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Preditores microbianos de cicatrizacao e efeito a curto
prazo do desbridamento no microbioma de feridas cronicas
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As feridas crbnicas representam uma grande e crescente carga de doencas. A infec¢éo e a formacéo de biofilme s&o dois dos principais impedimentos da
cicatrizacao de feridas, sugerindo um papel importante para o microbioma dessas feridas. O desbridamento é um tratamento comum e eficaz para feridas

cronicas. Analisamos o contetdo bacteriano da superficie da ferida de 20 pacientes ambulatoriais com feridas cronicas antes e imediatamente apés o
desbridamento, bem como pele saudavel. Dada a grande variagédo observada entre diferentes feridas, introduzimos um método estatistico Bayesiano que

modela a variabilidade de paciente para paciente e identifica varios géneros que foram significativamente enriquecidos em feridas versus pele saudavel.

Nao encontramos diferenca entre o microbioma da superficie original da ferida e aquele exposto por um Unico episédio de desbridamento agudo, sugerindo
que esse deshridamento néo alterou diretamente o microbioma da ferida. No entanto, descobrimos que aerébios e especialmente anaerobios facultativos

foram significativamente associados a feridas que ndo cicatrizaram em 6 meses. O género anaerdébio facultativo Enterobacter foi significativamente associado
a falta de cicatrizagéo. Os resultados sugerem que a abundancia de anaerébios facultativos € um fator prognéstico negativo no microbioma de feridas

cronicas, possivelmente devido a maior robustez dessas comunidades a diferentes ambientes metabdlicos. npj Biofilmes e Microbiomas

(2020) 6:21; https://doi.org/10.1038/s41522-020-0130-5

INTRODUCAO

Feridas cronicas séo feridas que nédo apresentam progresso de
cicatrizagdo razoavel dentro de um periodo de tempo esperado (por
exemplo, 3-6 semanas). Estima - se que apenas nos EUA, mais de 6,5
milhdes de pessoas sejam afetadas, custando ao sistema de saude pelo
menos US$ 25 bilhdes anualmente. Embora a carga de feridas cronicas
seja frequentemente negligenciada ou obscurecida pela carga geral da
doenca primaria.
Essas feridas tém um impacto notavel na qualidade de vida, reduzindo a
mobilidade e induzindo a dor crénica. Pacientes idosos com doengas
estabelecidas, particularmente diabetes, obesidade, insuficiéncia
venosa , doenca arterial periférica e imobilidade, tém maior risco de
desenvolver feridas cronicas. A medida que a prevaléncia desses fatores
de risco aumenta, espera-se que 0s custos econémicos e humanos das
feridas crénicas cresgam.

Um dos principais impedimentos & cicatrizacao de feridas cronicas é
a infeccdo e a inflamagéo patolégica associada4 . Embora as feridas
cronicas nem sempre estejam infectadas, elas podem ser colonizadas
por um microbioma distinto que pode levar a infeccéo ou afetar a
cicatrizagdo de feridas. Embora os estudos tradicionais dependentes de
cultura sejam agora reconhecidos como incapazes de fornecer uma
visdo estendida da diversidade, estudos independentes de cultura mais
recentes na Ultima década estabeleceram que as feridas abrigam uma
microbiota diversificada, com os constituintes primarios sendo
Staphylococcus spp., Pseudo monas spp., Corynebacterium spp.,
Streptococcus spp., Anaerococ cus spp. e Enterococcus spp., juntamente
com numerosos téaxons de baixa abundancia. Embora as feridas crénicas
sejam polimicrobianas, elas tém menor diversidade do que a pele saudavel.
Existe uma variabilidade substancial entre pacientes no microbioma, que
ndo pode ser explicada por idade, raga, sexo ou etiologia da ferida e,
portanto, modelos estatisticos que podem explicar a variabilidade entre

pacientes s&o desejaveis para modelar o microbioma da ferida cronica.

Apesar do trabalho passado significativo , sdo necessarios estudos
adicionais sobre o microbioma da ferida para entender sua contribuigao,

se houver, para o

Fisiopatologia das feridas cronicas. Aqui, investigamos como um Unico
episddio de desbridamento agudo afeta o microbioma da ferida, bem como
quais constituintes do microbioma da ferida podem se correlacionar com a
cicatrizago.

Um segundo principal impedimento a cicatrizagéo de feridas é o biofilme
formac&o. Um dos tratamentos de feridas crénicas mais comuns e
amplamente eficazes é o desbridamento, um procedimento padréo de
cuidados cujo objetivo € a ruptura fisica e a remogao de biofilmes e tecidos

necroticos ou desvitalizados. Além de estimular a reepitelizacéo e a
migracéo celular, o desbridamento pode reduzir a carga microbiana. No
entanto, relativamente pouco se sabe sobre como o desbridamento

influencia a composicéo da comunidade microbiana da ferida. Trabalhos
anteriores descobriram que a microbiota isolada de tecidos desbridados e
swabs de feridas sdo semelhantes, embora ndo correspondam exatamente.
Um recente estudo longitudinal de Ulcera do pé diabético descobriu que,
apos 2 semanas, o desbridamento diminuiu significativamente a abundancia

relativa de anaerébios, mas apenas nas feridas que cicatrizaram em 12
semanas? . Para determinar se esta resposta ocorreu imediatamente
versus desenvolvida ao longo do intervalo de 2 semanas, esfregamos
feridas cronicas imediatamente ap6s o desbridamento afiado na mesma
visita clinica e comparamos as comunidades microbianas antes e apés o
desbridamento, incluindo uma comparacao da abundancia de taxons
individuais.

Um importante foco de estudo para o microbioma de feridas cronicas
é aidentificagdo de correla¢cdes do microbioma com os resultados da
cicatrizagdo. Por exemplo, Loesche et al.6 determinaram que a
instabilidade temporal das comunidades, particularmente a transi¢éo
entre varios tipos distintos de comunidades, esta associada a resultados

positivos de cura. Compreender quais organismos sao benéficos ou
prejudiciais pode ser importante para avaliar o prognéstico ou intervencdes

probiéticas. No entanto, nenhum taxon especifico ou tipos metabolicos
foram relatados como preditivos de resultados de cicatriza¢do. Estudamos
se a presenca de taxons com diferentes
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Tabela 1. Caracteristicas do paciente e da ferida.
Paciente # Tipo de ferida Cicatrizagao Tamanho da ferida Nivel de Instrumento # Anterior Dias desde o dltimo
resultado (cm2) desbridamento desbridamento desbridamento
1 Diabético Curado 1 Derme Cureta 0 0
2 Diabético N&o curado 0,5 Derme Cureta 12 14
3 Diabético Curado 3,57 Derme Cureta 5
4 Diabético N&o curado 68,7 Subcutaneo Cureta 6 7
5 Diabético N&o curado 3.6 Subcutaneo Cureta 7 10
6 Venoso N&o curado 2.07 Derme Cureta 33 7
7 Venoso N&o curado 30 Derme Cureta 1 7
8 Venoso Curado 11.6 Derme Cureta 4 9
9 Venoso Curado 445 Derme Cureta 2 7
10 Venoso Curado 10 Subcutaneo Cureta 3 9
11 Arterial Curado 0,2 Derme Cureta 6 9
12 Arterial N&o curado 307,84 Derme Cureta 18 7
13 Arterial N&o curado 5,92 Derme Cureta 13 7
14 Arterial Curado 6.4 Subcutaneo Cureta 13 7
15 Arterial N&o curado 10,85 Derme Cureta 2 7
16 Pressao Curado 0,2 Subcutaneo Alicate de Tecido 3 12
17 Presséo N&o curado 8,88 Derme Cureta 20 7
18 Presséo Curado 0,9 Derme Cureta 19 6
19 Presséo N&o curado 4,62 Subcutaneo Bisturi 4 7
20 Presséo N&o curado 1,35 Derme Cureta 3 7

necessidades de oxigénio (aerébios, anaerébios e anaeroébios facultativos) ou taxa
especificos previram resultados de cura 6 meses ap6s
amostragem de feridas.

No presente estudo, swabs de feridas foram obtidos de 20
pacientes que se apresentam em uma clinica de feridas, com 5 pacientes de cada
quatro etiologias comuns de feridas cronicas (diabética, venosa, arterial,
e Ulceras de pressdo). Amostras de swabs foram coletadas de pacientes crénicos
feridas antes e depois de um Unico evento de desbridamento afiado, junto
com uma amostra de swab de pele de um local de controle (por exemplo, o contralateral
membro). As comunidades microbianas foram caracterizadas por lllumina
sequenciamento das algas V1-V3 de genes 16S rRNA. Os dados foram
analisado por métricas de diversidade ecolégica e andlise de abundancia diferencial
com DESeq231, uma abundancia diferencial popular
método, e uma regressao linear mista Bayesiana generalizada
modelo (BGLMM) com fatores especificos do paciente para levar em conta as
variabilidades entre pacientes32. Nossa andlise do desbridamento indica que
a superficie da ferida recém-exposta tem microbiota minima
diferenca da superficie da ferida antiga, e identificamos
taxons associados a resultados de cura. As implicagdes desses

achados sobre nossa compreenséo da fisiopatologia da doenca crénica
feridas é discutida.

RESULTADOS

Composigao bacteriana da pele e microbiomas de feridas crénicas
As caracteristicas do paciente e da ferida estdo resumidas na Tabela 1. A
total de 18.128.419 leituras de sequenciamento de extremidade pareada foram obtidas
do sequenciamento lllumina, com 14.025.888 leituras atribuidas em
demultiplexacdo. Em média, foram 203.273 leituras em cada
amostra (minimo = 15.476 leituras, maximo = 729.495 leituras,
mediana = 172.250 leituras). Andlise de controle de qualidade indicada
amostragem suficiente do microbioma em todas, exceto uma amostra,
que foi excluido da analise (Fig. 1 suplementar).

Primeiro verificamos que nossos resultados na pele e na ferida
microbiomas dos pacientes eram consistentes com

achados7,20 . Os genes de rRNA 16S sequenciados foram agrupados em
unidades taxondmicas operacionais (OTUs) usando o open OTU picking
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método em QIIME33, com taxonomia atribuida usando o SILVA128

database34 (veja a Fig. 1 suplementar para métricas de qualidade). o

a preciséo da recapitulacdo da comunidade microbiana foi confirmada por

andlise de uma comunidade simulada baseada em células. Todos os membros esperados
da comunidade simulada foram detectados, mas alguns desvios

a composicao esperada foi observada (Fig. 2 suplementar).

Em particular, uma diminuicéo relativa de organismos Gram-positivos

comparado com organismos Gram-negativos sugere que

lise pode causar relativa sub-representacéo de Gram-positivos

organismos nas amostras. As amostras de controle negativo foram
analisado para identificar potenciais contaminantes (Tabela Suplementar

1). Dados de composicéo foram obtidos (ou seja, abundancia relativa

dentro de cada amostra) e a abundancia absoluta néo foi medida

especificamente. No entanto, notamos que a concentragdo absoluta de

DNA extraido de amostras de controle negativo foi indetectavel

por um ensaio Qubit, mas que quase todas as amostras de pele e feridas (59/

60) resultou em DNA detectavel35 , indicando que absoluta

as abundéancias sao geralmente maiores em amostras de pele e feridas
comparado aos controles negativos. Os quatro filos mais abundantes

detectados em média em ambas as amostras de pele e feridas foram

Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria e Bacteroides ( Fig. 2
suplementar). Na pele, os géneros mais abundantes foram, em

ordem decrescente, Staphylococcus, Corynebacteria, Propionibacteria,
Pseudomonas, Micrococcus, Enhydrobacter e Kocuria (Fig. 1).

Embora esses dados nédo fossem ideais para fornecer dados em nivel de espécie,
resolucao, devido ao importante papel das espécies de Staphylococcus na

infeccdes de pele, Staphylococcus OTUs foram ainda provisoriamente

atribuidos a espécies com base no alinhamento das alcas V1-V3. Pele

amostras continham diversas comunidades de espécies de Staphylococcus ,
sendo S. hominis e S. capitis os membros mais abundantes

média. Em amostras de feridas (pré e pés-desbridamento),

Staphylococcus também foi 0 género mais abundante, e as bactérias Coryne e
Pseudomonas também foram os principais constituintes. Outro

principais constituintes das amostras de feridas incluiram Proteus,
Enterobacter, Campylobacter, Porphyromonas, Streptococcus, Bac teroides
e Anaerococcus (Fig. 1). Semelhante a amostras de pele, feridas

amostras continham diversas espécies de Staphylococcus , incluindo S.
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Fig. 1 Composicdo taxondmica de amostras de pele e feridas. a Abundancia relativa média de géneros dentro de cada tipo de amostra (apenas géneros com
abundancia relativa média > 1% s&@o mostrados). Os taxa de Staphylococcus séo rotulados em nivel de espécie. A escala de cores do gradiente é apenas
para fins de visualizagdo. b Abundancia relativa de géneros em cada amostra (gréafico de barras limitado aos 20 taxons mais abundantes em geral; “NA” indica
OTUs sem classificagdo taxondmica; taxons de Staphylococcus séo rotulados em nivel de espécie).

capitis, embora Staphylococcus aureus tenha sido o mais abundante
em média.

Esses resultados confirmam achados anteriores5-7,36 e verificam a
confiabilidade de nossas amostras. Ver Figs Suplementares. 3 e 4 e Nota
Complementar 1 para maiores detalhes.

Diferengas na abundancia de taxons bacterianos individuais na pele
versus microbiomas de feridas cronicas Os taxons individuais super-

representados na pele ou feridas sé@o de interesse para identificar
potenciais espécies-chave ou biomarcadores do estado saudavel
versus doente. Varios taxons parecem diferir em abundancia entre pele
e feridas (Fig. 1, Fig. Suplementar.

5). Para determinar a significancia de tais observagdes, usamos
DESeq2 e BGLMM para identificar associacdes estatisticamente
significativas de OTUs individuais com feridas (pré-desbridamento) ou
pele. O DESeq2 estima o intervalo de confianca da mudanca log-fold
na abundancia de cada OTU entre amostras de pele e feridas,
assumindo que os dados de contagem seguem uma distribuicéo
binomial negativa com disperséo estimada pela combinacdo de dados
entre OTUs31 . Analisando uma tabela de OTU filtrada (OTUs presentes
em >5 amostras com >10 contagens; Fig. 1 suplementar) usando
DESeq2, 97 de 462 OTUs tiveram abundancia diferencial significativa
entre pele e feridas (valor de p ajustado < 0,05). Destas, 25 OTUs
foram enriquecidas em feridas e 72 foram enriquecidas em pele.

NO6s nos concentramos em OTUs “abundantes” com abundancia relativa
média >0,1% (11/25 de OTUs enriquecidas em feridas e 32/72 de

OTUs enriquecidas em pele) (Fig. 2). Para corroborar a andlise
DESeq2, aplicamos o modelo Bayesiano BGLMM e utilizamos intervalos
de credibilidade posteriores para identificar associagdes significativas .
Validamos o BGLMM usando simulac¢des (Nota Complementar 2).
Aplicado aos nossos dados, 0 BGLMM recapitulou razoavelmente bem
as contagens de OTU observadas (coeficiente de correlagdo de
Spearman > 0,75; Fig. 6 suplementar). O BGLMM encontrou 54 OTUs
com associagdes significativas (ou seja, 95% de intervalos de
credibilidade sem incluir zero), com 50 sendo enriquecidos em pré

amostras de desbridamento (sendo 22 abundantes) e apenas 4 sendo
enriquecidas em amostras de pele (sendo 3 abundantes) (Fig. 2).

Apesar de algumas discrepancias entre os dois modelos, varias
OTUs abundantes foram identificadas por ambas as analises. Por
exemplo, ambos os modelos identificaram os géneros S. aureus,
Proteus, Enterobacter, Helcococ cus e Pseudomonas como fortemente
enriquecidos em amostras de feridas (pré-desbridamento), e Paracoccus,
Micrococcus e Kocuria como significativamente enriquecidos em
amostras de pele. Em comparacédo com a descri¢éo qualitativa (Fig. 1),
validamos que algumas OTUs de géneros altamente abundantes (>
1% de abundancia relativa) que pareciam ser exclusivas de amostras
de feridas ou pele, de fato, estavam estatisticamente significativamente
associadas a feridas ou pele. Em particular, Proteus, Enterobacter e
Helcococcus foram exclusivos e significativamente enriquecidos em
amostras de feridas, enquanto Kocuria e Micrococcus foram exclusivos
e significativamente enriquecidos em amostras de pele. Essas
associagOes e a variabilidade entre os pacientes podem ser validadas
visualmente no mapa de calor que acompanha (Fig. 2). Em ambos os
modelos, as OTUs significativas compreendem aproximadamente
metade da abundancia total nas amostras (Fig. 7 suplementar).

AlteracBes minimas no microbioma da ferida cronica imediatamente
apos o desbridamento

As amostras de microbioma de feridas pré e pés-desbridamento
apresentaram diversidade semelhante (Fig. 3 suplementar) e a inspecéo
visual da composicao da comunidade (Fig. 1b) sugere um alto grau de
semelhanga antes e ap6s o desbridamento. No entanto, a distancia média
néo ponderada do UniFrac entre as amostras pré e pos-desbridamento

foi substancial (0,42 + 0,09) ( Fig. 4 suplementar), embora a distancia
média ponderada do UniFrac (0,086 + 0,059) tenha sido muito menor (Fig.
4 suplementar). Este padréo indica que os taxons principais permanecem
praticamente inalterados pelo desbridamento, mas que pode haver

mudangas nos taxons de baixa abundancia. Essa caracteristica pode ser
observada na ordenacgéo
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Fig. 2 Associagdo de OTUs abundantes com amostras de feridas pré-desbridamento ou amostras de pele, inferidas por DESeq2 ou BGLMM. As OTUs (com
abundancia relativa média > 0,1%) mostraram-se significativas (critérios descritos em Métodos) em pelo menos um dos modelos com enriquecimento em
amostras de feridas (vermelho) ou enriquecimento em amostras de pele (azul). As OTUs que néo foram significativamente enriquecidas nesse modelo sdo
mostradas em cinza. Para DESeq2, a mudanca de log2 na abundancia estabilizada por variancia € mostrada com barras de erro indicando o intervalo de
confianca estimado de 95% (1,96 x erro padrédo, n = 19). Para BGLMM, a mediana de yj1 estimado (efeito de pré-desbridamento para OTU j, consulte Métodos
para detalhes) com barras de erro de intervalo de credibilidade de 95% (n = 19). O mapa de calor mostra o log10 (abundancia relativa na ferida menos
abundancia relativa na pele) de cada OTU de cada paciente para uma comparagao visual. As OTUs s&o rotuladas por seu nome de género ou atribuicdo de
taxonomia mais baixa disponivel, se aplicavel; caso contréario, é usado o rétulo OTU original do picking aberto OTU QIIME. Observe que varias OTUs podem pertencer ao

(Fig. 4 suplementar), em que as amostras pré e pds-desbridamento de as amostras constituiram uma pequena proporcéo da composigao geral
cada paciente parecem agrupadas nas ordenacdes UniFrac e Bray- (2,04 +552% e 1,17 + 3,66% em média, respectivamente), enquanto
Curtis ponderadas, mas nao na ordenagdo UniFrac ndo ponderada. as OTUs compartilhadas representaram a grande maioria (98,4 +
4,64%) da composicéo da amostra em média (Fig. 3b).
Para entender melhor a diferenca entre as amostras pré e pos- Para determinar se as OTUs individuais foram afetadas pelo

desbridamento, identificamos as OTUs em cada paciente que eram desbridamento, independentemente da singularidade, usamos DESeq2

exclusivas das comunidades pré ou pos-desbridamento versus presentes e BGLMM para identificar quais OTUs foram significativamente
em ambas. Em média, um nimero semelhante de OTUs foi encontrado associadas a amostras pré ou pos-desbridamento (Fig. 3c). Para OTUs

como exclusivo para amostras pré-desbridamento (13,8 + 11,4) ou com abundancia relativa >0,1%, Kocuria (aerébios estritos e mantos
exclusivo para amostras pés-desbridamento (12,0 £ 5,3), enquanto 19,4 anae facultativos) e Sphingopyxis (aerobios estritos) podem ser
+ 9,3 OTUs foram compartilhados entre os dois (Fig. 3a ). Consistente enriquecidos em amostras pré-desbridamento, enquanto a familia

com as métricas UniFrac, OTUs exclusivas para pré ou pos-desbridamento Comamonadaceae pode ser enriquecida em amostras pés-desbridamento. No entc
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limites inferior e superior das caixas correspondem ao primeiro e terceiro quartis, as linhas centrais indicam a mediana e os bigodes se estendem até 1,5 x

intervalo interquartil; quaisquer pontos além dos bigodes séo discrepantes. As OTUs compartilhadas representam a grande maioria da microbiota (b). ¢
Analise do enriguecimento estatisticamente significativo de taxons individuais em amostras pré vs. pés-desbridamento por DESeq2 e BGLMM; As OTUs

sdo classificadas pela abundancia relativa média decrescente. Observe que Sphingopyxis s6 foi encontrado em abundancia no paciente 15. d A andlise de

abundancia diferencial de granulagdo grossa de aerdbios, anaerébios e anaerébios facultativos usando DESeq2 ndo mostra diferenca significativa
imediatamente ap6s o desbridamento. "Misto" indica taxons que ndo foram anotados devido a: baixa abundancia relativa (<0,1% em média), nenhuma
anotagdo taxondmica ou requisitos ambiguos de oxigénio. Para todas as inferéncias BGLMM e DESeq2, as barras de erro indicam intervalo de confianga

de 95%, ou 1,96x% erro padrdo, respectivamente, e n = 19.

foi detectado por apenas um método, limitando a confianca geral nessas

inferéncias.

Como o desbridamento foi observado anteriormente por afetar
anaerobios em particular apds 2 semanas, caracterizamos ainda mais 0s
requisitos de oxigénio das OTUs exclusivos para pré ou pés-

desbridamento
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amostras que também tiveram uma abundancia relativa média superior a
0,1%. Observe que as amostras pos-desbridamento neste estudo foram

coletadas na mesma consulta clinica que as amostras pré-desbridamento,

ou seja, imediatamente apds o desbridamento. OTUs exclusivas para

amostras pré-desbridamento, incluiram dez aerébios (0,99% média relativa
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Fig. 4 Comparacéo de feridas cicatrizadas e néo cicatrizadas. A abundancia relativa média de taxa classificados por necessidades de oxigénio (anaerébios

(a), aerdbios (b) e anaerdbios facultativos (c)) sugere que os anaerébios facultativos podem ser preditivos do resultado da cicatrizagéo. Os graficos foram

filtrados para mostrar tdxons com abundancia relativa média >0,5% dentro de cada tipo de amostra e resultado. Abundancia relativa cumulativa de aerébios,

anaerobios, anaerobios facultativos e taxons néo atribuidos em amostras de feridas que cicatrizaram ou néo (d). As feridas cicatrizadas sé@o ordenadas pela

idade estimada da ferida, quando conhecida; feridas néo cicatrizadas séo ordenadas por tempo de tratamento até o momento da coleta de dados do prontuario.

A andlise de abundancia diferencial de resultados de cicatrizagdo para tdxons com diferentes necessidades de oxigénio usando DESeq2 indicou enriquecimento
substancial de anaerdbios facultativos em feridas que néo cicatrizam (e). As barras de erro indicam intervalo de confianca estimado de 95% (1,96 x erro

padréo, n = 19). Associagdes taxondmicas (OTU com abundancia relativa média > 0,1%) identificadas por BGLMM ou DESeq2 com feridas cicatrizadas ou

néo cicatrizadas, comparando amostras pré ou pés-desbhridamento de cada desfecho, indicam enriquecimento significativo de Enterobacter em feridas néo cicatrizadas (f

As)barras de erro indicam intervalos de confianga de 95% para inferéncia BGLMM (n = 19) e intervalo de confianca estimado de 95% (1,96 x erro padrdo, n =
19) para DESeq2.
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abundancia), seis anaerébios (abundancia relativa média de 0,44%) e cinco
anaerobios facultativos (abundancia relativa média de 0,37%). As OTUs exclusivas
para amostras pés-desbridamento continham sete aerébios (abundancia relativa
média de 0,39%), dois anaerdbios (abundancia relativa média de 0,28%) e dois
mantos anaerébios facultativos (abundancia relativa média de 0,55%). Embora o
ndmero de taxons exclusivos para amostras pré ou pés-desbridamento fosse
pequeno, os resultados sugeriram uma ligeira diminui¢ao de anaerébios pos-

desbridamento. Para investigar ainda mais se os anaerébios foram imediatamente
esgotados pelo desbridamento, agrupamos as OTUs nas seguintes quatro categorias
de acordo com as necessidades de oxigénio: aerébios, anaerébios, anaerébios
facultativos e taxa contendo uma mistura destes. Nenhum desses tipos apresentou
diferenca estatisticamente significativa entre as amostras pré e pés-desbridamento
usando DESeq2 (Fig. 3d). Juntos, esses achados sugerem que o desbridamento

por si sé ndo leva a uma alteragdo imediata nos tipos de necessidade de oxigénio

que compdem o microbioma da ferida, e as alteragdes, se houver, na composi¢ao
taxondmica provavelmente serdo pequenas.

Feridas cicatrizadas e ndo cicatrizadas exibem resposta imediata semelhante
ao desbridamento As feridas cronicas foram categorizadas em dois grupos

com base na cicatrizacéo das feridas em 6 meses apds a amostragem (quando a
extracdo do prontuario médico ocorreu para pacientes consentidos). Oito feridas
cafram na categoria “curada” e 12 na categoria “nédo cicatrizante”. A idade das
feridas néo cicatrizadas era , portanto, conhecida como > 6 meses. A idade da
ferida foi estimada usando o momento da primeira apresentacdo como proxy para o
inicio da ferida. Para feridas cicatrizadas, a idade da ferida era conhecida em 4 de

8 pacientes; desses, 2 cicatrizaram em <12 semanas de tratamento e 2 cicatrizaram
ap6s 6-9 meses. Um estudo anterior descobriu que feridas crénicas que cicatrizaram
em 12 semanas, mas ndo feridas que nao cicatrizaram em 12 semanas, mostraram
uma queda significativa na diversidade de Shannon 2 semanas ap6s o
desbridamento7 . Em nossas amostras, nenhuma mudanca significativa na
diversidade bacteriana dos swabs de feridas pré e imediatamente pés-desbridamento
foi observada para qualquer resultado de cicatrizacéo (Fig. 8 complementar),
sugerindo que a queda observada anteriormente na diversidade reflete uma
mudanca gradual no microbioma de Cicatrizando feridas. Da mesma forma, os
microbiomas de feridas em cicatrizacéo e néo cicatrizantes nao diferiram nas
distancias UniFrac a pele, indicando que os microbiomas de feridas em cicatrizacdo
ndo exibiram uma semelhanca geral estatisticamente significativa com o microbioma
da pele neste momento, em comparag&o com feridas n&o cicatrizadas ( Fig. 7
suplementar).

O estudo anterior7 também indicou que o desbridamento pareceu diminuir a
abundancia de anaerébios, conforme avaliado 2 semanas apds o desbridamento,
em feridas que cicatrizaram em 12 semanas, mas ndo em feridas que néo
cicatrizaram nesse periodo. Era, portanto, de interesse determinar se essa resposta
diferencial em anaerébios poderia ser vista imediatamente apds o desbridamento .

Ap6s o agrupamento em tipos de necessidades de oxigénio (aerébios, anaerébios

e anaerdbios facultativos), tendéncias pequenas, mas qualitativamente semelhantes
foram observadas aqui. Em feridas que cicatrizaram, o desbridamento causou uma
pequena diminui¢do na abundancia relativa média de anaerébios, de 16,1 + 24,1%
pré desbridamento para 13,6 + 18,8% imediatamente apds o desbridamento (Fig.
4a), e um pequeno aumento na abundancia relativa média de aerébios, de 61,5 +
25,9% pré-desbridamento a 66,6 + 21,4% imediatamente pés-desbridamento (Fig.
4b). Feridas néo cicatrizadas mostraram um ligeiro aumento de anaerébios e pouca
mudanca em aerdbios de desbridamento (Fig. 4a, b). O desbridamento também
causou pouca mudanca na abundancia relativa de anaerdbios facultativos (Fig. 4c).
As pequenas diferencas na resposta ao desbridamento para os diferentes tipos de
necessidade de oxigénio (anaerdbios, aerébios e anaerébios facultativos) nao foram
estatisticamente significativas para feridas cicatrizadas e néo cicatrizadas (Fig. 9
suplementar), apoiando

Publicado em parceria com a Universidade Tecnolégica de Nanyang

npj

S. Verbanic et ai.

a ideia de que as diferengas observadas anteriormente desenvolvem-se
gradualmente ao longo dos dias apds o desbridamento.

Abundancia diferencial de anaerébios facultativos em feridas cicatrizadas
versus ndo cicatrizadas Embora o desbridamento nédo pareca afetar

diferencialmente a composicéo dos tipos de necessidade de oxigénio em feridas
cicatrizadas versus ndo cicatrizadas entre nossas amostras, um grande contraste

foi observado ao comparar a abundancia relativa de anaerébios facultativos em
amostras de feridas cicatrizadas versus néo cicatrizadas (pré ou pés-desbridamento).
Em feridas néo cicatrizadas, a abundancia relativa média de anaerdbios facultativos
foi de 20,8 + 29,7%, em comparagao com 5,32 + 7,21% em feridas cicatrizadas (Fig.
4c). Essa diferenca néo foi estatisticamente significativa usando um teste de soma

de classificagdo de Wilcoxon bilateral, indicando que né&o houve viés qualitativo
significativo de anaerdbios facultativos em amostras curadas versus ndo curadas.

No entanto, este teste ndo paramétrico é insensivel a magnitude das diferengas, ou
seja, o enriquecimento pesado para anaerobios facultativos pode estar associado a
uma cicatrizagéo ruim, enquanto o enriquecimento leve tem pouco efeito. O exame
dos dados sugeriu uma alta variagdo na abundancia de anaerébios facultativos entre
0s pacientes, especialmente aqueles com feridas nao cicatrizadas (Fig. 4d). De fato,
a distribuicdo de frequéncia de anaerébios facultativos diferiu significativamente
entre feridas cicatrizadas e nao cicatrizadas (teste de Kolmogorov-Smirnov: p = 1,5

x 10 y4 ), e a variancia nessas distribui¢cdes diferiu significativamente umas das
outras (teste de Bartlett : p = 1,0 x 10y6 ; teste de Fligner-Killeen: p = 0,01). Portanto,
analisamos a abundancia diferencial de taxa com diferentes requisitos de oxigénio
usando a trapgipipias e epirlilizatlerdde Rl AnGRISARESAAZ adugRasmexplicar

Usando DESeq2, descobrimos que aer6bios e especialmente anaerébios facultativos

séo significativamente mais abundantes em feridas que néo cicatrizaram, enquanto
anaerdbios sdo mais abundantes em feridas que cicatrizaram (Fig. 4e).

Para identificar quais OTUs especificas foram associadas aos resultados de
cicatrizacao, aplicamos o método DESeq2 e BGLMM para comparar as amostras
de feridas (pré e pés-desbridamento) de feridas curadas versus néo cicatrizadas.
No geral, a maioria das associa¢es de OTUs individuais com status de cicatrizacéo
nao foi identificada de forma consistente por ambos os métodos, provavelmente
devido ao pequeno tamanho da amostra e a diversidade de colonizagdo de feridas
entre os pacientes. Um resultado encontrado por ambos os métodos € que
Enterobacter, um anaerdbio facultativo, esta associado a néo cicatrizagao (Fig. 4f).
Também aplicamos DESeq?2 para identificar OTUs da pele associados a resultados
de cicatrizagdo. Apenas uma OTU, a bactéria Coryne, foi significativamente

associada a cicatrizacéo de feridas; nenhum foi associado a feridas néo cicatrizadas
(Fig. 10 suplementar).

DISCUSSAO

Inscrevemos 20 pacientes com feridas cronicas para caracterizar a composicao
microbiana da superficie da ferida exposta por um Unico evento de desbridamento
agudo e avaliar se os taxons microbianos poderiam ser preditivos de resultados
clinicos. Embora os resultados sejam certamente influenciados por véarios fatores
do hospedeiro e outros fatores clinicos, nos concentramos em saber se o0s taxons
microbianos estavam associados aos resultados . Resumos de taxonomia e métricas
de diversidade de microbiomas de pele e feridas foram consistentes com relatérios
anteriores5-7,36 .

Aplicamos um novo modelo misto linear generalizado Bayesiano, além do DESeq2,
para avaliar estatisticamente as associa¢ées de OTUs individuais com tipos de
amostra especificos (Nota Complementar 3).

BGLMM e DESeq2 concordaram na identificacéo de varios taxa que foram
fortemente enriquecidos em amostras de feridas em comparagédo com a pele.
De acordo com avaliagdes anteriores de pele e feridas cronicas5—7,36 , os s
comensais comuns da pele Micrococcus, Paracoccus e Kocuria foram

significativamente associados a pele usando ambos os métodos, e o DESeq2
identificou ainda uma série de OTUs Corynebacterium e Staphylococcus ( S.
hominis, S. haemolyticus e S.
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cohnii) associada a pele. Os patégenos conhecidos e colonizadores de
feridas S. aureus, S. capitis, Proteus, Enterobacter, Helcococcus e

Pseudomonas foram significativamente associados a feridas por ambos
0s métodos. Notavelmente, as OTUs de Staphylococcus foram
associadas a pele e feridas, e as associa¢des em nivel de espécie sé
foram resolvidas apés a reanotacéo dessas OTUs usando ferramentas
fora do pipeline QIIME padréao e do banco de dados SILVA128. Essa
desvantagem destaca a utilidade de métodos e anotagdes de analise
16S de alta resolugdo , como abordagens de “variante de sequéncia de

amplicon” ou metagenémica de espingarda. Isso foi demonstrado em
recente

estudo mostrando efeitos especificos de cepas e espécies no microbioma da
ferida7 . No entanto, a concordancia entre DESeq2 e BGLMM sobre esses
resultados aumenta a confianca nas associa¢des aqui identificadas e pode

levar a novos testes de associagdes encontradas por apenas um método.

A pratica do desbridamento de feridas é baseada nos impactos
esperados tanto na fisiologia do hospedeiro quanto na microbiota da
ferida. Nés limpamos as superficies da ferida antes e imediatamente
apds um unico evento de desbridamento afiado em um ambulatério.
Nenhuma diferenca significativa na composi¢ao do microbioma foi
detectada, seja na abundancia de OTUs ou na abundéancia de taxons
agrupados por necessidade de oxigénio (aerébio, anaerébio, anaerébio
facultativo e misto/outro/NA). Portanto, inferimos que o achado prévio

de deplecéo de anaerébios 2 semanas apods o deshridamento resulta
de uma mudanca gradual ao longo dos dias. Deve-se notar que o
pequeno tamanho deste estudo limita seu poder de detectar pequenas
mudancas na comunidade. Além disso, a técnica de Levine pode
amostrar exsudato de tecidos profundos, de modo que o préprio swab

toleram os gradientes substanciais de oxigénio dentro do préprio biofiime ,
causando persisténcia do biofilme, pois estudos recentes indicam que a tenséo
variavel de oxigénio é um estresse dominante no ambiente de alta densidade
do biofilme42,43. Nesse caso, a associacédo de anaerébios facultativos com a
ndo cicatrizagio seria consequéncia do ambiente seletivo dentro do biofilme.
Alternativamente, a associagdo de anaerdbios facultativos com néo cicatrizagéo
pode refletir uma correlagdo com uma caracteristica diferente que causa ma
cicatrizagdo. Por exemplo, o metabolismo anaerébio facultativo pode ser uma
caracteristica incidental em organismos que sdo particularmente problematicos
em feridas crénicas por outras razdes. Além do mecanismo, niveis mais altos
de anaerébios facultativos ainda podem ser Gteis como marcadores progndésticos
de comunidades mais resilientes que inibem a cicatrizagdo. Mais estudos
experimentais seriam necessarios para investigar a influéncia dos anaerébios
facultativos sugeridos aqui.

As associagdes taxondmicas com a cicatrizacéo de feridas sdo de especial
interesse, pois podem apontar para espécies que, em combinagdo com outros
fatores relacionados ao hospedeiro e clinicos, promovem ou retardam a
cicatrizagdo ou que podem atuar como biomarcadores do estado de
cicatrizagé@o. As analises de taxons individuais por ambos DESeq2 e BGLMM
revelaram que o género Enterobacter, um anaeroébio facultativo, estava
associado ao status de ndo cura. Além disso, ndo observamos Enterobacter
na pele normal dos pacientes deste estudo, ou seja, Enterobacter foi exclusivo
de feridas. Enquanto a Enterobacter
tem sido relatado em feridas cronicas9,12, seu papel potencial tem sido pouco
estudado em relagédo aos taxons mais abundantes de Staphylococcus e
Pseudomonas . Curiosamente, as espécies de Enterobacter séo um organismo
causador comum de infec¢es agudas; em um estudo, Enterobacter foi
considerado um indicador progndstico negativo para infec¢des de sitio cirtrgico

pode disfarcar pequenas diferengas na ferida antes e apos o desbridamento.gesenvolvidas ap6s neurocirurgiad4 . Sugerimos que seja necessaria mais

No entanto, a descoberta de que a composi¢ao do microbioma da superficie
da ferida imediatamente exposta por desbridamento agudo n&o &

significativamente diferente da ferida pré-desbridamento sugere que os papéis
dos fatores associados ao hospedeiro, como moderacao da inflamacéo, bem

como biocarga microbiana total, justificam um estudo mais aprofundado. Além
disso , esses achados apoiam o principio de que o desbridamento deve ser

utilizado com frequéncia e de forma agressiva para ser mais eficaz.

As feridas foram acompanhadas até ~6 meses apds a amostragem,
permitindo que os pacientes fossem agrupados por cicatrizagdo versus
resultado néo cicatrizado ap6s 6 meses. Neste estudo, o resultado reflete o
tempo desde a amostragem em vez da idade real da ferida. O resultado
“curado”, portanto, inclui tanto feridas com idade <6 meses quanto aquelas
com idade >6 meses que se originaram antes do momento da coleta da
amostra e cicatrizaram antes da coleta de dados do paciente.

Todas as feridas “néo cicatrizadas” tinham idade > 6 meses. Embora 12
semanas apo6s a apresentacéo inicial tenha sido usada em outros estudos de
microbioma6,7 como o ponto de tempo de avaliagio para distinguir feridas
cicatrizadas de ndo cicatrizadas, 12 semanas ndo foi uma distingdo pratica em
nosso estudo, no qual poucas feridas cicatrizaram dentro desse periodo.

Ao comparar os microbiomas (pré-desbridamento) de feridas cicatrizadas
versus ndo cicatrizadas, um achado notavel foi a super representacéo de
anaerébios facultativos como um grupo no microbioma de feridas néo
cicatrizadas. Em contraste, as feridas cicatrizadas pareciam ser enriquecidas
por anaerdbios. E tentador especular que as infecges nas quais os anaerébios
estritos desempenham um papel fundamental sdo mais facilmente eliminadas
a medida que a ferida cicatriza e o nivel de oxigénio aumenta no tecido,
desfavorecendo os organismos anaerébios. Por outro lado, as infec¢Bes nas
quais os anaerébios facultativos desempenham um papel fundamental, no
entanto, seriam mais tolerantes as mudangas nas condigdes de uma ferida em
cicatrizagdo e, portanto, podem persistir. Essa interpreta¢éo tem implicacdes
para nossa compreensao de tratamentos baseados no aumento da tenséo de
oxigénio na ferida (por exemplo, oxigénio hiperbarico), para os quais existe
literatura conflitante em relagéo a eficacia. Em particular, a presenga de
anaerdbios facultativos patogénicos pode tornar a ferida refrataria as terapias
de oxigénio, sugerindo que as terapias de oxigénio devem ser direcionadas
contra feridas com baixos niveis de anaerébios facultativos. Outra possibilidade
intrigante é que os anaerébios facultativos podem melhor npj Biofilms and
Microbiomes (2020)
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atengdo ao possivel papel da Enterobacter em feridas cronicas.

Outras associacdes taxondmicas com resultados de cicatrizacéo
foram detectadas por apenas um método, provavelmente devido ao
pequeno tamanho da amostra e a heterogeneidade natural das feridas
entre os pacientes. A analise BGLMM indicou que as feridas cicatrizadas
foram positivamente associadas com Brevundimonas. DESeq?2 pareceu
ser mais sensivel a associagées em geral, com feridas cicatrizadas

positivamente associadas a Anaerococcus, Peptoniphilus, Corynebacterium e Serre

O DESeq2 também identificou que a cicatrizagio esta negativamente associada
a Enterococcus, Staphylococcus, Pseudomonas e Proteus. O anaerébio
facultativo Proteus é um candidato intrigante, porque, como Enterobacter, sua
abundancia geral em feridas que néo cicatrizam é relativamente alta (por
exemplo, Fig. 8 suplementar). Além disso, uma Unica OTU de Corynebacterium
de amostras de pele foi positivamente associada a cicatrizagéo. Os achados

menos robustos representam hipéteses que podem ser testadas em estudos
maiores. Os resultados também validam o BGLMM como um novo modelo
estatistico complementar ao DESeq2 para futuros estudos de associagao.

Este trabalho é limitado por vérias limitacdes. O poder deste estudo para
identificar correlagdes (ou associac¢des) foi limitado pelo pequeno tamanho da
coorte (20 pacientes), de modo que apenas associacdes de efeito relativamente
grande seriam detectadas. Coortes maiores serdo importantes para testar os
achados, particularmente as correlagdes descobertas pelo Ginico método

estatistico. Dentro dos pacientes, a amostragem foi limitada a um swab pré e
um swab pés-desbridamento por ferida, devido a possibilidade de pequenos
tamanhos de feridas e preocupagdes levantadas em discussdo com o
Institutional Review Board sobre amostragem repetida. Embora a amostragem
limitada seja uma preocupagéo potencial, a concordancia entre as amostras
pré e pés-desbridamento encontradas aqui sugere que o swabbing em si ndo

é uma fonte importante de variagdo. Por outro lado, embora todas as feridas
tenham sido submetidas a desbridamento cortante, o instrumento utilizado para
o desbridamento e o grau de desbridamento ndo foram controlados e podem
contribuir para a variabilidade de paciente para paciente nos resultados.

Para a maioria das OTUs, enquanto sequenciamos as al¢as V1-V3 do gene

16S rRNA, a resolucéo taxondmica foi limitada ao nivel de género. Isso
provavelmente se deve ao limite de agrupamento da OTU (97%
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identidade) e base de dados de referéncia (SILVA128). Andlises adicionais de
OTUs de interesse (Staphylococcus) permitiram uma tentativa de anotagdo em
nivel de espécie, embora o sequenciamento metagendmico permitiria atribuicdes

mais confiaveis.
Finalmente, os dados do microbioma coletados aqui sdo composicionais,

ou seja, quantidades absolutas de bactérias sdo desconhecidas. Embora
saibamos que as amostras de controle negativo produziram quantidades
indetectaveis de DNA e quase todas as amostras de pele e feridas (59/60)
produziram quantidades detectaveis35, informacdes quantitativas sobre cargas
bacterianas seriam Uteis para interpretar a detecgdo de espécies (por exemplo,
contaminacgédo de reagentes) em os controles negativos. Além disso, é provavel
que a carga bacteriana seja afetada pelo desbridamento, e a analise de
correlagdo pode produzir associagdes mais fisiologicamente relevantes, dados
dados quantitativos absolutos. Embora o swab possa nado ser apropriado para
quantificagdo absoluta, a amostragem do microbioma por outros meios (por
exemplo, biépsia25) pode ser mais favoravel. No entanto, a relevancia dos
dados microbiolégicos quantitativos para os resultados clinicos e as técnicas
de coleta desses dados ainda néo séo claras23 .

Em resumo, os resultados deste estudo mostram que o
desbridamento brusco ndo tem um grande impacto imediato na

composic¢do da microbiota da ferida. Além disso, o estudo identificou
a abundancia de anaerdébios facultativos in toto como um fator
progndstico negativo para cicatrizagdo em feridas cronicas, e o

anaerobio facultativo Enterobacter foi especificamente associado a
feridas que nao cicatrizam versus cicatrizam. Compreender o
mecanismo dessas associagdes exigira inferéncia causal (por
exemplo, a partir de dados de séries temporais) e/ou modelos
experimentais. Trabalhos adicionais nessas dire¢ées podem ser
frutiferos para entender a contribuicdo do microbioma para a

cicatrizagdo de feridas, bem como personalizar recomendac6es
terapéuticas com base em microbiomas especificos de feridas.

METODOS
Declaragéo de ética

A coleta de amostras clinicas foi realizada no Ridley-Tree Center for Wound
Management no Goleta Valley Cottage Hospital, de acordo com os protocolos
aprovados pelo Cottage Health Institutional Review Board (Protocolo de estudo
17-48u). Recrutamos uma coorte de 20 pacientes de tratamento de feridas ao
longo de uma semana e meia e coletamos amostras ap6s obter o consentimento
informado e por escrito do paciente.

Coleta de amostras clinicas Foram

amostrados quatro tipos de feridas cronicas clinicamente classificadas (Glceras

diabéticas, feridas venosas, feridas arteriais e Glceras por pressao), com cinco
pacientes por tipo de ferida. Os critérios de exclusdo foram os seguintes: pacientes

menores de 18 anos, em unidade de terapia intensiva ou com infecgéo néo relacionada
a ferida. Todos os pacientes foram submetidos a desbridamento cortante, mas a
extensédo e profundidade do desbridamento, bem como o tipo de instrumento (cureta,
bisturi, tesoura ou pinca de tecido), ndo foram padronizados e foram determinados
pelo médico assistente (Tabela 1). O desbhridamento néo foi conservador e foi
realizado até que o sangramento fosse observado. Copan FLOQSwabs 520C estéril
foram pré-umedecidos com PBS estéril antes de todas as coletas de amostras.
Durante uma visita de um Gnico paciente, swabs da ferida foram coletados antes do
desbridamento e 1-2 min apds o desbridamento, e um swab de pele saudavel foi
coletado do membro contralateral. Amostras de feridas foram coletadas da area de
desbridamento. Todas as amostras de pele e feridas foram coletadas pela técnica de
Levine; uma pressao suave foi aplicada enquanto o swab era limpo e enrolado em
uma area de ~ 1 cm2 de tecido de granulagao saudavel por aproximadamente 30 s.
Os swabs clinicos foram colocados de volta no tubo de coleta seco e estéril e
armazenados a 4 ° C por ndo mais de 4 h antes de serem processados. Amostras de
controle negativo do centro da ferida foram coletadas expondo os swabs ao ar na
sala de coleta pela mesma duragédo que a coleta de swab da ferida e da pele. As
amostras de controle de processamento foram obtidas expondo swabs ao ar e
reagentes no laboratério de processamento de forma analoga as amostras clinicas.
Uma comunidade simulada microbiana baseada em células (Zymo) foi incluida como
controle positivo.
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Processamento de amostras e extracéo de DNA

As amostras foram transportadas para a UCSB para processamento. As pontas dos
cotonetes foram quebradas em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL estéreis e as
amostras foram ressuspensas em 500 pL estéril 1x TE por vortex por 2 min em alta
velocidade em um adaptador de vértice multitubos. As células e os detritos celulares
foram sedimentados por centrifugacéo a 16.000 x g por 2 min. Totalmente, 250 pL de
sobrenadante foram transferidos para um tubo de microcentrifuga estéril para
enriquecimento de particulas semelhantes a virus e extragdo de DNA, enquanto a
solucéo restante e a ponta do swab foram retidas para extracao de DNA de todo o
microbioma. Todas as etapas subsequentes de purificacdo e extragao foram realizadas
conforme descrito em35 . Resumidamente, o DNA bacteriano foi extraido por
tratamento com lisozima de alta atividade, digestdo com proteinase K, lise quimica,
batimento de esferas e purificagéo final do DNA com um PureLink Genomic Mini Kit,
com todas as amostras eluidas em 25 pL de 1x TE. O DNA extraido foi quantificado
usando um instrumento Qubit 3.0, kit dSSDNA HS e 5 pL de amostra. Das 20 amostras
de pele, apenas uma amostra estava abaixo do limite de deteccéo (40 pg); o DNA
total minimo detectado foi de 1 ng, o maximo foi de 17,3 ng e a média foi de 3,0 ng.
Todas as amostras de feridas produziram DNA suficiente para quantificacéo de Qubit;
o DNA total minimo detectado foi de 48,3 ng, 0 maximo foi de 11,5 ug e a média foi
de 2,92 pg. Todos os controles negativos estavam abaixo do limite de detecgédo e os

controles positivos produziram DNA suficiente para sequenciamento.

Preparacéo de biblioteca e sequenciamento

As bibliotecas de sequenciamento de 16S rRNA foram geradas por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) em duas etapas para cada amostra. Na primeira
etapa, os loops V1-V3 foram amplificados usando primers adaptadores
personalizados compostos por primers 16S universais “27F" e “534R” e sequéncias
de adaptadores de indexacéo lllumina Nextera. A PCR do adaptador foi feita em
reacdes de 25 pL contendo 11,5 pL de molde, 0,5 pL de cada primer a 10 pM e
12,5 pL de KAPA HiFi HotStart ReadyMix. A PCR do adaptador foi realizada nas
seguintes condi¢des: desnaturacao/ativagao a 95°C por 3 min, seguido por 25
ciclos de desnaturagdo a 95°C por 30s, anelamento a 55°C por 30s e extensdo a
72°C por 30 s. Os produtos de PCR foram purificados com 20 pL de esferas
AMPureXP e eluidos em 50 pL de Tris 10 mM pH 8,5. Na segunda etapa, 0s
indices lllumina Nextera XT foram adicionados por PCR em reagdes de 50 pL
contendo 5 L de produto do adaptador PCR, 5 pL de indice 1, 5 L de indice 2,
25 pL de KAPA HiFi HotStart ReadyMix e 10 pL de agua. Oito ciclos de PCR
foram conduzidos nas mesmas condi¢cdes do adaptador PCR. As amostras
indexadas foram purificadas com 56 pL de esferas AMPureXP, eluidas em 25 pL
de 10 mM Tris pH 8,5, quantificadas com um kit Qubit dsDNA HS, normalizadas
e agrupadas para multiplexac&o. Todas as amostras, incluindo controles, foram
suficientemente amplificadas para sequenciamento. O QC da biblioteca final foi

feito usando um kit Agilent TapeStation dsDNA 1000 bp. As bibliotecas finais
foram sequenciadas em uma Unica corrida em um lllumina MiSeq com quimica

PE300 V3 no nucleo de sequenciamento do Laboratdrio de Nanoestruturas Biolégicas (BNL) da |

Anélises de bioinformatica de rRNA 16S

As leituras em pares foram carregadas para o QIIME AWS AMI (ID de AMI: ami
1918ff72, “giime-191")33. A andlise de qualidade inicial foi realizada com FastQC.

As leituras foram controladas por qualidade por trimming e filtragem de qualidade
com trimmomatic usando configuracdes padréo45 . A juncéo de leitura foi realizada
com o script de jungdo do QIIME (join_paired_ends.py), usando o algoritmo fastq-
join com configuragdes padréo. As leituras combinadas foram alimentadas no
pipeline de coleta OTU aberto (pick_open_reference_otus.py) usando as
configuragdes padréo. A taxonomia foi atribuida usando o banco de dados de
referéncia SILVA128 16S agrupado no limite de identidade de 97% 34 . As
sequéncias representativas que ndo puderam ser alinhadas usando pyNAST foram
contaminagdo humana putativa46 e excluidas da tabela BIOM final47. A tabela
BIOM final (sem falhas de alinhamento do PyNAST) continha 69 amostras (60

experimentais + 9 controles), com 22.753 OTUs representando 5.931.472 contagens totais (medic
Para 608 OTUs anotadas como Staphylococcus em nivel de género, as anotages

em nivel de espécie foram geradas usando blastn48. As sequéncias representativas
de cada OTU foram consultadas contra a cole¢do de nucleotideos NCBI nr/nt,
subconjunto do grupo Bacillus/Staphylococcus (taxid: 1385). Para cada OTU, os
resultados de explosédo foram analisados classificando a tabela de acertos, em ordem
decrescente, por bit-score, depois e-value, e o acerto mais alto para cada OTU foi
retido. A ferramenta de linha de comando Entrez Direct foi usada para obter a
linhagem de taxonomia correspondente a cada numero de acesso da tabela de
acertos analisada, e o nome da espécie foi anexado a tabela OTU em R.

Para andlises de abundancia diferencial, a tabela OTU foi filtrada para manter

apenas OTUs com pelo menos 10 leituras em pelo menos 5 amostras (tabela filtrada
continha 462 OTUs). Trés amostras experimentais continham menos de 1000

contagens; andlises com as amostras excluidas produziram resultados semelhantes a anélise de
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o conjunto de dados completo, para que sejam incluidos nas analises descritas
aqui. A amostra de pele do paciente 16 continha um niimero anormalmente alto
de OTUs e sua curva de rarefagdo ndo saturava; esta amostra e suas amostras
de feridas associadas foram removidas da analise ( Fig. 1 suplementar). Os
resultados de DESeq2 e BGLMM foram comparados com e sem o paciente 16

(Fig. 11 suplementar) para confirmar a robustez da andlise de associacao
taxondmica para a remogao dos dados do paciente 16.

Andlises de diversidade e abundancia diferencial Todas

as analises de diversidade foram realizadas no RStudio. Resumidamente, a tabela

QIIME BIOM , o arquivo de arvore e o arquivo de mapeamento foram importados
e convertidos em um objeto Phyloseq49 . Os dados foram pré-processados para

enraizar a arvore, reformatar os niveis de taxonomia e strings, adicionar anotagdes
de nivel de espécie para OTUs de Staphylo coccus , transformar contagens em

valores de abundancia relativa, filtrar controles e amostras insuficientemente
sequenciadas e pré-gerar tabelas aglomeradas de género para anélises a jusante.

Os resumos taxonémicos (dotplots, barcharts e boxplots) foram gerados utilizando
as tabelas aglomeradas de género, com filtros indicados nas legendas das figuras.

Gréficos de diversidade alfa foram gerados usando tabelas brutas, néo filtradas e
ndo rarefeitas . As distancias de diversidade beta foram calculadas usando uma

tabela aglomerada por género com contagens normalizadas por abundancia
relativa e filtradas para reter OTUs com abundancia relativa média superior a

0,01%. As analises de abundancia diferencial foram realizadas utilizando o pacote

DESeq2 com o teste de Wald e ajuste paramétrico31 . Log2(fold-change) se
valores de p ajustados foram extraidos para cada comparacéo usando a fungéo
de contraste. OTUs com valores de p ajustados menores que 0,05 foram
considerados significativamente diferentes em uma comparacéo diferencial.
Intervalos de confianga de 95% (IC) foram estimados pelo erro padrao de 1,96x

(IfcSE) relatado pelo pacote DESeq2. Observe que as OTUs cujo IC 95% nao
inclui zero podem nao ser significativas pelo padréo de valor de p ajustado, pois
os valores de p foram ajustados pela correcdo de Benjamini-Hochberg para taxa
de falsa descoberta usando DESeq2.

Pacotes adicionais utilizados para analise e geragao de figuras no RStudio

incluem: genefilter, ggplot250, ggpubr, reshape2, RColorBrewer, viridis,
wesanderson, grid, gridExtra, plotly, scales, dplyr, magrittr, data. mesa e macaco.

Pacotes adicionais em python incluem numpy, pandas, scipy, matplotlib e biom-
python.

Modelo misto linear generalizado bayesiano para avaliar ainda mais a associagao
de abundancias de OTU com diferentes tipos de amostra (pré-desbridamento, pés-
desbridamento ou pele) e resultados (curado ou ndo curado), modificamos o

modelo na ref. para analisar nossos dados. Véde @efrid tian a anoiotstge i die featatae
i no sequenciamento, i 1; % ;n, k1 ;% ; Kejl; % ;J. Em nosso conjunto de dados,
trés amostras foram retiradas de cada um dos pacientes. Temos n = 19 ou 20,
dependendo da inclus&o ou exclusdo do paciente 16, K 3 €3 = 462 (tabela OTU ~
o filtrada para contagens >10 em >5b?r%%terlﬁﬁ)sg%?ﬁ/%rwgnrgWTWfWBu)}ﬁéo si.
onde yikj € a média de Yikj ¥2 1% b e sj € o parametro de sobredisperséo. sj leva
em conta a superdisperséo de ceamm&mmmwwmw&m fsuno
rik ¥j uij ¥j1 xik1 yj2xik2, onde xik xik1; xik2 é um vetor de covariaveis yikj . Em
nosso estudo, usamos dois indicadores bmaﬂ&parmwg%fgﬁfaﬁﬁﬁg&?@éa{ipos
significam as amostras de pele, pré-desbridamento e pés-desbridamento do

na aburpiitieraele @Tpkicananetay i@ ehaboipdionldenmpd edgioideb jaamimsto
respectivamente. A diferenga nos coeficientes yj2 yj1 pode ser usada para inferir o
efeito do desbridamento na OTU j. Aqui, rik, é b; fator @@ ostraélidagicieata a Ele
leva em conta diferentes contagens totais em amostras (por exemplo, profundidades

de amostragem e_sequenciamento); yj € a abundancia de linha de base de OTU j
que explica a variabilidade nas abundancias de linha de base de OTU; uij € um
efeito aleatério de OTU j no paciente i que acomoda a heterogeneidade entre os

pacientes. Como uij € comum para todas as amostras retiradas do paciente i,
também induz dependéncia entre abundancias de OTU j nas amostras do paciente
i. Nos modelos Bayesianos, os parametros desconhecidos séo aleatérios e é
necessaria a especificacdo de distribui¢cées a priori para os parametros aleatérios
(chamados de distribui¢bes a priori). Os modelos bayesianos entéo atualizam as
distribuicdes dos parametros aleatdrios usando dados observados e produzem
distribuicdes a posteriori (chamadas distribuicdes posteriores). Assumimos
distribuicdes anteriores em nossos parametros desconhecidos, como rik, yj e yjp ,

Mangus32. Em particular, assumimos distribuicdes de Laplace independentes para
yip (p = 1, 2), resultando em lago Bayesiano. O Laplace prior € um npj esparso
Biofilms and Microbiomes (2020)
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induzindo a priori que melhora a estimativa de yjp e facilita a selegéo de variaveis.
Usamos intervalos de credibilidade posterior de 95% de Vijp, p 1; 2 e ¥}z yj1 para
identificar associacdes significativas para OTUs individuais. Também assumimos

distribuicdes de Laplace para uij. Para detalhes da especifica¢do anterior, veja Lee
e Sison-Mangus32 . Uma vez que a distribui¢ao a posteriori ndo é de forma

fechada, utilizamos um método Monte Carlo de cadeia de Markov que consiste
nas etapas de Gibbs e Metropolis para avaliar a distribuico a posteriori. Mediana

e intervalos de 95% de credibilidade para todos os yjp foram relatados.
Realizamos uma anélise adicional para avaliar a associagdo de abundancias

de OTU com diferentes tipos de amostras em feridas cicatrizadas e néo cicatrizadas.
Consideramos apenas amostras pré e pés-desbridamento e usamos 0 BGLMM
com duas covariaveis, pré e pés-desbridamento e feridas cicatrizadas e ndo
cicatrizadas. As covariaveis formam quatro grupos diferentes: pré- desbridamento/
ndo cicatrizado, pés-desbridamento/néo cicatrizado, pré-desbridamento/ndo
cicatrizado e pré-desbridamento/néo cicatrizado. Usamos o grupo pré-
desbridamento /néo cicatrizado como linha de base e, em seguida, nos
assemelhamos a andlise anterior. Aqui,tigs gyifhes/j@sepresentaabosddaitzs dos
OTU j em relagdo ao grupo de linha de base. Diferenca entre um par de yjp p 1; 2;
3 pode ser usado para inferir diferencas de abundancias de OTU & % b entre
grupos.

Para todas as inferéncias usando BGLMM, o coeficiente de regress&o (yj? )
cujo intervalo de credibilidade de 95% nao inclui zero foi considerado como tendo

efeito estatisticamente significativo . Realizamos inferéncia na tabela filtrada (462
OTUs) com ou sem paciente 16 para DESeq2 e BGLMM.

DISPONIBILIDADE DE DADOS

Todos os dados usados para realizar as analises e gerar os nimeros correspondentes estdo
disponiveis publicamente no Dryad Digital Repository (https://doi.org/10.25349/D9TS32).

As leituras brutas estéo disponiveis no Sequence Read Archive do NCBI (BioProject Accession
PRJINA612439).
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Todo o cédigo utilizado para realizar as anélises e gerar as figuras correspondentes esta
disponivel publicamente no Dryad Digital Repository (https://doi.org/10.25349/D9TS32).
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