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Recebido em: 21/12/2021 O objetivo deste artigo foi identificar as espécies bacterianas predominantes na microbiota

. . de feridas cronicas, buscando compreender a sua correlagdo com a cicatrizagdo dessas
Aceito em: 05/12/2022 feridas. Foi realizada uma revisdo integrativa de literatura, na base de dados PubMed.
Foram selecionados artigos publicados na integra, no idioma inglés, publicados entre 2016
e 2021. Foram excluidos artigos que abordassem uso de medicamentos
imunossupressores e/ou uso de antibiéticos. Para a elaboragdo da questdo do estudo,
Palavras-chave: utilizou-se a estratégia PICO (acronimo para patient, intervention, comparison, outcomes),

; . que possibilita a identificacdo de descritores, os quais auxiliam na localiza¢do de estudos
metaboloma; microbioma, primarios relevantes nas bases de dados. A questio de pesquisa delimitada: Existe
microbiota; ferida cronica; correlagdo entre a microbiota da pele com a cicatrizagdo de feridas cronicas? As palavras-
lesdo por presséO' ferida chave foram selecionadas nos Descritores em Ciéncia da Sauide, BVS e MeSH Database, com

. AR operadores booleanos “AND”e “OR” para combinagdo dos termos. Vinte e oito artigos foram
por pressao; pe diabético;  selecionados. Os principais géneros de microrganismos encontrados em feridas cronicas

ferida diabética; Ulcera de pele foram Staphylococcus, Corynebacterium, Pseudomonas e Enterococcus. Ndo foram
varicosa: Glcera venosa: encontrados indicativos claros de correlagdo com a cicatrizagdo de feridas no material

. T ’ utilizado. Enfatiza-se a importancia de contribuir para a prevencdo de complica¢des nas
ferida varicosa feridas cronicas, que podem ser ocasionadas por microrganismos infecciosos, e resultam,

muitas vezes, em amputagdo ou morte.
Correlation between skin microbiota and its metabolome with chronic wound healing

ABSTRACT

The aim of this work was to identify the predominant microrganisms in the microbiota of
chronic wounds, seeking to understand its correlation with the healing of those wounds.
An integrative literature review was performed in the PubMed database. Articles published
in full, in English, published between 2016 and 2021, were selected. Articles that addressed
the use of immunosuppressive drugs and/or use of antibiotics were excluded. To elaborate

Keywords: . . the study question, the PICO strategy (acronym for patient, intervention, comparison,
metabolome; microbiome; outcomes) was used, which allows the identification of descriptors, which help to locate
microbiota; chronic relevant primary studies in the databases. The delimited research question is: Is there a
wound; pressure injury; correlation between skin microbiota and chronic wound healing? The keywords were

selected from the Health Science Descriptors, BVS and MeSH Database, with Boolean

pressure wound; diabetic operators “AND” and “OR” for combination of terms. Twenty-eight articles were selected

fOOj[; diabetic wound; in three thematic categories. The main genera of microorganisms found in chronic skin
varicose ulcer; venous wounds were Staphylococcus, Corynebacterium, Pseudomonas and Enterococcus. No
ulcer; varicose wound indications of correlation with wound healing were found in the material analyzed. It is an

important matter to contribute to the prevention of complications in chronic wounds,
which can be caused by infectious microorganisms, and often result in amputation or
death.

1. Introducéo

As feridas cronicas se manifestam, em maior frequéncia, em pacientes idosos e
diabéticos e geralmente sdo resultantes de problemas com os mecanismos celulares e
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moleculares de reparo da ferida. Essas feridas podem resultar em incapacitacao,
amputacdo e elevada morbidade (3), tornando-as um sério problema de saude publica.
Estima-se que estas feridas afetem de 1% a 2% da populagdo mundial e o custo com o
tratamento nos Estados Unidos, por exemplo, é de cerca de 25 bilhdes de ddlares por ano,
sendo grande parte desse custo relacionada ao uso de antimicrobianos (4).

A pele € um ecossistema dinamico e complexo, habitado por diversos microrganismos.
Essa microbiota é fundamental para fisiologia e imunidade da pele, e sua interacdo com
0 hospedeiro pode oscilar consideravelmente, desde uma interacdo benéfica de
mutualismo até o parasitismo (51). A sua composicdo pode impactar diretamente a
cicatrizacdo de uma ferida, processo altamente coordenado e complexo, que pode gerar
consequéncias devastadoras caso seja interrompido. Acredita-se que uma combinacgéo de
fatores do hospedeiro e microrganismos presentes na ferida, pode nao apenas dificultar a
cicatrizacdo, mas levar a evolugdo para feridas cronicas (1,2).

Autores afirmam que, frequentemente, a diminuicdo da carga microbiana de feridas
cronicas, a niveis inferiores aos caracteristicos de infeccdo, facilita o controle dos
mediadores inflamatorios locais e sistémicos, reduzindo a inflamacéo (5). Além disso, o
aumento na identificacdo de bactérias multirresistentes em feridas crénicas (6,7),
demonstra que pode limitar as opc¢des terapéuticas das feridas que apresentem diagndstico
de infeccdo.

Isso ocorre gracas as moléculas geradas como produto do metabolismo, tanto das células
do hospedeiro, quanto das que compdem a microbiota. Essas moléculas formam um
arcabouco quimico que pode entdo exercer uma série de funcbes e que sdo criticas para o
desenvolvimento das comunidades microbianas que recobrem a pele. (8,9,10,11).

Esperamos que uma maior compreensdo a respeito da variedade microbiémica de
feridas possa no futuro ajudar a entender melhor o seu processo de cicatrizagao e, assim,
contribuir para 0 manejo adequado da ferida e para o desenvolvimento de novas
estratégias de controle microbioldgico de feridas. Compreender esses mecanismos €
crucial para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas efetivas, para reverter falhas
no processo de cicatrizagdo (52).

Buscou-se com esse trabalho identificar os microrganismos predominantes na
microbiota de feridas cronicas, procurando compreender a sua correlagdo com a
cicatrizacdo dessas feridas. Espera-se que essa identificacdo possa nortear e facilitar
pesquisas a respeito das feridas cronicas.

2. Material e métodos

Trata-se de uma revisdo integrativa de literatura, realizada no portal da MEDLINE, na
base de dados PubMed. Para elaboragédo da questao de pesquisa, utilizou-se a estratégia
PICo (acronimo para Patient, Intervention, Comparison, Outcomes), que possibilita a
identificacdo de descritores, os quais auxiliam na localizacdo de estudos primarios
relevantes nas bases de dados (12).

Quadro 1 — Elaboracéo da pergunta de pesquisa — estratégia PICo.

Estratégia PICo

P Pacientes portadores de feridas cronicas.

I Cicatrizacdo de feridas cronicas.

Co Correlacdo entre a microbiota da pele com a cicatrizag8o de feridas cronicas.

Fonte: Elaboracéo propria.

A questdo de pesquisa delimitada é: Existe correlagdo entre a microbiota da pele
com a cicatrizacdo de feridas cronicas? As palavras-chave foram selecionadas nos
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Descritores em Ciéncia da Saude da BVS e MeSH Database, com operadores booleanos
“AND” e “OR” para combinagdo dos termos: Metaboloma (Metabolome); Microbioma
(Microbiome); Microbiota (Microbiota); Ferida cronica (Chronic wound); Lesdo por
pressdo (Pressure Ulcer); Ferida por pressédo (Pressure wound); Pé diabético (Diabetic
Foot); Ferida diabética (Diabetic wound); Ulcera Varicosa (Varicose Ulcer); Ulcera
venosa (Venous ulcer); Ferida varicosa (Varicose wound).

O tipo de amostragem foi em sequéncia, que consiste no recrutamento de todas as
producdes acessiveis, que atendam aos critérios de elegibilidade, ao longo de um intervalo
de tempo especifico (13), delimitada por conveniéncia. Critérios de inclusdo: aderéncia
ao objetivo e ao tema proposto, artigos publicados na integra, no idioma inglés e estudos
realizados com humanos e camundongos. Estudos realizados com humanos de todas as
faixas etarias em ensaios clinicos e de controle, de ambos 0s sexos e etnias, com recorte
temporal de publicagdes dos anos de 2016 a 2021. Critérios de exclusdo: artigos de
revisao bibliogréafica e os que abordam uso de medicamentos imunossupressores e/ou uso
de antimicrobianos.

A descricdo das buscas e a selecdo dos artigos baseou-se no Preferred Reporting Items
for Systematic Review and Meta-Analynes (PRISMA), conforme fluxograma a seguir
(Figura 1).

Base PubMed — Busca
ampliada (n=114.871)

IDENTIFICACAO

-I-I«

Filtro 1: publicados entre 2016
- 2021 (n=26.440)

Filtro 2: Ensaio de controle
(n=972)

Filtro 3: Ensaio clinico (n=528)

ELEGIBILIDADE

Excluidos por serem artigos de

revisdo -> 368

Excluidos por inadequacdo ao
tema -> 132

Selecionados (n=28)

INCLUSAO

Figura 1 — Fluxograma de sele¢éo dos artigos

3. Resultados e discussao

Os resultados iniciais da busca ampliada apresentaram n=114.871 produgdes (figura 1).
Ap0s a aplicacdo do primeiro filtro, elegeram-se n=26.440 artigos, publicados no recorte
temporal de 2016-2021; no gque concerne ao tipo de pesquisa, restaram n=972 ao ser
aplicado filtro quanto a ensaios do tipo controle e entdo n=528 do tipo ensaio clinico.
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Dentre estes, foram excluidos 368 artigos por serem artigos de revisdo e 132 por
inadequacdo ao tema. Desses, um dos principais fatores relacionados a sua exclusdo foi
pelo fato de serem artigos que tratam da microbiota intestinal, o que indica que quando
se trata de buscas a respeito da microbiota humana, a presenca de trabalhos que abordem
a microbiota da pele ou de feridas ainda é escassa, 0 que se mostra como mais um fator
que ressalta a importancia de se realizar pesquisas com foco nesse tema. Dessa forma,
restaram 28 artigos potenciais para a anlise.

Dentre os artigos analisados, em 23 deles foram realizados méetodos de identificacdo dos
microrganismos presentes em feridas cronicas, alguns utilizando mais de um método,
sendo eles: sequenciamento do gene 16S do rRNA (20; 77%); ensaios de cultura
microbioldgica (4; 15%); testes bioquimicos (1; 4%); e sequenciamento metagenémico
shotgun (1; 4%). Nesses, 13 artigos eram relacionados exclusivamente a pacientes com
DFUs, 3 apresentando pacientes relacionados exclusivamente a lesdo por pressao,
enguanto 8 abordaram pacientes com diferentes tipos de feridas cronicas.

Ha um evidente consenso na literatura mundial acerca das Ulceras do pé diabético
(DFUs) como uma das principais causas de alta morbidade, principalmente entre os
idosos acamados. O diabetes tipo Il é uma condicdo cronica de salde que est associada
a doencas de pele, incluindo Ulceras crénicas nos pés e um aumento da incidéncia de
infecgBes de pele. Em associagdo com a falta de sensibilidade, artérias enrijecidas,
resposta imunolégica do hospedeiro comprometida e recorréncia de Ulceras,
especialmente colonizadas por organismos multirresistentes, frequentemente colocam os
pacientes com pé diabético em maior risco de Ulceras que nao cicatrizam (14).

Estudos anteriores, (15-16), mostravam que a maioria das DFIs sdo polimicrobianas
com uma predominancia de cocos Gram-positivos, especialmente S. aureus e
Streptococcus spp. No entanto, estudos recentes (17-18), indicaram a predominancia de
patdgenos Gram-negativos em infec¢cbes monomicrobianas, particularmente membros da
familia Enterobacteriaceae e género Pseudomonas. A utilizacdo prolongada de
antimicrobianos para lesdes ndo infectadas ou feridas cicatrizadas, longa permanéncia
hospitalar e medidas cirtrgicas, podem predispor 0s pacientes a colonizacéo e infecgédo
por patdgenos resistentes aos medicamentos e resultados adversos associados.
Microrganismos multirresistentes, como MRSA, metalo-beta-lactamases (MBL),
produtores de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) e produtores de beta-
lactamases resistentes a ampicilina (AmpC) podem contribuir para a ocorréncia de
amputacdo (19,20,21,22).

Para caracterizar bactérias comuns em feridas de pé diabético, explorar o padrdo de
sensibilidade a drogas de microrganismos identificados e analise da alteracdo da etiologia
de DFUs, um estudo prospectivo foi desenvolvido com 90 pacientes diabéticos tipo 2 com
ulceras nos pés, numa enfermaria de endocrinologia. 70 pacientes com DFUs infectados
foram incluidos. Foi demonstrada a existéncia de uma diversidade de microrganismos em
DFUs apos andlise clinica dos aspirados de pus ou amostras de tecidos moles, que foram
coletados no dia da internacdo, limpeza adequada da ferida diabética com soro fisioldgico,
seguido de desbridamento dos exsudatos de tecidos superficiais e processados para
identificacdo bacteriana aerobia (23).

Evidenciou-se (23), que o dominio emergente de aerobios Gram-negativos substituindo
bactérias Gram-positivas em feridas de pé diabético infectado pode impor um sério
problema de salde na cura de Ulceras. Portanto, os antimicrobianos prescritos devem ser
ampliados, cobrindo patégenos Gram-negativos e Gram-positivos para melhorar o estado
de cicatrizacdo do pé diabético. Os antimicrobianos prescritos também devem ter como
alvo as cepas multirresistentes, que séo um problema agravante no tratamento da infecgéo
do pé diabetico e complicacdes associadas. Além disso, uma andlise clinica adequada,
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incluindo a presenga de neuropatia e doenga vascular, e a pesquisa de histérico de
ulceracdes deve ser feita rotineiramente em diabéticos.

Outro estudo (24), objetivou quantificar a viabilidade da microbiota da ferida, classificar
a disperséo de microrganismos viaveis da ferida e determinar se a microbiota humana da
ferida pode produzir uma ferida cronica em um modelo animal. Microbiotas de feridas
como unidades (varias espécies microbianas agindo como um agente infeccioso) foram
obtidas de feridas cronicas humanas bem definidas e semeadas em feridas de exciséo
cirurgica de camundongos, para produzir feridas cronicamente infectadas, que se
assemelhavam as feridas crénicas observadas nos hospedeiros originais. Foi demonstrado
que a microbiota da ferida se dissemina ativamente a partir da ferida crénica, por forcas
e mecanismos intrinsecos a ferida.

A carga microbiana de feridas cronicas (25), desempenha um papel importante na
cicatrizacdo prejudicada e no desenvolvimento de complicaces relacionadas a infeccéo.
Avaliou-se sistematicamente a dindmica temporal da microbiota que coloniza DFUs, sua
associacao com complicacdes clinicas e de cura. A instabilidade da comunidade da
microbiota foi associada a uma cura mais rapida e melhores resultados. A utilizacdo de
antibidticos sistémicos desestabilizou a microbiota da ferida, em vez de alterar a
diversidade geral ou a abundancia relativa de taxons especificos.

Nessa perspectiva (26), tragou-se o perfil do microbioma DFUs infectadas. A microbiota
foi correlacionada a parametros clinicos e resultados de tratamento para determinar se a
terapia antimicrobiana dirigida com base em culturas microbioldgicas convencionais é
relevante com base na analise gendmica. Pacientes com 18 anos ou mais apresentando
uma nova DFI que ndo receberam antimicrobianos topicos ou orais nas duas semanas
anteriores a apresentacao foram elegiveis para o estudo. Bidpsias de tecido foram obtidas
de DFUs infectadas para analise.

Trinta e nove pacientes foram recrutados ao longo de doze meses (26). Todas as DFUs
de duragdo mais curta (menos de seis semanas) tinham uma espécie bacteriana dominante
(n =5 de 5, 100%, p <0,001), Staphylococcus aureus em trés casos e Streptococcus
agalactiae em dois. As DFUs de duracdo mais longa (= seis semanas) foram
diversamente polimicrobianas (p <0,01) com uma média de 63 (intervalo 19-125)
espécies bacterianas. Sendo assim, a duracdo de um DFU pode ser Gtil como um guia para
direcionar a terapia antimicrobiana.

A infeccdo bacteriana polimicrobiana é um fator importante que contribui para a
cronicidade da ferida. Dessa forma, adotou-se uma abordagem de tratamento de feridas
baseada em biofilme, na qual as feridas sdo tratadas, utilizando informacGes de
sequenciamento de DNA sobre comunidades microbianas. (27) Procedeu-se a analise
temporal em trés pontos de amostragem conduzida para 167 feridas cronicas. Ao longo
dos intervalos, as comunidades de feridas dos mesmos pacientes mudaram de composigéo
e, mais comumente, compartilharam menos de 50% das espécies observadas. Houve uma
relacdo significativa entre a semelhanca da comunidade e o tempo entre a amostragem.
Classificando feridas em tipos de estado, descobriu-se que as comunidades
frequentemente transitavam de uma composi¢do dominada pelos géneros Pseudomonas
ou Staphylococcus, para um tipo de estado altamente variavel.

Dentre as possibilidades de tratamento (28), enfatiza-se como a Medicina Tradicional
Chinesa (TCM) regula as bactérias da ferida. O estudo coletou amostras de feridas de 35
pacientes e analisou a variacao das bactérias antes e depois do tratamento com TCM por
sequenciamento de rRNA 16s. A concluséo do estudo evidenciou um efeito positivo apos
o0 tratamento com TCM (pomada para producdo de pele). Mecanicamente, TCM ajudou
a promover a cicatrizagdo de feridas, regulando a microbiota da ferida.

Quanto a relagdo entre a microbiota e a inflamag&o (29), analisou-se a microbiota na

77



G. L. C. Valente et al. / Vittalle v. 35, n. 1 (2023) 73-87

pele normal e tecido de DFU do mesmo individuo e suas fungdes com base nas
caracteristicas clinicas. A diversidade da microbiota da pele foi maior do que a dos tecidos
DFW, juntamente com diferengas de composi¢do. Além disso, diferentes microrganismos
foram associados a caracteristicas clinicas. Os resultados indicaram que a microbiota na
pele normal, esta relacionada aos microrganismos colonizadores no tecido DFW de
acordo com as caracteristicas clinicas e os diferentes microrganismos podem
desempenhar papéis importantes no prognastico.

Sobre a existéncia de redes metabolicas que contribuem para a formacgdo de
comunidades estaveis (30), tracou-se o perfil do microbioma de uma série de amostras
longitudinais de 28 pessoas com diabetes e DFUs do calcanhar, na tentativa de melhor
caracterizar a relacdo entre cicatrizagdo, infecgdo e o microbioma. No total, foram
analisadas 237 amostras, coletadas em intervalos quinzenais por 6 meses ou até a
cicatrizacdo. Perfis de microbioma foram gerados por anélise de sequéncia de gene 16S
rRNA, complementada por sequenciamento de genoma inteiro. Os resultados
demonstraram que DFUs que ndo curaram durante o periodo pesquisado (20/28, 71,4%)
foram mais propensos a ser colonizados de forma persistente com uma comunidade
heterogénea de microrganismos, incluindo anaerdbios e Enterobacteriaceae. (30).

O perfil bacteriano pode interferir na cicatrizacdo de feridas crénicas. Um estudo de
coorte da cicatrizacdo e etiologia de feridas (WE-HEAL), incluindo comorbidades
subjacentes menos comumente estudadas no contexto de feridas cronicas, como doencas
autoimunes, investigou possiveis relages da microbiota com tendéncias de cura clinica.
Foram examinados os espécimes de feridas crénicas de 60 pacientes, coletados por meio
do Estudo WE-HEAL usando o sequenciamento do gene 16S do rRNA (31).

Um grupo de anaerdbios obrigatorios co-ocorrentes foi identificado a partir de analises
taxonémicas guiadas pela modelagem de misturas multinomiais de Dirichlet (DMM).
Inclui membros dos cocos anaerébios Gram-positivos (GPAC) do filo Firmicutes
(Anaerococcus, Finegoldia e Peptoniphilus) e anaerdbios estritos adicionais
(Porphyromonas e Prevotella). O grupo co-ocorrente, ndo apenas coexiste com espécies
de feridas comumente identificadas (como S. aureus, S. epidermidis, Pseudomonas sp.,
Corynebacterium sp. e Streptococcus sp.), mas também pode predominar na microbiota
da ferida.

Para investigar o papel da microbiota colonizadora na cicatrizacdo de feridas diabéticas,
resultados clinicos e resposta as intervengdes (32), realizou-se um estudo longitudinal
prospectivo de pacientes com DFU. O sequenciamento metagendémico por shotgun
revelou que a variacdo no nivel de cepa de S. aureus e as assinaturas genéticas da
formagéo de biofilme foram associadas a resultados ruins.

Os genes de resisténcia aos antibioticos foram generalizados e o desbridamento, em vez
do tratamento com antibidticos, alterou significativamente a microbiota DFU em
pacientes com resultados mais favoraveis. Esses achados sugerem que a microbiota DFU
pode ser um marcador para desfechos clinicos e resposta a intervencdes terapéuticas.
Quanto a relacdo da microbiota da ferida com o desbridamento, uma intervencéo realizada
por uma equipe de enfermagem, destinada a remover tecido necrotico, determinou que
uma reducdo significativa na diversidade de Shannon (indice de diversidade em dados)
ocorreu apos o desbridamento, em feridas que cicatrizaram em 12 semanas.

Quando se examinou a composi¢do da comunidade nesses momentos, observou-se que
a abundancia relativa de bactérias aer6bias como S. aureus, Streptococcus agalactiae e
Pseudomonas aeruginosa ndo mudou. No entanto, bactérias anaer6bias mistas, como
Anaerococcus lactolyticus, Porphyromonas somerae, Prevotella melaninogenica e
Veillonella dispar foram reduzidas ap6s o desbridamento em feridas que cicatrizaram,
mas ndo em feridas ndo curadas. Tais investigacOes aprofundadas do microbioma das
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DFUs, juntamente com a modelagem funcional in vitro e in vivo, aumentam a
compreensdo das influéncias microbianas nas vias de reparo de tecidos, sugerem alvos
diagndsticos e/ou prognosticos terapéuticos e tém o potencial de superar desafios para
melhorar os resultados dos pacientes (32).

Analisou-se swabs ou amostras de desbridamento de feridas, quanto ao crescimento
microbiano por cultura ou através de técnicas moleculares, usadas para determinar o
microbioma da ferida. Os patdgenos foram avaliados de acordo com a propor¢do de
diferentes espécies e relacionados a diferentes fatores como tipo e localizacao da ferida,
doenca e doencas subjacentes. Em comparacdo com os métodos convencionais de
deteccdo microbiologica, o microbioma da ferida analisado por técnicas moleculares
compreende muito mais tipos e quantidades de espécies. Nesse contexto, opcoes
modernas de tratamento antimicrobiano, por meio de novos antibidticos, além da
quimioterapia convencional, como a modulacao da colonizagéo, tornam-se possiveis. (33)

O microbioma inicial da amostra da ferida pode fornecer informacdes prognosticas
importantes sobre o eventual resultado clinico da terapia de salvamento dos pés - FST.
Pode servir como uma ferramenta clinica importante para o aconselhamento do paciente
e tomada de decisdo cirdrgica de buscar salvamento do pé, versus amputacdo. Dessa
forma, rastrear mudancas na prevaléncia de patdgenos em DFUs pode ser uma ferramenta
clinica para monitorar a resposta ao tratamento para a FST e prognosticar a necessidade
de intervencao cirargica adicional (34).

As feridas crbnicas dos diabéticos sdo caracterizadas por altos niveis de estresse
oxidativo (OS) e séo, frequentemente, colonizadas por bactérias formadoras de biofilme
que comprometem gravemente a cicatrizagdo e podem resultar em amputacdo. No
entanto, pouco se sabe sobre o papel da microbiota da pele na cicatrizacdo e no
desenvolvimento de feridas crénicas. Assim, partindo da hipo6tese de que altos niveis de
OS levam ao desenvolvimento de feridas crbnicas, promovendo a colonizacdo de
bactérias formadoras de biofilme sobre bactérias comensais, descobriu-se que as feridas
em cicatrizacdo foram colonizadas por um microbioma bacteriano diverso e dindmico,
que nunca desenvolveu biofilmes, embora bactérias formadoras de biofilme estivessem
presentes (35).

As DFU representam um desafio significativo, porque frequentemente demonstram
crescimento polimicrobiano, tornam-se resistentes a terapia antibidtica preferida e nédo
informam os provedores sobre o progndstico em longo prazo. Além disso, o rendimento
da cultura convencional pode ser afetado pelo tempo de administracdo do antibiotico e
coleta de tecido para analise. 1sso pode levar a administracdo de antibidticos abaixo do
ideal ou amputagdes debilitantes. O microbioma de DFU é uma nova fronteira para
melhor compreender as interacdes entre organismos hospedeiros e organismos
patogénicos. (36)

Os leitos da ferida DFU séo colonizados por um namero maior de filotipos bacterianos
distintos, em comparacdo com a borda da ferida ou pele fora da ferida. No entanto,
nenhuma mudanca significativa na diversidade do microbioma ocorreu nos locais da
ferida apds uma semana de tratamento padrdo. O aumento da abundancia inicial de cocos
anaerdbios Gram-positivos (GPAC), especialmente Peptoniphilus sp., foi associado com
cicatrizacdo prejudicada; assim, a abundancia de GPAC poderia ser um preditor do
resultado da cicatrizagdo de feridas (37).

A imunidade prejudicada e alteracbes no microambiente em pacientes com diabetes
podem influenciar a composic¢ao do microbioma cuténeo (38). No entanto, os dados sobre
0 microbioma cutdneo desses pacientes sdo escassos. Um estudo que comparou 0s
componentes flngicos e bacterianos do microbioma da pele entre pacientes com DM2 e
individuos saudaveis, com amostras de esfregaco de pele do antepé plantar de 17
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pacientes com DM2 e 18 individuos saudaveis para conduzir um estudo transversal,
observou um microbioma cutaneo diferencial, principalmente para fungos, em pacientes
com diabetes tipo 2 em comparacdo com controles saudaveis. Trichophyton rubrum foi
mais abundante nas amostras. Os resultados sugerem que deve-se prestar atencdo a fungos
e bactérias e fornecer estratégias adequadas de prevencao e terapéutica para complicagoes
cuténeas diabéticas, incluindo DFUSs.

A patogénese dos DFUs é governada por um ambiente complexo de fatores ambientais
e do hospedeiro e o tratamento empirico € inicialmente baseado na gravidade da ferida,
uma vez que a cultura e o perfil da sensibilidade aos antibioticos de microrganismos
associados a ferida sdo demorados. (39)

Uma analise de escalonamento dimensional ndo pode discriminar claramente as
amostras com base nos niveis de hemoglobina glicada. A abordagem de sequenciamento
revelou a presenca das principais espécies cultivveis, mesmo em amostras sem
crescimento bacteriano na abordagem baseada em cultura. Assim, indica que (i) a
composicdo da comunidade microbiana central varia com a gravidade da ferida, (ii) a
distribuicdo das espécies polimicrobianas € individual especifica e (iii) a suscetibilidade
aos antibidticos varia de acordo com os individuos. Portanto, hd uma necessidade de
deteccdo rapida e precisa dessas comunidades polimicrobianas, para o0 gerenciamento
eficaz de feridas. Isso pode reduzir a morbidade e mortalidade associadas as DFUs, ao
mesmo tempo que impede o surgimento de microrganismos multirresistentes (40).

Para demonstrar se existem alteracfes na composi¢cdo do microbioma cutaneo da pele
ndo afetada entre pacientes com Ulcera por pressdo, em comparacdo com aqueles sem
Ulcera por pressdo, (41) analisou-se o microbioma cutineo da pele ndo afetada de 15
pacientes com Ulceras de pressao sacrais, em comparacdo com 15 pacientes sem ulceras
de presséo. O estudo demonstrou que a variacdo interindividual da microbiota cutanea de
pacientes com Ulcera por pressédo foi significativamente maior.

A infeccdo e a formacgdo de biofilme sdo dois dos principais impedimentos da
cicatrizacao de feridas, sugerindo um papel importante para o0 microbioma dessas feridas.
O conteudo bacteriano da superficie da ferida de 20 pacientes ambulatoriais com feridas
crbnicas, antes e imediatamente ap6s o desbridamento, bem como a pele s&, néo
expressou nenhuma diferenca entre o microbioma da superficie da ferida original e aquele
exposto por um Unico episddio de desbridamento acentuado, sugerindo que este nédo
alterou diretamente o microbioma da ferida.

No entanto, aer6bios e, especialmente, anaerébios facultativos, foram
significativamente associados a feridas que ndo cicatrizaram em 6 meses. O género
anaerobio facultativo Enterobacter foi significativamente associado a falta de
cicatrizacdo. Os resultados sugerem que a abundancia de anaerébios facultativos é um
fator prognostico negativo no microbioma de feridas cronicas, possivelmente devido ao
aumento da robustez dessas comunidades a diferentes ambientes metabdlicos (42).

Em contrapartida (43), comparou-se dois métodos, cultivo e sequenciamento de rRNA
16S, para a caracterizacdo de populagBes bacterianas em swabs e tecidos de bidpsia
obtidos de 45 feridas cronicas. O sequenciamento provou ser vantajoso em comparagédo
com o cultivo, principalmente no caso de comunidades microbianas altamente diversas,
onde pode-se, adicionalmente, detectar numerosas bactérias anaerobias obrigatérias e
facultativas de géneros Anaerococcus, Finegoldia, Porphyromonas, Morganella e
Providencia.

Em um estudo, (44) que teve como objetivo usar o sequenciamento de alto rendimento
do gene 16S rRNA para investigar as alteragdes no microbioma da pele do pé de 52
pacientes com diabetes mellitus, divididos em 4 grupos de estudo: controles saudaveis (n
= 13); pacientes com diabetes de curto prazo (<2 anos; n=13); pacientes com diabetes de
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médio prazo (5-8 anos; n = 13); e pacientes com diabetes de longa duracdo (>10 anos;
n=13), os esfregacos foram analisados da pele intacta do arco do pé, usando
sequenciamento de rRNAL6S.

A diversidade filogénica do microbioma variou significativamente entre 0s grupos de
estudo, mas foram semelhantes dentro do mesmo grupo. Em pacientes com DM, os filos
microbianos dominantes da pele foram Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria e
Bacteroidetes. O sequenciamento do gene 16S rRNA mostrou mudangas dindmicas no
microbioma da pele do pé durante a progressdo do diabetes mellitus. Esses achados
reforcam a importancia de compreender o papel da microbiota da pele na patogénese da
DFU (44).

Assim, a obtencdo de amostras adequadas de DFUs, onde h& suspeita de infecgdo, € de
grande importancia. Neste sentido, swabs pareados e biopsias de tecido foram coletados
de DFUs e ambas as técnicas de amostragem foram comparadas, usando sequenciamento
do gene 16S rRNA. A abundancia bacteriana média determinada por qPCR foi
significativamente menor nas bidpsias de tecido. As bidpsias de tecido exibiram uma
maior diversidade geral de bactérias em relacdo aos esfregacos. No entanto, com base em
uma andlise de presenca/auséncia de todas as amostras emparelhadas, a frequéncia de
ocorréncia de bactérias de géneros de patdgenos conhecidos e potenciais, foi geralmente
maior em esfregacos de feridas, do que em bidpsias de tecido (45).

Os estudos atuais tém mostrado que a comunidade microbiana na superficie da pele deve
ter um estado ideal, que pode efetivamente regular a tolerancia imunolégica e ajudar a
evitar a invasédo de bactérias patogénicas externas, entdo o corpo pode estar em um estado
relativamente saudavel. Assim, a teoria da disbiose da microbiota da pele pode nos ajudar
a entender melhor o mecanismo de formacéo de feridas e os problemas encontrados no
tratamento de feridas, incluindo as feridas cronicas que néo cicatrizam.

Sobre esse aspecto, (46) a prevencdo de lesdes por pressdo recorrentes (RPIs) € um dos
desafios importantes enfrentados na area de satde, mas os fatores de risco dos RPIs ndo
foram totalmente revelados. A hidratacdo da pele mais baixa e/ou o aumento de
Staphylococcus pode ter um potencial para ser usado como um biomarcador para a
previsdo de RPIs, ou pode ser um ponto de intervencdo para a prevencao de RPIs por, por
exemplo, limpeza da pele com cuidados hidratantes. (47)

Nesse contexto, (48) afirma-se que a DFU cicatriza mal quando a terapia padrdo de
tratamento é aplicada. Na verdade, a cicatrizacdo de feridas ocorre apenas
aproximadamente 30% em 12 semanas e apenas 45% independentemente do tempo em
que o tratamento padrdo é utilizado. Da mesma forma, as DFIs ocorrem em metade de
todas as DFU e as culturas microbioldgicas convencionais podem levar vérios dias para
serem processadas antes que o resultado seja conhecido. As DFU representam um desafio
significativo a esse respeito, porque as DFU, frequentemente, demonstram crescimento
polimicrobiano, tornam-se resistentes a terapia antibiética preferida e ndo informam os
provedores sobre o prognéstico em longo prazo.

Em um estudo observacional prospectivo, (49) para avaliar a riqueza e diversidade de
bactérias em amostras de DFIs, usando uma abordagem de culturdmica, os achados da
cultura bacteriana de amostras de feridas foram analisados, juntamente com as
caracteristicas clinicas e os resultados do tratamento. No referido estudo, a maioria das
amostras eram polimicrobianas (N=38; 88,3%). De todas as espécies isoladas, as mais
prevalentes foram: S. aureus (N =28; 52,8%), Enterococcus faecalis (N = 24; 45,2%), E.
cloacae (N =12; 22,6%), Staphylococcus lugdunensis (N = 10; 18,7%), S. epidermidis (N
=6; 11,3%), Proteus mirabilis (N = 6; 11,3%) e Finegoldia magna (N =5; 9,4%). O Unico
fator associado a melhora da ferida, apds um acompanhamento de 1 més, foi a presenca
de E. faecalis quando comparado com pacientes sem melhora da ferida.
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Em comunidades sem um ou ambos os patdgenos dominantes, relagdes mutualisticas,
incluindo Staphylococcus sp./Acinetobacter sp., Pseudomonas sp./Serratia sp. e
Streptococcus sp./Enterococcus sp. foram previstas. Prevé-se que as interacdes
mutualisticas sejam impulsionadas pela alimentacao cruzada de acidos organicos, alcoois
e aminoacidos, que podem ser potencialmente interrompidos, para retardar a progressdo
da doenca em feridas crénicas. (50).

Observou-se um maior nimero de bactérias relacionadas ao intestino, menos comensais,
maior pH da pele e menor TEWL na pele sacral de pacientes mais velhos acamados, do
que na de individuos mais velhos ou jovens ambulatoriais. Esses achados implicam em
funcBes distintas do microbioma e das funcgoes fisioldgicas da pele em pacientes idosos
acamados, em comparacdo com individuos saudaveis, e podem sugerir a necessidade de
limpeza mais rigorosa da pele de pacientes idosos acamados, devido a proximidade da

pele e do microbioma da ferida.

Principais géneros de microrganismos encontrados nos estudos:

Tendo em vista a busca realizada, 23 dos 28 artigos apresentam métodos de identificacdo
dos microrganismos presentes em feridas cronicas. Dessa forma, apresentam-se na Tabela
1 a seguir os principais microrganismos evidenciados nos estudos selecionados a nivel de

género.

Tabela 1 — Principais géneros encontrados e métodos de identificacdo utilizados, de
acordo com os respectivos tipos de feridas apresentados pelos pacientes do estudo.

Principais géneros

Tipo de Método de identificacdo (método de Referéncia
ferida pacientes de amostragem) microrganismaos
encontrados
Sequenciamento da regido V4 do Staphviococcus
gene 16S do RNA ribossomal phy ' Gardiner M.
DFU 8 x . Acinetobacter e
(swab da lesdo e tecido de : etal. 2017.
. Corynebacterium.
desbridamento).
Cultura microbiolégica e testes Escherichia, Noor. S. et al
70 bioguimicos (aspirados de pus ou Staphylococcus e 20161 ' '
amostra de tecidos moles). Pseudomonas. '
Sequenciamento das regides V1 a Staphylococcus, Loesche. et
100 V3 do gene 16S do RNA Streptococcus e al 2017’
ribossomal (swab da lesdo). Corynebacterium. ' '
Sequenciamento do gene 16S do Staphylococcus, Malone M. et
39 RNA ribossomal (bidpsia da Corynebacterium e '
« . . al. 2017.
lesdo). Finegoldia
MALDI-TOF e Sequenciamento Staphylococcus, Ineid J. et al
43 do gene 16S do RNA ribossomal Enterococcus e ' '
« 2018.
(raspado e swab da leséo). Enterobacter.
Sequenciamento das regides V1 a Pseudomonas
V3 do gene 16S do RNA . ' Park et al.
20 . . Bacteroides e
ribossomal (tecido de 20109.
. Enterococcus.
desbridamento).
28 Sequenciamento do gene 16S do g:)aryrr:elt; i(gsghzg’ Sloan T.J. et
RNA ribosomal (swab da leséo). phy al. 2019.
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Sequenciamento metagendmico

Staphylococcus,

Kalan L.R. et

100 shotgun. Corynebacterium e al. 2019.
Pseudomonas.
Sequenciamento das regides V1 a Bacteroides, MacDonald
23 V3 do gene 16S do RNA Streptococcus e A.etal.
ribossomal (bidpsia da lesdo). Staphylococcus.  2019.
Sequenciamento do gene 16S do Staphylococcus, Min K.R. et
10 RNA ribosomal (tecido de Corynebacterium e al 202'0 '
desbridamento). Arthrobacter. ' '
Sequenciamento do gene 16S do Ps_eudomonas, Jnana A. et
122 : « Acinetobacter e
RNA ribosomal (swab da lesdo). al. 2020.
Staphylococcus.
Sequenciamento do gene 16S do Streptococcus, Travis. J. et
20 RNA ribosomal (swab da leséo e Corynebacterium e ‘o
iy - . al. 2020.
bidpsia do tecido lesionado). Staphylococcus.
Cultura microbiologica (swab da Staphylococcus, Dorr S. etal.
353 x Enterococcus e
lesdo). 2021.
Pseudomonas.
Sequenciamento das regides V3 e Escherichia
Lesdo por V4 do gene 16S do RNA ) Nagase, S. et
x 31 . x Corynebacterium e
pressdo ribossomal (swab da lesédo e al. 2020.
. Staphylococcus.
curativos).
15 Sequenciamento do gene 16S do Séﬁf;%'ggggj:i de Wert L.A.
RNA ribosomal (swab da les&o). ; et al. 2020.
Corynebacterium.
Sequenciamento das regides V3 e Staphylococcus, Shibata K. et
30 V4 do gene 16S do RNA Corynebacterium e al. 2021 '
ribossomal (fita aderida a lesdo). Delftia. ' '
Diversos Sequenciamento por PCR da Pseudomonas, Wolcott. et
tipos de 43 regido 16S (disco de filtro de papel  Staphylococcus e al 2016’
feridas com curativo). Achromobacter. ’ '
Sequenciamento do gene 16S do Pseudomonas, Tinton C.D
167 RNA ribossomal (tecido de Staphylococcus e P o
. : et al. 2017.
desbridamento). Corynebacterium
35 Sequenciamento do gene 16S do En|t3esr:ub daocrtneg:]zze:e Wu, M. et al.
RNA ribosomal (swab da leséo). : 2018.
Enterococcus.
60 Sequenciamento do gene 16S do Cgtra%?t;g)(;z??ﬁ:{ e Choi Y. et al.
RNA ribosomal (swab da lesdo). y 2019.
Pseudomonas.
Sequenciamento do gene 16S do Staphylococcus,  Phalak P.,
2.963 RNA ribosomal (diversos métodos Pseudomonas e Henson M.A.
utilizados). Corynebacterium.  2019.
Sequenciamento das regides V1 a Staphylococcus, Verbanic. S
20 V3 do gene 16S do RNA Corynebacteria e o
4 4 L - et al. 2020.
ribosomal (swab da leséo). Propionibacteria.
Cultura microbiolégica e Pseudomonas
45 sequenciamento do gene 16S do Staph Iococcus'e Mahnic A. et
RNA ribosomal (swab da lesdo e phy al. 2021.
Enterococcus.

bidpsia do tecido lesionado).
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Dessa forma, conforme demonstrado no Quadro 1 temos, em ordem decrescente, 0s
géneros mais prevalentes nos estudos revisados, com suas respectivas frequéncias e
porcentagens de citagdes como microrganismos mais presentes em feridas cronicas,
frente ao total de artigos incluidos para a presente categoria. S&o eles: Staphylococcus (21
de 23; 91%), Corynebacterium (14 de 23; 61%), Pseudomonas (11 de 23; 48%),
Enterococcus (6 de 23; 26%), Streptococcus (3 de 23; 13%), Enterobacter (3 de 23; 13%),
dentre outros, conforme apresentado na figura 2 abaixo.

St Ry o0 CC S —— 7 1
oy B e U ——— 1] £

Pseudomonas —— ] 1

Enterococcus I 6

Enterobacter I 3

Streptococcus I 3

Bacteroides I 2
Escherichia —
Acinetobacter — 2
Delftia - 1
Cutibacterium -1
Athrobacter -
Finegoldia - 1

Achromobacter gy 1

Figura 2 — Prevaléncia dos géneros de microrganismos

Os estudos apresentaram numeros variados de pacientes, de acordo com sua
disponibilidade e contexto em que estavam inseridos. Em relacdo aos métodos de
identificacdo, foi feito principalmente o sequenciamento do gene 16S do rRNA (20;
77%), tendo também sido realizados ensaios de cultura microbiolégica (4; 15%), testes
bioquimicos (1; 4%) e sequenciamento metagendmico shotgun (1; 4%).
Tradicionalmente, o0 método de sequenciamento do gene 16S rRNA €é o mais empregado
na identificacdo dos microrganismos em feridas cronicas.

Métodos de sequenciamento baseados em amplicon independentes de cultura (como o
sequenciamento de rRNA bacteriano e flngico) destacam a natureza polimicrobiana e
temporalmente dindmica da microbiota bacteriana e fungica que coloniza DFUs. No
entanto, apenas um insight limitado é obtido com esses métodos em relacdo ao papel da
microbiota da ferida nos resultados, complicagdes e cicatrizagdo do paciente (1).

A principal limitacdo de tais abordagens é a fraca resolucdo taxondmica, que impede a
identificacdo precisa da espécie ou a nivel de cepa. Evidéncias crescentes sugerem que
cepas geneticamente distintas dentro de uma Unica espécie, tém diferencas funcionais
importantes, que influenciam as interagdes com seu hospedeiro. Por exemplo, dentro do
género Staphylococcus estdo as espécies comensais de pele e o patdgeno S. aureus.
Clinicamente, S. aureus seria considerado diferente de S. epidermidis comensal. Assim,
sua classificacao é critica para determinar estratégias de tratamento eficazes (1).

Dessa forma, mostra-se a importancia da aplicacdo de métodos de identificagdo que
possibilitem a caracterizacdo dos microrganismos presentes em feridas cronicas a nivel
de espécie, como possibilitado nos estudos de Kalan e colaboradores (2019), através do
sequenciamento metagenémico shotgun, e Jneid e colaboradores (2018), através do
método protebmico MALDI-TOF.
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Dada a aplicacdo de métodos de identificagdo diversos entre os estudos, e por vezes a
falta de maior detalhamento no que concerne as espécies encontradas, foram destacados
trés dos principais géneros de microrganismos encontrados em feridas cronicas dos
pacientes participantes em cada pesquisa, levando em conta aqueles que estiveram
presentes em um numero maior de feridas e em maior abundancia nessas feridas.

4. Concluséao

Acredita-se que 0 microbioma da pele desempenhe papéis importantes na defesa da pele
e no funcionamento imunologico. Neste sentido, pesquisadores em todo 0 mundo vém
desenvolvendo estudos em busca do tratamento e da cura das feridas cronicas, tendo em
vista que o diabetes afeta 0 ambiente da pele e isso pode perturbar o seu microbioma, com
possiveis implicacOes para infeccbes da pele e cicatrizagdo de feridas.

Os principais géneros de microrganismos que agem na infeccédo das feridas descritos na
literatura pesquisada foram: Staphylococcus, Corynebacterium, Pseudomonas e
Enterococcus. A principal limitacdo das abordagens de pesquisas que envolvem a
caracterizacdo da microbiota da ferida cronica, € a fraca resolucdo taxonémica, que
impede a identificacdo precisa da espécie ou a nivel de cepa.

Ficou evidenciado, que a forma de tratamento é um fator importante para a sua
cicatrizacdo, tendo em vista que ela pode influenciar na composicdo da microbiota da
ferida, pois, segundo os resultados das pesquisas analisadas, o desbridamento é uma
técnica que modifica o microbioma de uma forma benéfica para a cicatrizacdo da ferida.
Assim, os cuidados adequados a serem empreendidos pela enfermagem sao primordiais
para este fim.
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