por exemplo, infecgdes respiratorias altas de origem
viral em criangas), que ndo necessitam de antimicrobianos ou que se curam facilmente com
antibidticos mais comuns e com menor potencial de inducdo de resisténcia. Esses micro-
organismos selecionados podem causar doencas de dificil tratamento dentro das comunidades
e hospitais e gerar consequéncias clinicas, epidemioldgicas e econdmicas graves (WHO, 2011;
KOLLEF et al., 1999). No Brasil, a RDC n° 44/2010 controla a venda de antibioticos, e tende
a contribuir tanto para a diminui¢do do consumo irracional desses medicamentos quanto para a
reducdo da resisténcia bacteriana (LAXMINARAYAN et al., 2013).

A aquisicdo de resisténcia aos antimicrobianos trata-se de um fendmeno genético,
resultante da presséo seletiva exercida pelo uso dos mesmos e tem crescido progressivamente,
tendo aumentado acentuadamente nos ultimos anos (HAWKEY, 2008). A resisténcia
bacteriana é determinada pela expressdo de genes de resisténcia, que individualmente ou em
conjunto, determinam o funcionamento dos mecanismos de resisténcia, maquinarias
bioguimicas e/ou estruturais que promovem falha no mecanismo de agdo do antibiético. As
bactérias podem expressar resisténcia intrinseca, ou seja, mecanismos de resisténcia naturais de
um género ou espécie bacteriana, ou podem expressar resisténcia adquirida, originada a partir
de mutacdes nos proprios genes ou pela aquisicdo de material genético de outras bactérias via
conjugacdo (plasmideo, transposon), transducdo (bacteriéfago) ou transformacdo (ambiente).
Esses elementos extra-cromossémicos mdveis que carreiam genes de resisténcia sao
transferidos com facilidade de uma cepa para outra, de uma espécie para outra, ou até mesmo
de um género a outro (BLAIR et al., 2015).

Os principais mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibidticos sdo: producao de
enzimas que degradam ou modificam antibiéticos; (ex: destruicdo dos agentes beta-lactamicos
pelas enzimas beta-lactamases); a prevencéo da acumulacéo intracelular do antibidtico através
da reducdo da permeabilidade celular ao antibi6tico; reducdo da permeabilidade da membrana
externa (ex: resisténcia da Pseudomonas aeruginosa ao imipenem) ou da existéncia de bombas
de efluxo hiperexpressas (ex: resisténcia das enterobactérias as tetraciclinas); alteracédo do sitio

alvo (de ligacdo) do antibidtico (ex: resisténcia intrinseca do Enterococcus as cefalosporinas) e
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bloqueio ou protecéo do sitio alvo do antibi6tico (ex: resisténcia do Staphylococcus aureus a
meticilina) (HAWKEY, 1998; TENOVER, 2006).

Nas bactérias Gram-negativas, 0 mecanismo de resisténcia aos antibidticos mais
importante é a producdo de enzimas beta-lactamases (HAWKEY; JONES, 2009). As beta-
lactamases hidrolisam o anel beta-lactdmico impossibilitando a atividade do antibiotico. Elas
apresentam diversidade consideravel conforme substrato de agdo (antibidtico), origem genética
(cromossémica ou plasmidial) e sensibilidade a compostos inibidores da enzima (EDTA e &cido
clavulanico). A primeira beta-lactamase foi descrita em 1940 antes mesmo do uso da penicilina
para o tratamento de infec¢Oes bacterianas (ABRAHAM; CHAIN, 1988). Desde a descoberta
e introducdo clinica das penicilinas e das sucessivas classes e subclasses de beta-lactamicos,
varias beta-lactamases tém sido descritas (GHAFOURIAN et al., 2015).

As beta-lactamases foram classificadas segundo a estrutura primaria (classe A a D —
classificacdo de Ambler) (AMBLER, 1980) e as caracteristicas funcionais e bioquimicas (grupo
I a IV — classificagdo de Bush-Jacoby-Medeiros) (BUSH; JACOBY, 2010; JACOBY;
MEDEIROS, 1991). Enzimas classificadas como classe A ou grupo 11, hidrolisam penicilinas
e cefalosporinas; classe B ou grupo Il1, carbapenémicos; classe C ou grupo I, cefalosporinas;
classe D, penicilinas e cloxacilina; e grupo 1V sé&o as penicilinases que hidrolisam as penicilinas
naturais (AMBLER, 1980; BUSH; JACOBY; MEDEIRQOS, 1995). De acordo com as
diferencas em seus mecanismos cataliticos, estas classes ainda podem ser classificadas dentro
de dois grupos: serina-beta-lactamases (classes A, C e D) e metalo-beta-lactamases (classe B)
(AMBLER, 1980; BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995; ROSSOLINI, 2005).

Durante a década de 80, com a introducéo das cefalosporinas de 3?2 geracéo, emergiram
cepas com um espectro de resisténcia estendido frente aos beta-lactamicos em virtude da
expressao de enzimas do tipo ESBL (Extended-Spectrum Beta-Lactamase) e/ou AmpC
(PITOUT et al.,, 2005; LIVERMORE; WOODFORD, 2006). Cepas de enterobactérias
produtoras de ESBL geralmente apresentam resisténcia simultdnea a outras classes de
antimicrobianos como fluoroquinolonas, aminoglicosideos, inibidores da sintese de folatos,
tetraciclinas e cloranfenicol (PITOUT; LAUPLAND, 2008). Em consequéncia deste amplo
perfil de resisténcia, aumentou-se o uso dos carbapenémicos, que sao beta-lactdmicos
resistentes a acdo de ESBL, promovendo uma nova pressao seletiva e a consequente emergéncia
de cepas resistentes aos carbapenémicos (DESHPANDE et al., 2006).

AmpC é uma serina-beta-lactamase pertencente ao grupo 1 de Bush e a classe C de
Ambler e é produzida de forma constitutiva ou induzida, através da expressao de genes

cromossomais ou plasmidiais. A producdo natural desta enzima tem funcdo bioldgica na
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manutencdo da parede bacteriana (PHILIPPON; ARLET; JACOBY, 2002), porém quando 0
gene cromossomal € induzido por exposicdo prévia a agentes como ampicilina, cefepime,
cefoxitina, imipenem ou acido clavulanico, o gene é expresso e consequentemente o isolado
apresenta caracteristicas de produtor de AmpC como hidrdlise da maioria dos antimicrobianos
beta-lactdmicos, incluindo cefalosporinas, cefamicinas, penicilinas e as combinag¢fes com
inibidores de beta-lactamases, porém mantém suscetibilidade as cefalosporinas de quarta
geracdo (JACOBY, 2009). Para agravar este cenario, ja esta descrito um novo tipo de AmpC,
0 ESAC (Extended-Spectrum AmpC) que é capaz de hidrolisar cefalosporinas de quarta geragédo
e carbapenémicos (PIRES et al. 2015).

Em enterobactérias, as primeiras carbapenemases foram descritas em 1982, do tipo
SME-1 (Serratia marcescens enzyme), detectada em cepas de S. marcescens isoladas de
pacientes internados em um hospital de Londres, Inglaterra (YANG; WU; LIVERMORE,
1990); e em 1984, do tipo IMI-1 (Imipenem-hydrolyzing beta-lactamase) em uma cepa de
Enterobacter cloacae recuperada de infecgédo de ferida de um paciente internado na California,
EUA (RASMUSSEN et al., 1996). Em 1993 foi descrita uma carbapenemase em Enterobacter
cloacae na Franca (NAAS; NORDMANN, 1994). No mesmo ano, houve a primeira descricdo
de ARI-1, mais tarde denominada OXA-23 em A. baumannii na Escécia (PATON et al., 1993).
Em 1995, no Japéo, o gene blave-1 foi descrito pela primeira vez em uma cepa de S. marcescens
(ITO et al., 1995) e em 2001 nos EUA, o gene blakprc-1 foi encontrado em um isolado de K.
pneumoniae (YIGIT etal., 2001). Em 2013, no Hospital Universitario da UFGD, foram isoladas
cepas de S. marcescens portadoras dos genes blakrc-2 € blaimp-10 (SILVA et al., 2015).

Carbapenemases séo enzimas codificadas por genes cromossomicos ou plasmidiais. As
carbapenemases adquiridas por plasmideos possuem destaque na disseminacdo da resisténcia
aos carbapenémicos e sdo divididas em dois grupos: metalo-beta-lactamases (MBL) com
potencial para degradar todos os beta-lactamicos, exceto monobactamico (aztreonam), elas sao:
imipenemase (IMP); verona imipenemase (VIM); New Delhi metalo-beta-lactamase (NDM);
Sdo Paulo metalo-beta-lactamase (SPM); german imipenemase (GIM); Seoul imipenemase
(SIM); e serina-beta-lactamases que tem potencial para degradar todos os beta-lactdmicos, cujo
principal exemplo é a Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), detectada em diversos
géneros ou espécies de bacilos Gram-negativos, ndo sendo exclusiva, como pode sugerir 0
nome, de K. pneumoniae (PFEIFER; CULLIK; WITTE, 2010; JACOBY, 2006). Atualmente,

as carbapenemases NDM e KPC sdo os principais problemas relacionados as infeccGes
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hospitalares por bacilos Gram-negativos, pois quase sempre essas bactérias também expressam
outros mecanismos de resisténcia (MELETIS, 2016).

2.1.1. Klebsiella pneumoniae carbapenemase

KPC é uma betalactamase pertencente a classe A de Ambler e ao subgrupo 2f de Bush
(AMBLER, 1980; BUSH; JACOBY, 2010). O primeiro membro da familia KPC foi descrito
nos EUA em 1991, posteriormente denominado KPC-1 (YIGIT et al., 2001) e em 1998, uma
mutacdo pontual em um aminodcido caracterizou a primeira variante, denominada KPC-2
também descrita em uma cepa de K. pneumoniae. A partir de entdo, relatos de KPC-2 tornaram-
se frequentes na Costa Leste dos Estados Unidos e rapidamente se disseminaram, sendo
descritos em diversas partes do mundo (SMITH MOLAND et al., 2003).

No Brasil, o primeiro relato de KPC foi em 2005 na cidade de Sao Paulo, em 2007 foram
detectados casos em Recife, em 2008 no Rio de Janeiro e novamente em S&o Paulo e em 2009
um caso foi registrado em Londrina (BEIRAO et al., 2011; ABBOUD et al., 2011). Somente
em 2011 essas bactérias comegaram a causar surtos mais graves no Brasil (CHANG et al., 2013;
PAVEZ; MAMIZUKA; LINCOPAN, 2009).

O gene codificador da enzima KPC possui alto potencial de disseminacéo devido a sua
localizacdo em plasmidio, sendo bastante frequente em bactéria K. pneumoniae por que esta
apresenta grande capacidade de acumular e transferir genes de resisténcia (ANVISA, 2010).
Essa enzima pode ser produzida por diversos tipos de bactérias e subdividida em grupos
numéricos. Existem pelo menos 19 tipos de blakec conhecidos publicados na literatura ou
depositados no GenBank (CENTONZE et al., 2017); KPC-1 a 3 s&o 0s mais comuns sendo que
KPC-1 é geralmente isolada de cepas de K. pneumoniae; KPC-2 em K. pneumoniae, K. oxytoca,
Salmonella enterica e Enterobacter spp.; KPC-3 em K. pneumoniae e Enterobacter cloacae
(MONTEIRO et al. 2009; CAI et al., 2008). Também é comumente isolado em Serratia
marcescens (MATHERS et al., 2011).

O gene blakec € codificado em um transposon altamente conservado, Tn4401,
encontrado em varios replicons diferentes de plasmideos transferiveis entre espécies, e entre
géneros bacterianos (SIDJABAT et al., 2009). O mesmo ja foi encontrado em espécies variadas
da familia Enterobacteriaceae e até em alguns ndo fermentadores como Acinetobacter spp. e
Pseudomonas spp. (KAZI et al., 2015). No Tn4401, o blakpc é flanqueado pelas sequéncias de
insercdo ISKpn7 (upstream) e ISKpn6 (downstream). Entre ISKpn7 e blakec pode existir uma
delecdo de 100 a 200 pares de bases o que determina as variantes do Tn4401. Tn4401a foi o

primeiro transposon caracterizado, a partir cepas de K. pneumoniae isoladas na Franca, Grécia
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e Estados Unidos, a variante b foi caracterizada a partir de K. pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa isoladas na Colémbia e é a variante mais frequente nos Estados Unidos. Tn4401a
difere de Tn4401b por uma delecdo de 100 pares de bases. Tn4401c foi identificada em
Escherichia coli isolada na Franca e difere de Tn4401b por uma delecdo de 200 pares de bases
(NAAS et al., 2008; NORDMANN; CUZON; NAAS, 2009).

2.1.2. Métodos para deteccdo de carbapenemases:

As metodologias usadas para rastreamento de KPC sdo diversificadas: focalizacdo
isoelétrica, disco-difusdo, E-test, teste de Hodge modificado e mCIM (modified Carbapenem
Inactivation Method) (ANDERSON et al., 2007; CLSI, 2018). O Teste de Hodge Modificado
€ uma técnica bastante utilizada por ser barata e de facil execucdo (PATEL; RASHEED;
KITCHEL, 2009) contudo, cepas com resultados de Hodge negativos podem expressar beta-
lactamases cromossémicas do tipo AmpC e/ou ESBL associadas também a alteracBes de
permeabilidade nos canais de porinas que modificam a acdo e a entrada dos antibidticos nas
células (CARVALHAES et al., 2010; DORTET; POIREL; NORDMANN, 2014a). O teste de
Hodge ndo é especifico para deteccdo da carbapenemase do tipo KPC (MEYER; PICOLLI, 2011)
nem NDM (ROZALES et al., 2014; CLSI, 2018), o teste é apenas preditivo para a auséncia ou
presenca de carbapenemase no geral. Além do que, bactérias produtoras de outras enzimas beta-
lactamases, como CTX-M-15 com perda de porinas podem dar resultados falso positivo
(GIRLICH; POIREL; NORDMANN, 2011).

O teste mCIM ¢ simples de executar e ha varias vantagens sobre 0s outros testes
fenotipicos disponiveis para producdo de carbapenemase como boa sensibilidade para a
deteccdo de enzimas das classes A, B e D de Ambler. O mCIM possui sensibilidade e
especificidade maiores que 99% para deteccdo de Enterobacteriaceae produtora de
carbapenemase, além de ser confiavel na deteccao de carbapenemase em P. aeruginosa (CLSI,
2018).

A espectrometria de massa por ionizagao e dessorcao a laser assistida por matriz — tempo
de véo (MALDI-ToF ToF) é outra técnica que permite a deteccdo de carbapenemases e €
altamente especifica e sensivel e de processamento rapido, porém o custo do equipamento é
alto (DORTET; POIREL; NORDMANN, 2014a). O teste Carba NP, que detecta rapidamente
a producdo de carbapenemases a partir da cultura microbiana, por alteracdo de cor no indicador
de pH ap0os hidrélise de imipenem, se mostra 100% especifico e o tempo para leitura pode variar
de 15 min a 2 horas, porém este teste exige grande quantidade de massa bacteriana e pode

apresentar dificuldade de leitura dos resultados devido a diferentes percepgdes de cores
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(POIREL; NORDMANN, 2015). Adicionalmente, o teste Carba NP ndo é eficiente para
detectar amostras carreadoras de blaoxa-ssiike (CUNNINGHAM et al. 2017) nem Proteus
mirabilis, P. stuartii e P. rettgeri produtores de NDM, apresentando resultados falso-negativos
(MAURER et al. 2014).

Nenhum dos métodos citados até 0 momento indica a classe da enzima carbapenemase,
para este fim, existem técnicas que se baseiam na utilizacdo de inibidores de beta-lactamases,
como o teste de disco-difusdo em agar no qual € utilizado um disco contendo o carbapenémico
e outro contendo carbapenémico mais um inibidor da classe B, como o EDTA. Apesar de ser
simples, a técnica de disco-difusdo é demorada e ndo consegue detectar bactérias com baixa
expressao de metalo-beta-lactamases (DORTET; POIREL; NORDMANN, 2014g;
NORDMANN et al. 2011b). A fita de E-test para metalo-beta-lactamases é um teste
frequentemente empregado para determinacdo da CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) para
carbapenémicos e possui 0 mesmo principio do método anterior, com um gradiente de
imipenem em uma ponta e, na outra, um gradiente de imipenem com EDTA, sendo um teste
com 94% de sensibilidade e 95% de especificidade (WALSH et al. 2002). No entanto, também
possui a desvantagem de ndo ser capaz de identificar cepas com baixo valor de CIM para
carbapenémicos (DORTET; POIREL; NORDMANN, 2014a).

A PCR (Reacédo em Cadeia da Polimerase) e a gPCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase
quantitativa por tempo real) sdo técnicas moleculares capazes de identificar a presenca dos
genes codificadores das enzimas carbapenemases e classifica-los (ONG et al. 2011). Ambas as
técnicas sdo reconhecidas pela sua alta sensibilidade e pelo alto poder discriminatorio, todavia
as desvantagens incluem a ndo detecgéo de carbapenemases ainda ndo descritas, equipamentos
onerosos e exigéncia de pessoas treinadas para operacdo (DORTET; POIREL; NORDMANN,
2014a), além do que a presenca do gene ndo indica que necessariamente o mesmo esteja sendo
expresso pela bactéria.

Técnicas moleculares sdo mais sensiveis para a deteccdo da KPC e a PFGE (Pulsed
Field Gel Electrophoresis) é considerada padrdo ouro para genotipagem devido a sua alta
capacidade de diferenciacdo, baseada na anélise do perfil de restricio do DNA genémico por

meio de eletroforese. Como desvantagem, para a sua execucdo sdo necessarios varios dias,
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impedindo a tipagem de algumas cepas bacterianas devido a degradacdo do DNA, além do alto
custo para sua execucdo (LIU et. al., 2018).

2.1.3. Bactérias Gram-negativas produtoras de carbapenemases:

As bactérias multirresistentes pertencem a varias espécies ou grupos de micro-
organismos, muitas delas residem na microbiota, principalmente na pele e nos intestinos. Entre
as espécies Gram-negativas com maior resisténcia a antimicrobianos estdo as enterobactérias:
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Serratia marcescens e 0s ndo-
fermentadores da glicose: Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa (CAl et al.,
2008; LIVERMORE; WOODFORD, 2006). As cepas bacterianas pertencentes a familia
Enterobacteriaceae tém ganhado destaque por estarem relacionadas a surtos de infeccbes
hospitalares em todo mundo, inclusive no Brasil, e muitas delas sdo produtoras de enzimas
carbapenemases (PAULA et al., 2016).

As bactérias da familia Enterobacteriaceae ou enterobactérias sdo anaerobicas
facultativas, compostas por bacilos Gram-negativos, nao esporulados, fermentadores da glicose
e redutores de nitrato. Sdo amplamente encontradas na natureza, porém a maioria habita os
intestinos do homem e dos animais, seja como membros da microbiota normal ou como agentes
de infeccdo (KONEMAN et al., 2001). As enterobactérias sao prevalentes nas infeccBes
hospitalares quando comparadas aos ndo-fermentadores e Gram-positivos e estdo associadas a
altos indices de resisténcia aos antimicrobianos. Estudos multicéntricos tém destacado as
espécies E. coli e K. pneumoniae, seguidas pelo género Enterobacter, como as enterobactérias
mais prevalentes causadoras de infecgdes em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) na América
do Sul (FEDLER; BIEDENBACH; JONES, 2006, RHOMBERG; JONES, 2009, BANERJEE;
HUMPHRIES, 2017).

K. pneumoniae é um dos principais responsaveis por infeccdes hospitalares, tanto
exogenas quanto decorrentes da colonizacgao dos pacientes, atras apenas de E. coli, e tem como
principais quadros de infeccdo: pneumonia, septicemia, infecgdo do trato urinario e abscessos,
especialmente em pessoas imunocomprometidas (JIAO et al., 2015). No Brasil, 16,9% das
infeccOes em UTI séo causadas por K. pneumoniae (DE MAIO CARRILLHO etal., 2016) e no
ano de 2017 no Hospital Universitario da UFGD, 113 isolados de culturas de infeccOes
bacterianas de pacientes internados foram positivas para K. pneumoniae de um total de 1143
culturas positivas para bactérias (10%), incluindo todos os setores de internacdo, sendo dessas,
49 produtoras de carbapenemase (43%). Nas UTIs — UTIs adulto A e B, UTI pediéatrica e UTI
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neonatal, ocorreram 36 (10%) culturas com isolamento de K. pneumoniae de um total de 361
culturas positivas para bactérias, sendo 21 delas produtoras de carbapenemase (58%) (tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia de isolados bacterianos por espécie e por perfil de resisténcia no Hospital
Universitario da UFGD no ano de 2017.

Bactérias Total
K. pneumoniae S. marcescens Enterobacter spp. A. baumannii  P. aeruginosa
Total R Total R Total R Total R Total R
Hospital 113 49 6 0 30 11 44 43 68 46 2244
UTls 36 21 2 0 10 7 33 33 30 18 361

Legenda: UTIs: UTIs adulto A e B, UTI pediatrica e UTI neonatal; R: resisténcia a
carbapenémicos. Tabela elaborada pelo autor.

Fatores de viruléncia de cepas de K. pneumoniae incluem formacdo de biofilme,
capsula, lipopolissacarideo, adesinas fimbriais e ndo fimbriais e sistema de coleta de ferro por
siderdéforos que auxiliam no processo de patogénese desse micro-organismo. A abundante
capsula polissacaridica que normalmente circunda K. pneumoniae protege contra a acao
bactericida e prejudica a fagocitose, e pode ser considerado como 0 mais importante
determinante de viruléncia de K. pneumoniae (RAMIREZ et al., 2014). A superproducéo da
capsula em K. pneumoniae deu origem a variante chamada K. pneumoniae hipervirulenta e
hipermucoviscosa (hvKP) que é capaz de causar infeccdes graves e com disseminacdo
metastatica pela corrente sanguinea, disseminacdo essa facilitada devido ao fendtipo
hipermucoso que confere resisténcia a fagocitose (BRISSE et al., 2009; LIN et al., 2004). Um
estudo de vigilancia nos Estados Unidos analisou 758 isolados Gram-negativos, e K.
pneumoniae foi colocada em primeiro lugar como portadora do gene blakec, ficando o
Enterobacter spp. em segundo lugar (LANDMAN et al., 2011). A perspectiva de um patdgeno
hipervirulento que é capaz de causar infeccao grave em individuos saudaveis e ambulatoriais é
preocupante. Se adicionarmos a probabilidade de que as cepas irdo adquirir resisténcia pan-
antimicrobiana no futuro, o cenario se torna devastador.

No Brasil, 0 género Enterobacter é responsavel por 7,9% das infec¢fes hospitalares em
pacientes das UTIs (SADER et al., 2005). As duas espécies mais conhecidas, E. aerogenes e E.
cloacae séo frequentes patdgenos associados a infec¢des relacionadas a assisténcia a satde de
pacientes de terapia intensiva em ventilacdo mecanica (MEZZATESTA; GONA; STEFANI,
2012). Essas espécies possuem um fenotipo particular que confere versatilidade e viruléncia

atribuidas a aquisicdo horizontal de genes adicionais provindos de outras espécies de
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Enterobacteriaceae - elementos moveis que rapidamente se integram e sdo traduzidos téo
facilmente quanto sua heranga ancestral (DIENE et al., 2013). Os genes flagelares e seu sistema
de montagem foram adquiridos em bloco do género Serratia. E. aerogenes contém oito operons
RNAr e 87 RNAt associados com a capacidade de traduzir genes importados que usam
diferentes codons, melhorando sua capacidade de usar seus genes estranhos integrados
(MEZZATESTA; GONA; STEFANI, 2012). Devido a facilidade de troca de material genético,
incluindo genes codificadores de enzimas como ESBL e carbapenemases nesta especie, E.
cloacae tornou-se a terceira espécie envolvida em infec¢bes hospitalares apos E. coli e K.
pneumoniae (KIFFER et al., 2005; POTRON et al., 2013).

Tanto K. pneumoniae quanto Enterobacter spp. fazem parte de um grupo de patégenos
que foi chamado ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter). Esses
patdgenos sdo 0s agentes causadores da maioria das infec¢des hospitalares e “escapam” do
tratamento antimicrobiano através da multirresisténcia (BOUCHER et al., 2009).

Serratia spp. sdo micro-organismos onipresentes no meio ambiente e sdo encontrados
na adgua e no solo, bem como associados a plantas, insetos, humanos e outros animais. Tém sido
isolados como agentes etiologicos em todos os tipos de infeccdo, incluindo trato respiratorio,
trato urinario, septicemia, meningite e infec¢des de ferida (HEJAZI; FALKINER, 1997).
Fatores de patogenicidade marcantes em Serratia spp. sao formacdo de fimbrias, producédo de
potentes sideroforos, presenca de antigenos da parede celular, capacidade de resistir a acao
bactericida do soro animal e producéo de proteases, lipases, DNases e quitinases (PETERSEN,;
TISA, 2014; GRIMONT; GRIMONT, 2006). Outra caracteristica importante de Serratia spp.
€ a sua resisténcia intrinseca e adquirida aos antimicrobianos, necessitando uso de antibi6ticos
geralmente mantidos em reserva, como a polimixina B (LIU et al., 2016).

Em 2013 foi caracterizado um surto por S. marcescens produtora da carbapenemase
KPC-2 e da metalo-beta-lactamase IMP-10 no Hospital Universitario da UFGD no qual a
mortalidade dos pacientes foi de 100%. Porém a alta taxa de mortalidade entre esse grupo de
pacientes ndo pode ser atribuido unicamente a presenca de S. marcescens co-produtoras de
KPC-2 e IMP-10, podendo estar relacionada conjuntamente com condic¢fes clinicas
desfavoraveis desses pacientes (SILVA et al., 2015). Muitos dos isolados clinicos deste
organismo carregam determinantes genéticos cromossémicos e codificados por plasmideos
conferindo resisténcia a uma ampla gama de antibiéticos (MAHLEN, 2011). A espécie mais

clinicamente relevante do género é S. marcescens que possui a capacidade de sobreviver e
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crescer sob condigdes extremas, inclusive em desinfetantes, anti-sépticos e agua bidestilada
(SISIRAK; HUKIC, 2013).

Os bacilos Gram-negativos ndo fermentadores da glicose constituem um grupo
extremamente diverso, sdo estritamente aerdbios, ndo esporulados e se caracterizam pelo fato
de serem incapazes de utilizar carboidratos como fonte de energia por meio de fermentacéo,
degradando-os pela via oxidativa (KONEMAN et al., 2001). As infec¢des por essas bactérias
se tornaram mais preocupantes em instituicbes hospitalares a partir da década de 1970, séo
agentes oportunistas, porem de dificil tratamento devido a apresentarem resisténcia a um grande
namero de antimicrobianos (SANTQOS, 2004). Os principais representantes sdo Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilia e Burkholderia cepacia
(FALAGAS; KOPTERIDES, 2006), sendo os dois primeiros mais comuns de portarem genes
de resisténcia (KAZI et al., 2015).

P. aeruginosa causa uma ampla gama de infec¢bes agudas e cronicas e morte prematura
em pacientes com queimaduras graves, transplantes de 6rgaos, fibrose cistica, AIDS e cancer
(QUINN, 1998). Possui uma grande capacidade de adaptacéo, multiplos fatores de viruléncia,
processos fisiopatologicos complexos gerando uma grande diversidade de doencas associadas
a este organismo e complicando as estratégias terapéuticas, com a ocorréncia de cepas que
exibem um alto nivel de resisténcia a varias classes de antibidticos (LEE et al., 2006).

A. baumannii é comumente encontrada no solo, na &gua e no esgoto, mas emergiu como
um importante patgeno nosocomial nos Gltimos anos (SMITH et al., 2007). E o agente
causador de uma variedade de infec¢bes humanas, incluindo infec¢bes de pele, pneumonia,
septicemia e infeccBes do trato urinério. Esta bactéria consegue entrar facilmente no corpo
humano através de feridas abertas, cateteres intravasculares e ventiladores mecéanicos.
Infecgbes causadas por A. baumannii estdo associadas particularmente com periodos
prolongados de hospitalizacdo (PELEG et al., 2008). Conhecido por ser suscetivel a maioria
dos antibidticos na década de 1970, esta bactéria desenvolveu resisténcia aos agentes
antimicrobianos comumente usados hoje em dia. Em 2007, até 70% dos isolados (dependendo
do pais, hospital, departamento médico e amostra clinica) foram caracterizados como

multirresistentes, incluindo resisténcia a carbapenémicos (KEMPF; ROLAIN, 2012). A
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disseminacéo de cepas multirresistentes entre pacientes hospitalizados e a ocorréncia de surtos
se tornaram uma causa crescente de preocupacao (DIJKSOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007).

2.2. Tratamento farmacologico das infeccdes causadas por bactérias Gram-negativas produtoras

de carbapenemases:

Como a resisténcia adquirida a maioria das classes de agentes antimicrobianos
comercialmente disponiveis é frequente, bactérias Gram-negativas produtoras de
carbapenemases tém sido denominadas “superbactérias” (KAISER et al., 2018) e para o
tratamento das infecg¢Oes causadas por elas, polimixinas, antibiéticos polipeptidicos catiénicos,
classificados pelas letras A a E, desenvolvidos ha mais de 50 anos foram reconsiderados como
opcao terapéutica valiosa (KADAR et al., 2013). Elas possuem um espectro antimicrobiano
limitado, atuando contra Gram-negativos (BERGEN et al., 2012), porém inclui a maioria das
Enterobacteriaceae clinicamente relevantes e espécies ndo fermentadoras: Acinetobacter spp.,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp. e Enterobacter spp. (FALAGAS; KASIAKOU,
2005; ZAVASCKI et al., 2007). Bactérias Gram-positivas, anaerébios e alguns Gram-
negativos: Proteus spp., Providencia spp., Morganella morganii, Serratia spp. e Burkholderia
cepacia, sdo intrinsecamente resistente as polimixinas (KWA; TAM; FALAGAS, 2008).

As polimixinas sdo moléculas lipopeptidicas anfipaticas derivadas dos produtos de
fermentacdo da bactéria Paenibacillus polymyxa (STANSLY; SHEPHERD; WHITE, 1947).
Cinco diferentes polimixinas (A, B, C, D e E) foram originalmente isoladas e descritas de forma
independente em 1947 por pesquisadores norte-americanos e ingleses, mas apenas polimixina
B e polimixina E (colistina), esta sintetizada de forma nédo ribossémica por Bacillus polymyxa
subespécie colistinus Koyama (KOYAMA et al., 1950) estdo disponiveis para uso clinico em
virtude da alta toxicidade das demais (FALAGAS; KASIAKQU, 2005). A colistina diferencia-
se da polimixina B pela presenca do aminoacido D-leucina no lugar de D-fenilalanina na
posicdo 6. Polimixina B e colistina possuem 0 mesmo mecanismo de ag¢do, padrdo de efeitos
adversos semelhantes (HOEPRICH, 1970; REED et al., 2001) e existe resisténcia cruzada entre
ambas (GROISMAN; KAYSER; SONCINI, 1997). Quanto a atividade antibacteriana, a
polimixina B apresenta melhores resultados que a colistina contra P. aeruginosa, Salmonella
spp. e Shigella spp. (WRIGHT; WELCH, 1959).

A colistina foi inicialmente usada no Japdo e Europa durante a década de 1950 e em
1959, nos Estados Unidos, comegou a ser utilizada sob a forma de colistimetato de sédio (CMS)

(REED et al., 2001). O CMS é um derivado da colistina obtido através da reagcdo com
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formaldeido e bissulfito de sodio e seu efeito bactericida depende da metabolizacéo in vivo para
formar colistina. Ap6s a administracdo, o CMS, ate entdo inativo, é convertido em colistina e
ambas as formas circulam pelo organismo (BERGEN et al., 2006). Este derivado € menos
potente em comparacdo com o0 composto original e parece causar menos efeitos adversos
(FALAGAS; KASIAKOU, 2005).

A polimixina B é disponivel em formula¢@es parenterais e pode ser administrada por
via intravenosa, intramuscular ou intratecal, além de ser amplamente utilizada em solugdes
oftdlmicas e para colistina, duas formas sdo comercialmente disponivel - o CMS, utilizado para
administracdo parenteral, e o sulfato de colistina, administrado por via oral ou tépica (REED et
al., 2001). No entanto, as formulagfes de polimixina B e colistina foram gradualmente
abandonadas na maior parte do mundo no inicio dos anos 80 por causa da alta incidéncia
relatada de nefrotoxicidade e neurotoxicidade (KOCH-WESER et al., 1970).

A toxicidade renal inclui principalmente necrose tubular aguda manifestada como
diminuicdo do clearance de creatinina e aumento dos niveis séricos de ureia e creatinina e a
toxicidade neuroldgica estd associada com tontura, fraqueza, parestesia facial periférica,
vertigem, distdrbios visuais, confusao, ataxia e bloqueio neuromuscular (KOCH-WESER et al.,
1970). Nefro e neurotoxicidades sdo consideradas dose-dependente e geralmente sdo
reversiveis apds a descontinuacdo da terapia (KELESIDIS; FALAGAS, 2015).

O mecanismo de acdo das polimixinas envolve interacbes eletrostaticas entre o
polipeptideo catiénico e as moléculas aniénicas do lipopolissacarideo (LPS) e esta ligacdo
desloca célcio e magnésio da membrana celular externa das bactérias Gram-negativas levando
a permeabilidade e alteracGes na membrana externa, onde ocorrem rupturas transitérias que
permitem vazamento de contetdo celular e, 0 mais importante, a entrada do proprio antibiético,
levando a morte celular (DAVIS; IANNETTA; WEDGWOOD, 1971; HERMSEN;
SULLIVAN; ROTSCHAFER, 2003; NEWTON, 1956).

As bactérias Gram-negativas estdo demonstrando recentemente uma grande capacidade
de adquirir resisténcia as polimixinas (SON et al., 2018). O mecanismo mais comum para essa
resisténcia envolve a alteracdo do LPS (alvo de ligacdo primario das polimixinas) que pode ser
dar por adicdo covalente de fosfoetanolamina (PEtN) ou 4-amino-4-desoxi-L-arabinose (L-ara-
4-N) ao lipidio A do LPS, modificaces essas que reduzem a carga negativa da membrana
externa, mediadas principalmente pelos sistemas regulatorios de dois componentes PmrA /
PmrB e PhoP / PhoQ (RAETZ et al., 2007). Como o primeiro passo da ac¢do das polimixinas
envolve uma interacdo eletrostatica entre a carga positiva dos residuos moleculares da

polimixina e os grupos fosfato carregados negativamente do lipido A, ao reduzir essa carga
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liguida da membrana externa, a célula bacteriana é capaz de evitar a atracdo eletrostéatica inicial
da molécula de polimixina em sua superficie (VELKOV et al., 2013).

Outro mecanismo de resisténcia as polimixinas foi descrito em K. pneumoniae, no qual
a mutacdo do gene mgrB resulta na desrepressdo do PhoP / PhoQ, com subsequente aumento
da modificagdo do lipidio A (CANNATELLI et al., 2013). Ainda, em A. baumannii, foi relatada
resisténcia as polimixinas devido a perda completa de LPS por mutagcfes em trés genes, IpxA,
IpxC e IpxD (MOFFATT et al., 2011). Outras estratégias menos comuns gque mediam a
resisténcia a polimixina incluem a utilizacdo de bombas de efluxo e formacao de capsulas pelas
bactérias (LLOBET; TOMAS; BENGOECHEA, 2008; PADILLA et al., 2010).

2.3. Plantas medicinais:

A resisténcia bacteriana ocorre em ritmo crescente nos diferentes patdgenos Gram-
positivos e Gram-negativos e representa um grande desafio terapéutico. Considerando o
aumento de bactérias multirresistentes devido ao uso de antimicrobianos, a OMS reconhece o
potencial terapéutico das plantas e seus derivados e seu uso associado com drogas
antimicrobianas para inibir ou intensificar o efeito terapéutico dos medicamentos convencionais
(WHO, 2002). Ao mesmo tempo em que ha pressdes para utilizacdo de antibioticos cada vez
mais eficazes, também existe a necessidade, por fatores como custo e principalmente resisténcia
microbiana, da selecdo e uso do antimicrobiano correto para a infeccdo a ser tratada
(WANNMACHER, 2004). Com o aumento da resisténcia bacteriana a maltiplas drogas surge
uma grande preocupacao e a procura de novas alternativas terapéuticas. As plantas medicinais
representam uma importante fonte para obtencdo destes medicamentos. A atividade
antimicrobiana de extratos e 6leos essenciais de plantas medicinais vem sendo comprovada em
varios estudos realizados no Brasil (HOLETZ et al. 2002; NOVAIS et al. 2003; LIMA et al.,
2006; PORFIRIO et al. 2009; CANTON; ONOFRE, 2010).

A OMS define planta medicinal como sendo “todo e qualquer vegetal que possui, em
um ou mais 0rgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam
precursores de farmacos semissintéticos” (WHO, 2002). Medicamentos obtidos a partir de
plantas tém uma posicdo respeitdvel nos dias de hoje, principalmente nos paises em

desenvolvimento, onde a disponibilidade de servicos de saude é limitada (AGRA; FREITAS;
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BARBOSA-FILHO, 2007). Cerca de 85% desta populagdo utiliza plantas ou preparagdes destas
nos seus cuidados priméarios (MACIEL et al. 2002; WHO, 2011).

O Brasil € o pais com a maior biodiversidade do planeta e possui uma rica diversidade
étnica e cultural com um valioso conhecimento tradicional associado ao uso de plantas
medicinais, tendo assim o potencial necessario para o desenvolvimento de pesquisas com
resultados promissores (FRANCA et al., 2008). As espécies vegetais para estudo farmacoldgico
podem ser selecionadas com base no uso tradicional, levando-se em consideragdo seu conteudo
quimico e toxicidade (MORENO et al., 2013).

Em 1991, a OMS reforgou a importancia da medicina tradicional para as populagdes
com pouco acesso aos sistemas de salde e solicitou que fosse intensificada a cooperacao entre
praticantes da medicina tradicional e da assisténcia sanitaria moderna, principalmente com
relacdo ao emprego de remédios tradicionais de eficacia cientifica demonstrada. Sugeriu
também que os produtos naturais, em particular os derivados de plantas, poderiam conduzir ao
descobrimento de novas substancias terapéuticas. A politica para o uso de plantas medicinais
no servico publico no Brasil foi estabelecida através da Portaria n°. 971 de 03 de maio de 2006
que aprovou, na forma de Anexo, a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no Sistema Unico de Satde — SUS (BRASIL, 2006a) e também através do Decreto n°.
5813 de 22 junho de 2006 que aprovou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) no pais (BRASIL, 2006b).

As plantas medicinais sdo importantes para a pesquisa farmacoldgica e para o
desenvolvimento de novos medicamentos, ndo somente quando seus constituintes sdo usados
diretamente como agentes terapéuticos, mas também como matérias-primas para a sintese, ou
modelos para compostos farmacologicamente ativos (WHO, 1998). Estima-se que
aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente disponiveis foram desenvolvidos direta
ou indiretamente a partir de fontes naturais, sendo 25% de plantas, 12% de micro-organismos
e 3% de animais (CALIXTO, 2000). No caso de certas classes de produtos farmacéuticos, como
medicamentos antitumorais e antimicrobianos, essa porcentagem pode ser maior que 60%
(WHO, 2011).

No Brasil, um namero significativo de extratos brutos e 6leos essenciais de plantas é
usado popularmente para tratar infec¢cbes comuns. Alguns dos constituintes isolados de folhas,
raizes, flores e frutos (flavonoides, taninos, alcaloides, cumarinas e terpenos) séo os principais
responsaveis por medicamentos com agdes analgésicas, antiinflamatdrias, antivirais,
hipoglicemiantes, antiespasmaodicas, antialérgicas e antimicrobianas (HEINRICH et al., 2003).

Embora nem todos possuam evidéncias cientificas comprovando sua eficacia, muitos estudos
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apresentam resultados in vitro ou em animais, mas ndo em humanos (LIMA et al. 2006).
Atualmente hd uma intensa busca para a caracteriza¢do antimicrobiana das plantas ja que os
antibidticos vegetais possuem estruturas quimicas que podem regular o metabolismo
intermediario de patdgenos, ativando ou bloqueando reacgdes e sintese de enzimas ou até mesmo
alterando a estrutura das membranas (DIAZ et al., 2010; MICHELIN et al. 2005).

As potencialidades de uso das plantas medicinais encontram-se longe de estar esgotadas,
surgem sempre novas necessidades, como a multirresisténcia microbiana, e solu¢des podem ser
encontradas no reino vegetal por meio da descoberta e do desenvolvimento de novas moléculas

com atividade terapéutica.

2.3.1. Oleos essenciais

Oleos essenciais sd0 compostos aromaticos, volateis que podem ser extraidos de raizes,
caules, folhas, flores ou de todas as partes de plantas aromaticas. Essas extraces podem ocorrer
por destilacdo de arraste a vapor, que é a técnica mais empregada, compressao de vegetais ou
uso de solventes. A principal caracteristica do 6leo essencial é a volatilidade, diferindo-se,
assim, dos 0leos fixos, obtidos geralmente de sementes (OUSSALAH et al., 2007).

Como caracteristicas, 0 Oleo essencial possui um odor distinto segregado pelas
glandulas das plantas aromaticas, aparéncia oleosa a temperatura ambiente, aroma agradavel e
intenso na maioria dos 6leos e solubilidade em solventes orgéanicos apolares. Em &gua
apresentam solubilidade limitada, mas suficiente para aromatizar as solu¢@es aquosas, que sao
denominadas hidrolatos; de sabor geralmente acre e picante; quando recentemente extraidos
sdo geralmente incolores ou ligeiramente amarelados; em geral ndo sdo muito estaveis,
principalmente na presenga de ar, calor, luz, umidade e metais; a maioria possui indice de
refracdo e sdo opticamente ativos; estrutura quimica formada por carbono, hidrogénio e
oxigénio, dando origem a complexa mistura de substancias, que podem ser varias centenas,
havendo predominancia de uma a trés substancias que caracterizam a espécie vegetal em
questdo, seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, éteres, oOxidos, peroxidos, furanos, acidos
organicos, lactonas, cumarinas, e até compostos com enxofre, cada qual com sua caracteristica
aromatica e acdo bioquimica (DHIFI et al., 2016).

Os constituintes quimicos encontrados no reino vegetal séo sintetizados e degradados
por inumeras reacOes anabolicas e catabolicas, que compdem o metabolismo das plantas, o qual
esta dividido em metabolismo primario e secundario. O primario é responsavel pela sintese de

substancias quimicas destinadas as funcGes vitais como crescimento e desenvolvimento do
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organismo, estando entre elas: celulose, lignina, proteinas, lipideos, aglUcares, aminoacidos,
acidos graxos, nucleotideos e seus polimeros derivados (VON POSER; MENTZ, 2003).

O metabolismo secundario caracteriza-se pela producéo, transformacédo e acumulo de
inimeras substancias que ainda ndo possuem suas funcdes fisioldgicas completamente
determinadas e que aparentam ndo ter grande utilidade na sobrevivéncia das espécies, porém
garantem vantagens e perpetuacdo da espécie em seu ecossistema como defesa da planta contra
predadores, defesa contra 0s micro-organismos, atracdo de insetos e agentes fecundantes
(PANDEY et al., 2017). Sao substancias cuja producdo e acumulagdo estdo restritas a um
nimero limitado de organismos, sendo a bioguimica e o0 metabolismo correspondentes
especificos e unicos, caracterizando-se como elementos de diferenciacdo e especializagdo
(FERRO, 2006) e podem ser utilizados para a terapéutica humana (JIRSCHITZKA et al., 2012).

Os metabolitos secundarios podem ser encontrados em diferentes tecidos e 6rgaos da
planta, entretanto, alguns fatores podem interferir na concentracdo e na distribuicdo do
composto no vegetal, tais como: parametros climéaticos e fatores agrondmicos como
fertilizacdo, irrigacdo, colheita e sazonalidade, intensidade luminosa, temperatura, umidade,
disponibilidade de nutrientes e tipo de solo, além do periodo do dia da coleta, localizacdo
geogréfica e forma de uso in natura ou desidratada e especialmente a fase de desenvolvimento
da planta na data da colheita (KERROLA; GALAMBOSI; KALLIO, 1994).

O uso dos bleos essenciais ainda é bastante limitado e engloba mais o dominio de
cosméticos e perfumaria (B1ZZO; HOVELL; REZENDE, 2009). E importante desenvolver
uma melhor compreensao de suas propriedades bioldgicas e componentes individuais para
novas aplicacfes como terapias alternativas ou complementos aos compostos sintéticos da
inddstria quimica, principalmente com relagdo ao crescente problema da multirresisténcia
bacteriana aos antimicrobianos disponiveis comercialmente.

No ambito da microbiologia, os 0leos essenciais ja demonstraram propriedades
antissépticas, antibacterianas, antivirais e antifungicas (BARBOSA et al., 2015). Portanto, eles
sdo uma ferramenta poderosa para contornar a resisténcia microbiana (STEFANAKIS et al.,
2013). Com relagdo a atividade que esses compostos desempenham nos micro-organismos, uma
caracteristica que se destaca nos 6leos essenciais € sua hidrofobicidade, que permite interagdo
com os lipidios da membrana celular das bactérias, perturbando a estrutura, tornando-a mais
permeavel e levando a vazamento de ions e outras moléculas celulares (SIKKEMA; DE BONT;

POOLMAN, 1994). Embora, o extravasamento de componentes celulares possa ser tolerado
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sem perda de viabilidade, uma maior perda de contetdo celular ou perda de moléculas criticas
e ions pode levar a morte celular (NAZZARO et al., 2013).

Oleos essenciais e/ou seus constituintes podem ter um dnico alvo ou mdltiplos alvos
para exercer sua atividade antimicrobiana. Os mecanismos de acdo dos 6leos essenciais e/ou
seus componentes dependem de sua composi¢do quimica. Por exemplo, o timol e o carvacrol
tém efeitos antimicrobianos semelhantes, mas possuem diferentes mecanismos de agéo contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (DORMAN; DEANS, 2000). A localizacdo de um
ou mais grupos funcionais nessas moléculas pode afetar sua atividade antimicrobiana.
Desvendar o mecanismo de acdo dos 6leos essenciais requer estudo tanto da matéria-prima
quanto dos componentes singulares e 0 modo de acdo deve ser estudado em multiplas linhagens

e espécies de micro-organismos.

2.3.2. Cinnamomum sp.

A canela é uma especiaria tropical asiatica nativa do Sri Lanka (JAYAPRAKASHA;
RAO, 2011) obtida da casca interna de vérias arvores do género Cinnamomum (SHREAZ et
al., 2016). E uma lauracea de casca espessa e rugosa e aroma delicado, as vezes picante e
acucarado. Muito utilizada na China e no norte da india, onde quase toda sua producio é
absorvida, seja como condimento ou medicamento. E uma planta com folhas persistentes,
atinge cerca de 3 metros de altura, seu tronco exterior é rugoso e castanho-acizentado e a casca
interna € mais lisa e castanho-avermelhada. A colheita da casca é realizada na estacdo das
chuvas e esta é colocada para secar em esteiras ou redes posteriormente, na época da seca, entdo
essas cascas se curvam tomando a forma de pequenos canudos, classificados em funcéo de seu
comprimento, cheiro e cor. E amplamente utilizada na culinaria como condimento e também
como aditivo alimentar e agente aromatizante (BERALDO et al., 2013; MORITZ et al., 2015).
O sabor e aroma intensos vém do aldeido cinamico ou cinamaldeido (3-fenil-2-propenal)
(LIMA et al., 2005).

Existem varias espécies de canela que sdo usadas, ndo so na culinaria, mas também em
medicamentos tradicionais e modernos (RAO; GAN, 2014). As cascas e folhas sdo comumente
usadas para tratar varios distirbios e sdo conhecidas por exercerem propriedades
antibacterianas (ALVES et al., 2016; MELO et al., 2015), antifungicas (WANG; CHEN;
CHANG, 2005), antioxidantes (MATHEW; ABRAHAM, 2006), antidiabéticas (LU et al.,
2011), anti-inflamatorias (TUNG et al., 2008; TUNG et al., 2010), nematicidas (KONG et al.,
2007), efeitos inseticidas (CHENG et al., 2009) e anticancerigenos (KOPPIKAR et al., 2010).
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Aproximadamente 250 espécies foram identificadas no género Cinnamomum, com
distribuicdo em todo o mundo (VANGALAPATI et al., 2012). Os 6leos essenciais de canela
mais importantes pertencem as espécies C. burmannii, C. camphora, C. cassia, C.
osmophloeum, C. verum e C. zeylanicum (BARCELOUX, 2009). Os fabricantes de produtos
farmacéuticos usam 6leos de canela de Ceildo (6leo de canela) e canela chinesa (6leo de cassia)
sem distincdo entre eles (JAYAPRAKASHA; RAO, 2011).

A canela, como outras plantas, possui uma ampla variedade de metabdlitos secundarios
e alguns exibem propriedades antibacterianas (NAZZARO et al., 2013; LANGEVELD;
VELDHUIZEN; BURT, 2014). Estes compostos incluem cinamaldeido, cinamato, &cido
cindmico (VANGALAPATI et al., 2012; SENANAYAKE; LEE; WILLS, 1978) e uma ampla
gama de dleos essenciais, tais como trans-cinamaldeido, acetato de cinamila, eugenol, L-
borneol, canfora, 6xido de cariofileno, b-cariofileno, L-bornil acetato, E-nerolidol, a-cubebeno,
a-terpineol, terpinoleno e a-thujeno (TUNG et al., 2008; TUNG et al., 2010). A quantidade e a
presenca de cada composto varia dependendo da parte da planta da qual foi extraido o 6leo
essencial (RAO; GAN, 2014).

O trans-cinamaldeido (TC), um aldeido insaturado, mostrou ser o principal responsavel
pela atividade antibacteriana da canela, sendo o grupo acroleina (parte carbonila alfa,beta-
insaturada) essencial para a atividade dessas moléculas (BAE; JI; PARK, 1992). E aprovado
pela FDA (Food and Drug Administration), tem sido amplamente utilizado em alimentos e
cosméticos (LEE; BALICK, 2005) e foi considerado pouco toxico para 0s seres humanos
(SHEN et al., 2015). Porém, ainda € preciso estudar mais sobre qual a melhor maneira de
usufruir farmcologicamente dessa atividade antimicrobiana, j& que alguns estudos
demonstraram a instabilidade do TC quando exposto ao ar, uma vez que ele é prontamente
oxidado em &cido cinamico, levando a perda volatil (SMITH et al., 2000). Além disso, in vivo,
a decomposicdo também pode ocorrer antes que seja capaz de realizar atividade bactericida,
pois o TC absorvido pode réapida e irreversivelmente se tornar acido cindmico através de catélise
enzimatica, se tornando instavel no sangue (YUAN et al., 1992).

Com relagéo aos componentes menores, um efeito antibacteriano foi relatado para o
metoxicinamaldeido, enquanto a cumarina, o acetato de cinamila e o benzaldeido mostraram
ter baixo ou nenhum efeito antibacteriano (CHANG; CHEN; CHANG, 2001; YANG et al.,
2012). Sabe-se que a mistura de diferentes constituintes pode resultar em efeitos sinérgicos ou
aditivos; apesar de estar presente em niveis baixos ou nao ter efeito antibacteriano quando usado
isoladamente, € possivel que esses componentes menores possam aumentar o efeito do TC ou
ter outros alvos de acdo nas células bacterianas (BASSOLE; JULIANI, 2012).
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2.4. Interacéo de plantas medicinais com drogas antimicrobianas:

Com a urgente necessidade de procurar novas classes de substancias antibacterianas,
especialmente a partir de fontes naturais, uma nova forma de terapia é a utilizacdo da
combinacdo sinérgica entre agentes antimicrobianos conhecidos e produtos naturais
economicamente vidveis. Essa combinacao pode expandir o espectro antimicrobiano, contornar
0 aparecimento de resisténcias, proporcionar uma maior atividade antibacteriana, diminuir os
efeitos colaterais adversos, aumentar a biodisponibilidade e minimizar a toxicidade dos
antibidticos devido a reducdo da dose necessaria para o tratamento (CHANDRA;
RAKHOLIYA, 2011). Assim sendo, o efeito potencializado dessas associagdes pode servir
como nova estratégia para tratamento de infec¢cdes, possibilitando o uso de drogas
antimicrobianas quando esta de forma isolada ndo se apresentar eficaz sobre determinadas
linhagens bacterianas (KUMAR et al. 2009).

Novas drogas antimicrobianas combinadas que incluem produtos naturais surgiram, nos
ultimos anos, como uma prioridade de pesquisa (VAN VUUREN; VILJOEN, 2011) e existem
varios estudos mostrando essa possibilidade com extratos e 6leos essenciais de Cinnamomum
spp.. O o6leo essencial de C. zeylanicum possui sinergia com amicacina, gentamicina, imipenem
e meropenem contra Acinetobacter baumannii (GUERRA et al., 2012) e se mostrou promissor
em combinagdo com a colistina, uma droga atualmente usada para o tratamento de infecgéo por
bactéria Gram-negativa produtora de carbapenemase (UTCHARIYAKIAT et al., 2016). O 6leo
essencial de C. burmannii apresentou sinergia com a gentamicina contra Staphylococcus
epidermidis (NURYASTUTI et al., 2009) e o 6leo essencial de C. verum demonstrou o
potencial de reverter a resisténcia de E. coli portadora do gene da beta-lactamase TEM-1 a
piperacilina. No estudo citado, as imagens de microscopia eletronica de varredura mostraram
alteracdes na superficie celular bacteriana tratada atribuidas a ruptura da membrana celular
seguida por perda de material intracelular. As células tratadas somente com 6leo essencial de
C. verum mostraram uma superficie corrugada, enquanto o tratamento em combinacdo com
piperacilina mostrou grande dano com mudangas no tamanho e na forma das células (YAP et
al., 2015).

O TC diminuiu a CIM da clindamicina para o Clostridium difficile em 16 vezes
(SHAHVERDI et al., 2007). O possivel mecanismo foi a inibicdo de um sistema de bomba de
efluxo de mudaltiplas drogas (CdeA) identificado nesta bactéria. O TC também age
sinergicamente com ampicilina, bacitracina, clindamicina, eritromicina, novobiocina,
penicilina, estreptomicina, sulfametoxazol e tetraciclina para varias espécies Gram-negativas e
Gram-positivas (SHAHVERDI et al.,, 2007; KOLLANOOR JOHNY; HOAGLAND;
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VENKITANARAYANAN, 2010; PALANIAPPAN; HOLLEY, 2010). Um efeito sinérgico
de TC com estreptomicina foi descrito contra Listeria monocytogenes e Salmonella
typhimurium. As combinaces sinérgicas tiveram atividades antibiofilme mais fortes do que os
componentes individuais e causaram uma reducao no nimero de bactérias viaveis. Imagens de
microscopia de fluorescéncia demonstraram que a arquitetura dos biofilmes de ambas as
linhagens exibia poucos agregados celulares e estavam dispersos. O TC pode inibir o sistema
quorum-sensing e influenciar a expressdo de genes relacionados ao biofilme. O tratamento
combinado de antibioticos e 6leo essencial de canela danifica os biofilmes e permite o facil
acesso dos antibioticos a célula bacteriana (LIU et al., 2015).

Pesquisas sobre combinacgbes antimicrobianas podem fornecer novas maneiras de
combater a incidéncia cada vez maior de infeccdes bacterianas resistentes a multiplas drogas.
Para melhorar a eficicia dos antibidticos, € necessario estudar os mecanismos de a¢do dos
produtos naturais, os quais melhoram a difusdo dos antibidticos e permeabilizam a membrana
bacteriana, que é responsavel pela resisténcia geral aos antibidticos nas bactérias (BOLLA et
al., 2011). Embora haja um numero consideravel de estudos sobre a acdo antimicrobiana de
plantas medicinais e da canela ou de seus constituintes na literatura, poucos investigaram seus
efeitos em bactérias multirresistentes como as Gram-negativas produtoras de carbapenemases
(UTCHARIYAKIAT et al., 2016; YAP et al., 2015; GUERRA et al., 2012). A detec¢éo precisa
do gendtipo de carbapenemases e outras enzimas de resisténcia, o entendimento dos
mecanismos de resisténcia bacteriana e dos mecanismos de novos agentes antimicrobianos
ajudardo a minimizar a disseminacao e a evolucao da resisténcia, reduzir as consequéncias do
uso de antibidticos e possivelmente permitir o controle futuro de infeccbes causadas por esses

pat6genos extremamente resistentes.
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3 OBJETIVOS

GERAL:
Avaliar a atividade antibacteriana e os mecanismos de acdo do Oleo essencial de

Cinammomum cassia (L.) em bactérias Gram-negativas produtoras de carbapenemases.

ESPECIFICOS:

» Caracterizar fenotipica e molecularmente os mecanismos de resisténcia das cepas
bacterianas estudadas;

» Testar in vitro o 0leo essencial de Cinammomum cassia (L.) contra bactérias Gram-
negativas produtoras de carbapenemase;

» Testar se ha sinergismo entre o Oleo essencial de Cinammomum cassia (L.) e
antibioticos disponiveis comercialmente;

« Investigar possiveis mecanismos de acéo do 6leo essencial de Cinammomum cassia (L.)

nas cepas bacterianas estudadas.
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Abstract

Background: The emergence of bacterial multidrug resistance is an important public health
problem that has resulted in the need to explore novel sources of antibiotics with novel
mechanisms of action. Natural plant products are sources for novel drug development, as they
have several biological properties, including antimicrobial activity and cinnamon oil has been
found to exhibit antimicrobial effects on multidrug-resistant Gram-negative.

Purpose: The objective of the present study was to evaluate the antibacterial activity of
Cinnamomum cassia L. essential oil (CCeo) against carbapenem and polymyxin-resistant
Enterobacter cloacae strain.

Study design: CCeo was tested against carbapenem and polymyxin-resistant Enterobacter
cloacae strain.

Methods: The antibacterial activity of CCeo was evaluated using the broth microdilution and
time-kill methods. PCR and genome sequencing were performed to confirm strain
multiresistance profile.

Results: Molecular analysis proved the studied E. cloacae strain high resistance to antibiotics.
CCeo exhibited a inhibitory effect against carbapenem and polymyxin-resistant Enterobacter
cloacae strain (minimum inhibitory concentration [MIC], 17.57 pg.mL"). The survival curves
of the strain showed a decrease in viable cell counts over time after a 24 h treatment with CCeo.
Conclusion: The antibacterial effect of CCeo was consistent, making it an interesting candidate
for the development of alternative therapeutic options against carbapenem and polymyxin-
resistant Enterobacter cloacae strains. Further studies with animal models are necessary to

better understand the in vivo efficacy of CCeo.

Keywords: antibacterial activity; Cinnamomum cassia L. essential oil; carbapenemase; natural

plant products; polymyxin.
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Introduction:

The emergence of multidrug-resistant Gram-negative (MDR-GN) bacteria has been a
public health issue, the cases of Enterobacter spp. infections with acquired resistance to most
classes of commercially available antimicrobial agents including carbapenems and polymyxins
are rising all over the world (Rosa et al., 2017). Carbapenems are frequently used to treat serious
infections caused by MDR-GN, especially those with production of AmpC cephalosporinases
or extended-spectrum beta-lactamases (ESBL), such as infections caused by Enterobacter spp.
(Bratu et al., 2005). This scenario led to the reconsideration of polymyxins, cationic polypeptide
antibiotics, classified by letters A to E, developed over 50 years ago (Storm et al., 1977), as a
valuable therapeutic option. Reports of common and serious nephrotoxicity and neurotoxicity
(Koch-Weser et al., 1970) limited their use until the rise of MDR-GN.

However, Gram-negative bacteria are recently demonstrating great capability of
acquiring resistance to polymyxins despite the fact of the high pressure on them with a variety
of antimicrobial classes used in clinical treatment. Acquired resistance to polymyxins in MDR-
GN started to be common only in the recent years, probably due to the little use of these agents
over the last 50 years. Polymyxin-resistant Enterobacter spp. have been identified and have
been increasingly reported (Baron et al., 2017; Denervaud-Tendon et al., 2017; Liu et al., 2016).
This highlights the urgency of studying novel alternatives of treatment. Plant-derived essential
oils contain potent natural agents that have been used for hundreds of years to combat
pathogens, such as, bacteria, fungi, and viruses (Hammer et al., 1999). Cinnamon oil has been
found to exhibit antimicrobial effects on MDR-GN (Guerra et al., 2012; Yap et al., 2015). In
this study, the Cinnamomum cassia oil (CCeo) efficacy in inhibiting a carbapenem and

polymyxin-resistant strain of Enterobacter cloacae was evidenced.

Material and Methods:
Essential oil

The essential oil used in this study was C. cassia, a clear liquid yellow to brown oil,
extracted by leaf, bark and branches steam destilation, with density of 1.053, originated from
China and acquired comercially by Ferquima Ind. Com. LTDA (S&o Paulo, Brazil), CAS
number: 84961-46-6. Cinnamaldehyde is the most prevalent compound (87.6%), followed by
a-humulene (3.1%), y-elemene (2.5%), borneol (1.5%), cinnamic acid (0.7%), benzaldehyde
(0.5%) and eugenol (0.4%), according to the technical report presented by the supplier.
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Bacterial strain

A clinical isolate of carbapenem and polymyxin-resistant E. cloacae, was identified in
September 2015, in a vigilance culture (nasal swab) in a brazilians teaching hospital. The
isolate were identified and characterized about its sensibility to antibiotics by BD
Phoenix™100 (Becton Dickinson, Frankling Lakes, NJ). Preliminary screening for the
presence of carbapenemase was performed by the modified Hodge test (CLSI, 2015). The study
was conducted with the approval of the Research Ethics Committee from the Universidade
Federal da Grande Dourados (Process No. 877.292/2014).

Molecular analysis

Polimerase Chain Reaction (PCR) and sequencing was performed to search for the
presence of the carbapenens resistance genes blacTx-m-1-like, DlacTx-m-2-like, DlacTx-m-s-like, blacTx-
M-14-like, DlaGEs-like, Dlacim-iike, Dlaimp-10, blaimp-iike, blakpc-2, blanpm-iike, Dlaoxa-23, blaoxa-4s-like,
blasHv-iike, blasim-ike, Dlasme-tike, blaspm-iike, blatem-iike and blavim-iike (Silva et al., 2015; Silva et

al., 2016) and polymyxin B resistance gene mcr-1 (Liu et al., 2016).

Whole-genome sequencing

Genomic DNA was extracted from fresh culture. The concentration and purity of DNA
were determined with a Qubit® 2.0 fluorometer using the dsDNA BR Assay Kit (Life
Technologies, Carlsbad, CA). Sequencing library were prepared using the Nextera library Kit
(Illlumina). DNA sample was subjected to sequencing via lllumina MiSeq Platform (Illumina,
San Diego, USA), as described previously (Dung et al., 2017). Reads were mapped to a
reference sequence and specie identification was confirmed with Kraken (Wood and Salzberg,
2014). Read set was assembled using SPAdes version 3.6.1 and annotated using Prokka
(Seemann et al., 2014). Read set was also screened for known alleles of genes using a read
mapping approach with SRST2. For acquired resistance genes were used the ARG-ANNOT
database (Gupta et al., 2014).

Antibacterial activity

The minimal inhibitory concentration (MIC) of the CCeo was determined by broth
microdilution as described by Cavalcanti et al. (2011) and was determined by resazurin
colorimetric assay. The time-kill method was performed by the broth macrodilution technique

(Morinaka et al., 2016). Positive control was tigecycline with twice the MIC since the studied
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strain has intermediate sensitivity to this antibiotic and there was no sensitivity to other
pharmacological classes. Negative control was BHI with the bacterial strain and sterility control

was only saline.

Results:

The E. cloacae strain has an extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) and carbapenem
and polymyxin-resistant profile and is highly resistant to antibiotics, with the exception of
amikacin and tigecycline with intermediate resistance (table 1). The presence of a blakpc-2 gene
confirmed the carbapenem-resistant profile. Genes blacTx-m-1-iike, DlacTx-m-2-like, DlacTX-M-8-ike,
blacTx-m-14-like, Dlaces-like, blagiv-like, Dlaimp-10, Dlaimp-iike, blanpm-like, Dlaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-
48, blaoxa-as-ike, blaoxas1, blaoxa-ss, blaskv-like, blasiv-iike, Dlasve-like, blaspm-ike, blaTem-ike,
blavim-ike and mcr-1 were not detected in the studied strain. The assembled genomic data with
the ResFinder defined 17 resistance genes. Metallo-beta-lactamase resistance genes
encountered were ampC, blactx-m-15, blakpc-2, blaoxa-1 and blarem, other resistance genes were
aac3, aac6, aphA6, catB4, dfrA8, dfrAl4, gqnrB1, strA, strB, sul2, tetA and tetR conferring
resistance to aminoglycosides, chloramphenicol, trimethoprim, fluoroquinolones,
streptomycin, sulfamethoxazole and tetracycline.

The CCeo exhibited inhibitory effect for studied carbapenem and polymyxin-resistant
E. cloacae strain, with low percentages of the essential oil 0.0019% and MIC of 17.57 pg.mL"
1. The survival curve of the strain showed a decrease in viable cell counts over time as seen in
figure 1. Treatment with CCeo showed decrease in cell counts of approximately 5 logio
CFU.mL™. Considering the time of cell death, the results showed total inhibition of carbapenem
and polymyxin-resistant E. cloacae with cell counts reduced to zero after 24 h of treatment with
CCeo. Furthermore, imipenem and polymyxin B showed no activity for up to 24 h. Tigecycline
was used at twice the MIC value as positive control and successfully inhibited the strain within

24 h. Saline was used as the negative control.



Table 1. Antimicrobial susceptibility patterns (MICs in pg.mL™?) assessed by Vitek® 2.

Amikacin
Aztreonam
Ceftazidime
Cefepime
Ceftriaxone
Ciprofloxacin

Ertapenem

32(I)
>16 (R)
>16 (R)
>16 (R)
>32 (R)
>2 (R)
>4 (R)

Gentamicin

Imipenem

Meropenem
Piperacillin/Tazobactam
Polymyxin B
Tigecycline

Sulfamethoxazole/Trimethoprim

<=2 (R)
8 (R)
8 (R)

>64 (R)

>4 (R)
2(I)

>4 (R)

(I): intermediate, (R): resistance.
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Figure 1. Time-kill curves with CCeo against the carbapenem and polymyxin-resistant E.

cloacae strain. CCeo, C. cassia L. essential oil; MIC, Minimal Inhibitory Concentration, POL,

polymyxin B; C+: positive control; C-: negative control (E. cloacae and BHI — Brain Heart

Infusion broth).

Discussion:

With a great number of antibiotics having been found to be ineffective, the use of

medicinal plants as a potential source of novell antibiotics to treat microbial infections has

increased (Hammer et al., 1999). The CCeo possess promising antibacterial properties against

the carpapenem and polymyxin-resistant E. cloacae strain, resistant to almost all classes of
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clinical used antibiotics, with low MIC of 17.57 pg.mL™ and time kill curves showing counts
of bacteria cell reducing to zero within 24 hours. As far as we know, it is the first report of
antibacterial action of CCeo against multidrug-resistant Enterobacter sp. Only one study with
CCeo against a sensible strain of Enterobacter sp. is found in literature, presenting a 600 pg.mL"
1 MIC (Ooi et al., 2006). To analyze the mechanisms of antimicrobial resistance, phenotypic
and molecular analyses of carbapenem and polymyxin-resistant E. cloacae were performed.
Phenotipic antimicrobial resistance to carbapenems and polymyxin B was confirmed and
molecular analysis by PCR allowed discovering of blakec-2 gene ellucidating the mechanism of
carbapenens resistance. Sequencing also confirmed presence of blakec2 gene and allowed the
acknowledgment of another metallo-beta-lactamase genes such as ampC, blactx-m-1s, blaoxa-1
and blatem, proving a very difficult to treat E. cloacae strain, with a great range of resistance
apparatus, possibly capable of transfering related resistance genes, leading to increasing
resistance to clinical antibiotics. Resistance to polymyxin B was not due to the presence of mcr-
1 gene and sequencing did not show any known gene of polymixins resistance. Mutation”s
molecular analysis of the strain will help to better understand these mechanisms.

The production of carbapenemases by pathogens that are also resistant to polymyxins is
a matter of concern, as it drastically reduces the available therapeutic options (Nazzaro et al.,
2013). Thus, is urgent the need of new antibiotics for the treatment of infections caused by
carbapenemase-producing Gram-negative bacteria. Carbapenem and polymyxin-resistant
Enterobacteriaceae are considered critical in WHO list of priority for research and development
of new antibiotics (Langeveld, et al., 2014).

In addition to determining the MICs, our study also used the more accurate time-kill
method, which made it possible to verify the speed at which CCeo inhibited the studied
bacterium to enhance the understanding of the underlying mechanisms of CCeo’s action.
However, the mechanism of the antibacterial action of CCeo seems complex. Several pathways
could be involved in the inhibitory effects of this oil against bacterial cells, which makes it
difficult to determine them. Multiple experiments would be necessary to evaluate all the
possible mechanisms and provide a clearer insight into the actions of CCeo. The antimicrobial
action of essential oils can involve single or multiple targets. Therefore, their mechanisms of
action cannot be attributed to a unique site of action, but are instead a cascade of reactions
involving the entire bacterial cell (Morinaka et al., 2016).

About CCeo toxicity, the major components of C. cassia are considered to be non-toxic

and safe agents with no acute or chronic toxicity, no mutageneticity or genotoxicity and no
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carcinogenicity detected in mammalian studies (Bickers et al., 2005), making CCeo even more

interesting as raw material for drug development.

Conclusion:

The efficacy of CCeo in inhibiting the growth of carbapenem and polymyxin-resistant
E. cloacae associated with nosocomial infection was demonstrated in this study. The
antibacterial activity was effective with a low concentratin of CCeo, making CCeo a favorable
candidate for the development of an alternative treatment. This finding is important, considering
the critical need for novel sources of antibiotics to address the increasing incidence of drug-
resistant human pathogens, especially multidrug-resistant ones. Thus, future studies of CCeo
activity and its resistance mechanisms in animal models are necessary to enhance our

understanding of its actions and establish its efficacy.
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6 CONCLUSOES

O CCeo foi capaz de inibir K. pneumoniae e S. marcescens, produtoras de
carbapenemase e E. cloacae produtor de carbapenemase e resistente a POL. A atividade
antibacteriana foi eficaz com uma baixa concentracdo de CCeo para E. cloacae e mostrou
potencial para interagir com POL para o tratamento de K. pneumoniae e S. marcescens. CCeo
pode possivelmente atuar reduzindo doses da POL, diminuindo toxicidade e surgimento da
resisténcia a POL entre bactérias Gram-negativas produtoras de carbapenemases. CCeo
desestabiliza a membrana externa da bactéria possibilitando a entrada da POL no espaco
periplasmético, o que leva a morte celular; porém os mecanismos de sensibilidade de S.
marcescens a POL, quando associados ao CCeo, sdo multifatoriais e necessitam ser elucidados.
Considerando a necessidade critica de novas fontes de antibioticos para abordar a crescente
incidéncia de patdgenos humanos resistentes a drogas, especialmente os resistentes a multiplos
farmacos, os resultados dessa pesquisa representam uma base para mais estudos, inclusive in
vivo e clinicos, para estabelecer melhor a eficacia e mecanismos de acdo da combinacdo de

CCeo e POL para o desenvolvimento de novos tratamentos.
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Este estudo prop0s fazer uma busca por produtos naturais com atividade antibacteriana

contra bactérias Gram-negativas produtoras de carbapenemase. Foram testados inicialmente 37

extratos de plantas e 13 6leos essenciais (tabela 2).

Tabela 2. Relagdo dos extratos de plantas e Oleos essenciais triados para atividade

antibacteriana e sinergismo com antibidticos contra bactérias Gram-negativas produtoras de

carbapenemases.
Atividade
Siglas | Extratos antibacteriana/sinergismo
com antibioticos
1 | Aal Extrato aquoso de Alchornea glandulosa folhas -
2 | Aa2 Guanidina  alcaléide  N-1, N-2, N-3- -
triisopentenilguanidina (Composto de Alchornea
glandulosa)
3 |AC Extrato metandlico de Anonna crassiflora -
4 | ACA Extrato metanolico de Annona cacans folhas -
5 | ACO Extrato metandélico de Annona coriécea folhas -
6 | ACRA | Extrato metandlico de Annona crassiflora folhas -
7 | AG Extrato metandlico de Alchornea glandulosa -
folhas
8 |ALT Alternanthela sp. -
9 | AS Extrato metandélico de Anonna sylvatica folhas -
10 | BARC | Extrato metandlico de  Stryphnodendron -
adstringens casca
11 | BARF | Extrato metandlico de  Stryphnodendron -
adstringens folhas
12 | BLU Blutaparon sp. -
13 | CAF Extrato etandlico de Copernicia australis frutas -
14 | CAFL | Extrato etan6lico de Campomanesia xanthocarpa -
frutas
15 | CAR Extrato metandlico de Psychotria carthagenensis -
folhas
16 | CG Extrato metandlico de Cephalantus glabratus -
folhas
17 | DF Extrato  metandlico de  Stryphnodendron -
adstringens folhas
18 | GC Extrato etandlico de Gomphrena celosioides -
partes aéreas
19 | HSC Extrato metandlico de Hibiscus sabdariffa casca -
20 | HSF Extrato metandélico de Hibiscus sabdariffa folhas -
21 | MG Myrcia guianensis -
22 | MU Byrsonima crassifolia raiz e caule -
23 | PA Fracdo cloroférmica de Piper amalago folhas -
CHCI3
24 | PA Fracdo hexanica de Piper amalago folhas -
HEXA
25 | PC Extrato metanolico de Palicourea crocea folhas -
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26 | PCA Extrato metandlico de Psychotria carthagenensis -

folhas
27 | PCP Extrato metandlico de Psychotria capilacea -
folhas
28 | PDE Extrato metandlico de Psychotria deflexa folhas -
29 | PE Extrato metanolico de Paulinia elegans folhas -
30 | PLE Extrato metandlico de Psychotria leiocarpa -
folhas
31 | PV Extrato metanolico de Piper vicosanum -
32 |RH Extrato hexanico de Randia armata -
33 | SH Extrato etandlico de Serjania hebecarpa -
34 | STF Extrato metandlico de Schinus terebinthifolius -
folhas
35| TSC Extrato metandlico de Trichilia sylvatica casca -
36 | TSF Extrato metanolico de Trichilia sylvatica folhas -

37 | UUL Extrato metanolico de Urvillea ulmaceae folhas -

Siglas | Oleos essenciais

38 | OVeo | Origanum vulgare folhas X

39 | CCeo Cinnamomum cassia folhas e casca X

40 | ROeo Rosmarinus officinalis -

41 | ZOeo | Zingiber officinale -

42 | Oceo Ocotea sp. casca -

43 | Cueo Cunila sp. -

44 | Ocor Ocotea corymbosa folhas -

45 | Odif Ocotea diopyrifolia folhas

46 | Odic Ocotea diopyrifolia casca

48 | Nmemc | Nectandra membranacea casca

X
X
47 | Nmeg | Nectandra megapotamica flores X
X
X

49 | Nmemf | Nectandra membranacea folhas

50 | STO Schinus terebinthifolius frutas -

Legenda: -: auséncia de atividade antibacteriana contra bactérias Gram-negativas produtoras de
carbapenemases; x: presenca de atividade antibacteriana ou sinergismo com antibiéticos contra
bactérias Gram-negativas produtoras de carbapenemase.
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Organograma 1. Esquema organizacional e cronoldgico das avalia¢Oes realizadas no presente

estudo.

(" Micro-organismos )
isolados de amostras
clinicas:

Acinetobacter
baumannii,

Enterobacter cloacae,
Klebsiella pneumoniae,
\_Serratia marcescens

( )

Vitek® 2, MHT,
MALDI-ToF ToF,
PCR,CIM e
sequenciamento

Avaliacdo do potencial
antibacteriano de plantas
medicinais

Produtores de
carbapenemases:

blagy .23 Plakpc, €
AimP-10

Disco-difusdao, CIM
e Time-kill

(

— OVeo, CCeo

\
Teste de interacdo entre
plantas medicinais e
antibioticos
J
( )
Disco-difuséo,
— Time-kill e
Checkboard
L J
4 N
CCeo x POL
Nmeg x IPM
\ J

Legenda: CCeo: 0leo essencial de Cinnamomum cassia L.; CIM: Concentracdo inibitdria
minima; IPM: imipenem; MHT: teste modificado de Hodge; OVeo: 6leo essencial de Origanum
vulgare L.; PCR: reagdo em cadeia da polimerase; POL: polimixina B.
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Conclusion: This review describes the antibacierial effects of cinnamon and ils constituents, such as cinna-

maldehyde and cinnamic acid, against pathogenic Gram-positive and Gram-negative bacteria. The review also
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Abstract: The essential oil of leaves and barks of Nectandra lanceolata, obtained by hydrodistillation,
was characterized in terms of its chemical composition by GC-FID, GC-MS and NMR. The analyses and
identitication pointed by mass fragmentation pattern and retention index revealed the presence of 30 compounds
in the oil from leaves and 36 compounds in o1l from barks. representing 91.8 % of the total leaf oil and 96.5 % of
the bark o1l. The major compounds of the leaf oil were E-caryophyllene (12.45 %), biciclogermacrene (18.2 %)
and spathulenol (16.7 %). In the o1l from barks, the major compounds were guaiol (13.2 %), cubenol (7.6 %), o~
epi-cadinol (4.8 %). y-cadinene (7.6 %), o-pinene (6.9 %). Morcover, were evaluated the potential of inhibition
against the resistant bacteria Acinetobacter baumannii and antitumor properties of oils. It was possible to
conclude that oil from bark of Nectandra lanceolata present more potent activity than oil from leaves. The
essential oil from bark of Nectandra lanceolata showed more activity against K562 (14.6 pg.mL") and U251
(37.3 ug.mL"'). The content of these fractions was predominantly of the sesquiterpenes, such as guaiol. cubenol,
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Key Words: We describe a clonal disseminarion of KPC-producing Enterobacrer cloacae in a Brazilian hospirtal. Pa-
Antibiotic resistance tients diagnosed with theses isolates showed high mortality rate (41.8%) and were associated with previous
[-lactamases use of antibiotics and urinary catheterization. Therefore, infection control measures and use of stricter
Enterobacreriaceae antibiotic policies are required to control the spread of these organisms.

© 2018 Association for Professionals in Infection Control and Epidemiology, Inc. Published by Elsevier
Inc. All rights reserved.
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surias de
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infecciosos. Acredita-se que estes estudos possam contribuir para tragar medidas de mnten-g:ﬁn adequadas
bem como para evitar futuros surtos de infecgdo dentro do ambiente hospitalar, contribuindo desta forma
com agdes de vigilancia em saldde e conseguentemente reduzindo os gastos do Sistema Unico de Sadde
com internagdes provenientes destes

problemas. ao ambiente hospitalar sobre a aquisicio destes agentes infeccicscs. Acradita-se que estes
estudos possam contribuir para tragar medidas de contengde adequadas bem como para evitar futuros
surtos de infechgin dentro do ambiente hospitalar, contribuindo desta forma com ag-:':es de vigildncia em
saude e consequentemente reduzindo os gastos do Sistema Unice de Satide com inte ma-g:-i-EE provenientes
destes problemas.

Objetive da Pesquisa:

Estudar a ocoméncia de Entercbactérias produtoras de carbapenemase (KPC) iscladas de pacientes
atendidos no Hospital Universitarioc de Dourados, visando identificar os fatores de riscos associados a

aquisigic de infecgdes causadas por estas bactérias.
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Quanto 305 beneficios parece ser uma proposta que possibilitara auxiliar agdes de vigildncia em salde. A
avaliagio dos riscos inerentes 3 coleta das amostras dos patientes & inexistente. Mo entanto, a pesquisa &
retrospectiva, uma vez gue o materal ja foi coletado em procedimento padrio da instituigie em que sera

realizada a pesquisa, o que toma suficiente a al..'aliagﬁcl ara apresentada no protocolo.

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:

O tema & relevante e os resultados da pesquisa podem contribuir com agdes de vigildncia em salde no HU.
A pesquisadora realizou adendo no protocolo (embora sem decumenio de encaminhamenio) que
corresponde ao aumento no numers de participanies na pesquisa. O aumento seria de 300 pariicipantes

muwdanga no n de 200 para 500 participantes).

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Descreve suficientemente o procedimento para cbtengdo do TCLE, além de versdo reformulada do TLE
(TCLE 12.11.2014).

Recomendagdes:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Os pesquisadores descreveram detalhadamente ¢ procedimente para obtengdo dos TCLEs de forma a

documentar, caso a caso, a impossibilidade da sua obtengio. Mo tocante a esse ponto, o

Enderego:  Rua Maivin Jones, 840

Balrre: Jardim Amerca CEP. 79803010
UF: M5 Munlciplo: DOURADCS
Telefone: |(57)3410-2853 E-mall: cepungd.edu.br

P i} e I3



102

UF FUNDACAO UNIVERSIDADE

GD FEDERAL DA GRANDE W
DOURADOS/UFGD-MS

Consnuaglo do Farecer: £77.292

protocolo esta conforme as exigéncias pregadas pela Res CNS 486/2012 para a dispensa do TCLE.

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagiao da CONEP:
N3o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

DOURADOS, 18 de Novembro de 2014

Assinado por:
Paulo Roberto dos Santos Ferreira
(Coordenador)
Enderego: Rua Maivin Jonss, 340
Balrro: Jardim Amernca CEP: 79.803-010
UF: MS Municiplo: DOURADOCS
Telefone: (67)3410-2853 E-mall: cep@ufgd.edu.br
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