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RESUMO
Objetivos: Avaliar o microbioma bacteriano encontrado em cénulas de traqueostomia
pediatricas de um grupo de criancas com o diagnostico de glossoptose por Sequéncia de
Robin (SR), acompanhadas pelo Servigo de Otorrinolaringologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA). Métodos: Os pacientes foram incluidos no estudo no momento da
troca de canula de traqueostomia, realizada em ambiente hospitalar e pela equipe de
otorrinolaringologia. Durante esse procedimento, o aspirado traqueal foi coletado e enviado
para cultura, enquanto a propria canula de tragueostomia foi armazenada para posterior
sequenciamento de amplicon do gene 16s rRNA. A extracdo do DNA foi realizada com o uso
do kit DNeasy PowerBiofilm (QIAGEN®- Cat No. 24000-50), j& o sequenciamento foi
realizado seguindo o protocolo Brazilian Microbiome Project (BMP) e com o auxilio do
equipamento S5 (Ion S5™ System, Thermo Fisher Scientific). Principal component analysis
(PCA) foi utilizado para procurar padrdes ou grupamentos entres os pacientes. Resultados:
Todos os 12 pacientes estudados estavam em uso de canulas de traqueostomia da mesma
marca, sem balonete, traqueostomizados ha mais de um ano e com tempo de uso da canula de
traqueostomia analisada de aproximadamente 3 meses. Entre as culturas realizadas a partir do
aspirado traqueal, apenas cinco pacientes tiveram crescimento de, pelo menos, uma bactéria,
porém todos estes tiveram a OTU (operational taxonomic unit) de mesmo género identificada
em seu microbioma pela metagenémica. Foi identificado um total de 68 OTUs diferentes no
nivel taxonémico de género, sendo os encontrados com maior abundancia: Aggregatibacter,
Pseudomonas, Haemophilus, Neisseria, Staphylococcus, Fusobacterium, Moraxella,
Streptococcus, Alloiococcus e Capnocytophaga. O microbioma individual de cada paciente
apresentou grande variedade, ndo correlacionando com nenhuma caracteristica clinica
individual. Testes de PCA foram utilizados para comparar variaveis entre 0s pacientes, porém

ndo foram encontrados grupamentos. Conclusdo: O microbioma das canulas de



traqueostomias apresenta grande variedade, mesmo em pacientes com caracteristicas clinicas
semelhantes, sendo dificil atribuir um padrdo estatico de normalidade. Mais estudos sao
necessarios para compreender as relacfes entre as redes de comunidades bacterianas e como

elas interagem entre si, seu microambiente e as repercussdes clinicas que podem causar.

Palavras-chave: Criangas, traqueostomia, metagendémica, microbioma, RNA Ribossémico

16S.



ABSTRACT
Objectives: The purpose of this study was to evaluate the bacterial microbiome found in
tracheostomy cannulas of a group of children diagnosed with glossoptosis secondary to
Robins Sequence (RS) accompanied by the otolaryngology team of a tertiary hospital on the
south of Brazil. Methods: Pediatric patients were enrolled in the study at the time of the
cannula change, performed at the hospital by the otolaryngology team. During this procedure,
tracheal aspirate was collected and sent to culture, while the removed cannula was collected
and stored for amplicon sequencing of 16s rRNA. DNA extraction were performed using
DNeasy PowerBiofilm Kit (QIAGEN®- Cat No. 24000-50) while sequencing was performed
with the S5 (Ion S5™ System, Thermo Fisher Scientific) and following Brazilian Microbiome
Project (BMP) protocol. Principal component analysis (PCA) were utilized to search for
clusters or patters among patients. Results: All 12 patients within the study were using
tracheostomy cannulas of the same brand, uncuffed, had tracheostomy performed for over 1
year and had used the removed cannula for approximately 3 months. Culture results shown
bacterial growth in only five patients, all with corresponding genera identified in their
microbiome. A total of 68 different operational taxonomic units (OTU) were sequenced at the
genera taxonomic level, and most abundant were: Aggregatibacter, Pseudomonas,
Haemophilus, Neisseria, Staphylococcus, Fusobacterium, Moraxella, Streptococcus,
Alloiococcus and Capnocytophaga. Individual microbiome of each individual was highly
variable, not correlating to any particular clinical characteristic. PCA didn’t find any cluster
among patients. Conclusion: The microbiome of tracheostomy cannulas is highly variable,
even within patients with similar clinical characteristics, making it challenging to determine a
standard for normality. More studies are needed to comprehend the network between bacterial
communities and how the interact among themselves, their microenvironment and clinical

outcomes.
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1 INTRODUGCAO

Denomina-se traqueostomia a intervencdo cirdrgica com objetivo de criar uma via
alternativa para passagem de ar aos pulmdes. Por meio de uma incisdo cervical cria-se um
acesso até a traqueia, onde é confeccionado um estoma e posicionada uma canula de
traqueostomia, que mantém o trajeto pérvio.

Antonio Muda Brassolva e Paul d’Engine, nos séculos XV e XVI, respectivamente,
realizaram as primeiras descri¢cdes de traqueostomia, mas foi Armand Trousseau, no século
XIX, que popularizou o procedimento em criancas como uma medida salvadora de vidas
durante um surto de difteria. J& no inicio do século XX, Chevalier Jackson descreveu a
técnica de tragueostomia que utilizamos ainda hoje (YAREMCHUK, 2003; WATTERS, 2013;
DE TREY et al., 2013).

As indicacBes para traqueostomia na populacdo pediatrica sofreram transformacoes
nas ultimas décadas. No passado, sua indicacdo mais comum era a inflamacdo aguda das vias
aéreas superiores; mas, com o advento da vacinacdo contra Haemophilus influenzae e
Corynebacterium Diphteriae, esta indicacdo praticamente desapareceu. Outro importante
fator para a mudanca das indicacdes foi a modernizacdo e qualificacdo das Unidades de
Tratamento Intensivo pediatricas e neonatais, que melhorou o progndéstico e a sobrevida de
pacientes com patologias crbnicas graves (cardiopulmonares, genéticas e neuroldgicas),
responsaveis por afetar, direta ou indiretamente, as vias aéreas altas (DE TREY et al., 2013).
Para além disso, o desenvolvimento e aprimoramento das técnicas endoscépicas de
diagnostico e tratamento de patologias das vias aéreas ensejou um grande impacto na
indicacdo e incidéncia das traqueostomias (AVELINO et al., 2017).

Atualmente, a traqueostomia € indicada principalmente para a ventilagdo em pacientes

com vias aéreas cronicamente obstruidas (e.g. estenose laringea ou paralisia de pregas vocais),



para facilitar o manejo em ventilacdo mecanica e para auxiliar no tratamento de pacientes que
apresentam aspiracdo broncopulmonar (YAREMCHUK, 2003; RODNEY et al., 2016;
AVELINO et al., 2017). A glossoptose, por exemplo, € uma das patologias obstrutivas de via
aérea com potencial necessidade de traqueostomia, sendo definida como colapso posterior da
base da lingua, resultando em diferentes graus de obstrucdo respiratdria. A glossoptose pode
ocorrer como consequéncia de hipoplasia de mandibula (sequéncia de Robin), mas também
em pacientes com alteragdes neuroldgicas relacionadas a hipotonia (SORIN et al., 2004;
SCHWEIGER et al., 2016; MANICA et al., 2017). Embora a traqueostomia seja muitas vezes
necessaria para 0 manejo destas doencas, sua manutencdo esta associada a alta
morbimortalidade, especialmente em criancas, exigindo treinamento em cuidados e atencédo
constante dos cuidadores. O menor calibre das vias aéreas e, por consequéncia, das canulas de
traqueostomia, colocam as criancas em uma situacdo mais vulnerdvel para quadros de
obstrucdo da canula por secrecdo, granulomas e infec¢oes locais e pulmonares (SHERMAN et
al., 2000; PERKINS et al., 2004; SOLOMON et al., 2009).

A traqueostomia cria um canal de comunicacdo entre a traqueia e a pele cervical, e,
alguns dias ap0ds a abertura desse pertuito, ocorre a maturacdo do seu trajeto, que é mantido
pérvio pela canula de traqueostomia. Este complexo forma entdo um ambiente microbioldgico
novo. O acesso direto do ar aos pulmdes, sem o filtro das vias aéreas superiores, modifica a
mobilizacdo de secrecdes e mecanismos fisioldgicos de defesa do paciente, sendo que a
prépria canula provoca um constante estado de reacdo de corpo estranho, capaz de acumular
detritos organicos e colonizacGes bacterianas, as vezes ocasionando exacerbagdes de
condicdes clinicas (YAREMCHUK, 2003; BROOK, 2004; WATTERS, 2013; SOLOMON et
al., 2009; BAKCMAN et al., 2009; SILVA et al., 2009; POZZI et al., 2015).

Determinar precisamente 0s microrganismos presentes na traqueostomia € uma tarefa

complexa. A realizagdo de culturas pode favorecer o crescimento de bactérias especificas,



ocultando a presenca de outras, sendo ainda um desafio o isolamento de diversas cepas nestas
amostras. O elevado numero de microrganismos diferentes é outro fator que dificulta
identificar relacGes entre bactérias potencialmente patogénicas (BPP) e colonizagdes
probidticas, bem como mecanismos que levam a descompensacdo da microbiota
(SCHUURMANS et al., 2015; URRESTARAZU et al., 2016).

Brook (2004) demonstraram colonizacdo bacteriana em 100% nos 27 pacientes
traqueostomizados que acompanhou. Ja Pozzi et al. (2015), ao estudarem criancgas
traqueostomizadas em reabilitacdo, encontraram prevaléncia de colonizacdo de 91% nas
avaliac@es iniciais, chegando a 100% ao final do acompanhamento de seus pacientes. Ambos
os estudos realizaram suas deteccdes através de cultura bacteriana.

Métodos de identificacdo filogenética, independentes de cultura, vém sendo
amplamente utilizados como modelos para estudos de comunidades de microrganismos como
bactérias, fungos e virus. A metagendmica utiliza o acesso ao material genético destes
microrganismos permitindo-nos avaliar ndo apenas espécies individuais selecionadas pela
pressdo de um meio de cultura, mas toda a comunidade presente em uma amostra especifica
(MARTIN et al., 2014; PIENKOWSKA et al., 2017).

Com os avancgos tecnoldgicos, os equipamentos de alta performance que realizam
sequenciamento de nova geracdo (NGS- Next Generation Sequencing) vém se tornando cada
vez mais acessiveis. Adicionando a isso a evolucdo da computacdo e crescimento do setor de
bioinformatica, o sequenciamento genético tem reduzido o custo para abaixo do esperado pela
lei de Moore (https://www.genome.gov/about-genomics/fact-sheets/Sequencing-Human-
Genome-cost).

Atualmente referimo-nos a metagendmica para descrever uma analise de comunidades
de microrganismos por meio de algum tipo de sequenciamento genético independente de

cultura. Os métodos mais utilizados sdo o sequenciamento de genoma total (tipo shotgun) ou



sequenciamento de genes alvo (a exemplo da identificacdo de subunidades de RNA
ribossdmico), ambos métodos considerados de alto rendimento (high throughput), pois
permitem avaliar grandes volumes de informacdo genética de maneira rapida e eficiente
(HAMADY et al., 2009; WEINSTOCK, 2012; GARRIDO- CARDENAS et al., 2017).

O sequenciamento tipo shotgun realiza uma leitura de todo o DNA da amostra,
permitindo ndo apenas a identificagdo taxondmica de microrganismos, mas também a
identificacdo de genes funcionais, como por exemplo genes associados a resisténcia
bacteriana (QUINCE et al., 2017).

Apenas um estudo realizou metagendmica tipo shotgun em céanulas de traqueostomia
pediatrica até o presente momento: Wang et al. (2018) avaliaram a composi¢do do biofilme
acumulado nas canulas de traqueostomia de quatro pacientes, identificando alteracdes na
comunidade bacteriana entre os casos com ou sem presenca de granuloma.

Ja a identificacdo de subunidades de RNA ribossémico, embora ndo permita avaliacéo
do genoma total do microrganismo, apresenta-se como técnica rapida, de menor custo e ainda
bastante eficiente na identificacdo taxondmica de comunidades microbidticas (PYRLO et al.,
2014; GARRIDO- CARDENAS et al., 2017).

A subunidade alvo de RNA ribossomico pode ser diferente de acordo com o
microrganismo que desejamos estudar. Especificamente em bactérias o principal alvo é o
gene 16S rRNA (HAMADY et al., 2009; BUKIN et al., 2019).

Sequenciando apenas uma regido do gene 16S rRNA, podemos compara-la com um
catalogo filogenético de bactérias e, quando encontramos similaridade de pelo menos 97%,
atribuir a sequéncia a uma unidade taxonémica operacional (OTU- Operational Taxonomic
Unit) (HUSE et al., 2008; WEINSTOCK, 2012; PYRLO et al., 2014; GARRIDO-

CARDENAS et al., 2017; MINICH et al., 2018).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 INDICACOES DE TRAQUEOSTOMIA

Em estudo realizado em nosso servigo, uma média de 12 traqueostomias (distancia
interquartil: 10 a 14,25) foram realizadas anualmente em criangas durante o periodo entre
2006 e 2015 (SCHWEIGER et al., 2017). O estudo descreveu as caracteristicas desses
pacientes, e apresentou como indicacdo mais frequente do procedimento a obstrucdo da via
aérea superior (83% dos casos); além disso, dentre as causas de obstrucdo, as mais comuns
foram: glossoptose (30%), estenose subglotica (16%) e faringomalacia (11%), nameros
justificados pelo fato de o hospital ser centro de referéncia no tratamento de pacientes com
sequéncia de Robin.

Atualmente, as principais indicacfes para realizacdo de traqueostomia em pacientes
pediatricos relacionam-se a alteracdes craniofaciais, obstrucdo de vias aéreas superiores e
ventilacdo mecanica prolongada (AL-SAMRI et al., 2010; CARRON et al., 2010; TREY et
al., 2013; GRONHOJ et al., 2017). Causas menos frequentes também incluem alteracbes
neuroldgicas, doencas neuromusculares, higiene pulmonar, entre outras. Em estudos similares,
Owsen et al. (2009) constataram que a obstrucéo das vias aéreas superiores representava 72%
das indicacGes em uma série de 282 pacientes, enquanto Mahadevan et al. (2007), em série
ainda maior, identificaram 70% de indicacdes.

Com os avancos nos cuidados dos pacientes, em especial em unidades de tratamento
intensivo pediatricas e neonatais, pacientes com comorbidades complexas tém acesso a
tratamentos melhores e maior sobrevida, tendo importante impacto nas indicacOes de
traqueostomia (AL-SAMRI et al., 2010; CARRON et al., 2010). Os indices de decanulagdo

podem variar entre 28-60% entre os estudos (AL-SAMRI et al., 2010; TREY et al., 2013;



SCHWEIGER et al., 2017), sendo que o maior nimero de comorbidades (em especial

neuroldgicas) tem associacdo com menores indices de sucesso na decanulagéo.

2.1.1 Glossoptose

A glossoptose € uma condicao bastante atendida em nosso servico, e a traqueostomia é
potencialmente indicada como forma de tratamento, sendo, inclusive, um meio eficaz de
estabilizar vias aéreas comprometidas por essa condi¢do (SORIN et al., 2004; RUTTER, 2006;
SCHWEIGER et al., 2016).

Em uma série de 80 pacientes com glossoptose por sequéncia de Robin (isolada ou
ndo), a traqueostomia foi realizada em 16,9% dos casos (MANICA et al., 2017). Em estudo
do mesmo grupo, analisando apenas pacientes com diagnostico isolado de Robin ndo-
sindrémicos, 18,9% necessitaram traqueostomia (COSTA et al., 2018).

Além da disfuncdo respiratdria, distirbios da degluticdo sdo frequentes nestes
pacientes. Sintomas de tosse, fadiga, demora durante alimentacdo, engasgos ou vomitos
podem cursar juntos com sintomas respiratorios e, muitas vezes, impedir alimentacéo via oral,
necessitando vias alternativas como wuso de sonda nasogastrica ou gastrostomia
(SCHWEIGER et al., 2016). Distracdo osteogénica estd entre os principais tratamentos da
glossoptose com obstrucdo respiratoria, quando da presenca de hipoplasia de mandibula
(MILORO, 2010). Apesar de um procedimento eficaz, ha casos de falha que impedem a
decanulacdo ou até mesmo progridem para a necessidade de traqueostomia (SORIN et al.,
2004). Diversos fatores podem contribuir para que a traqueostomia seja realizada ou mantida,
em especialmente quando presentes outras sindromes ou malformacdes de via aérea,

dificultando o sucesso terapéutico.



2.2 MICROBIOLOGIA EM TRAQUEOSTOMIA

Diversos estudos tentam caracterizar 0s microrganismos presentes na tragueostomia
por meio de cultura. Brook (2004) demonstraram colonizacdo bacteriana em 100% dos 27
pacientes traqueostomizados que acompanharam; ja Pozzi et al. (2015), ao estudarem criancas
traqueostomizadas em uma clinica de reabilitacdo, encontraram prevaléncia de colonizacao
em 91% dos pacientes, nas avaliacdes iniciais, chegando a 100% ao final do acompanhamento.

O grupo Al-samri et al. (2010), previamente citado, realizou cultura da secrecdo de
traqueostomias em pacientes com sinais de infeccdo traqueal, (usando como critério de
infeccdo o aumento da secrecdo traqueal acompanhado de aumento neutréfilos em
hemograma e/ou cultura positiva do aspirado traqueal) e, dentre os 72 pacientes revisados, 90%
tiveram diagndstico de infeccdo traqueal em algum momento, sendo o resultado das culturas:
Staphylococcus aureus (60%), Pseudomonas aeruginosa (50%), Stenotrophomonas
maltophilia (30%), Serratia marcescens (20%) e Streptococcus pneumoniae (20%). Ja
Sanders et al. (2018) incluiram 185 criangas com culturas no periodo do estudo, que durou 5
anos, sendo avaliadas um total de 1.361 culturas foram avaliadas e agrupadas em periodos de
3 meses (para ajuste de frequéncia). P. aeruginosa foi o patdgeno mais identificado, sendo
positivo em 49% dos pacientes em algum momento. Combinando os resultados de P.
aeruginosa, Stenotrophomonas e outros bacilos gram negativos este resultado chegou em
63%. S. aureus também foi comum nas culturas, sendo isolado em 51% dos pacientes. Ja
patogenos entéricos (Escherichia coli, Klebsiella, Serratia, Enterobacter,e Enterococcus) e
patdgenos respiratdrios comuns (incluindo S. pneumoniae, H. influenzae e Moraxella
catarrhalis) foram menos prevalentes (34% e 31%, respectivamente). Pacientes com bacilos
gram negativos em mdltiplas culturas tiveram maior nimero de hospitalizagdes (P = 0,025),
internacOes hospitalares mais longas (P < 0,001) e mais admissdes em unidades de terapia

intensiva (P < 0,001). Avaliando pacientes com cultura de via aérea baixa antes e apos a



traqueostomia (n= 77), verificou-se aumento significativo de positividade em culturas para P.
aeruginosa (14% vs 29%, P = 0,049) e bacilos gram negativo (30% vs 47%, P = 0,046),
sugerindo que a traqueostomia aumenta o risco da presenca destes patdgenos. O mesmo nao
ocorreu em relagdo a S. aureus.

Mccaleb et al. (2016) avaliaram, retrospectivamente, culturas de 93 criancas com
traqueostomia realizada em um periodo maior de um ano. Um total de 13 patogenos foram
isolados nas culturas, sendo os mais comuns: P. aeruginosa; S. maltophilia; S. marcescens;
M. catarrhalis; S. aureus resistente & meticilina; S. aureus sensivel a meticilina; e H.
influenzae. Em suas analises, as culturas positivas para P. aeruginosa ndo tiveram associacao
significativa a pacientes que usaram antibidtico durante internacdo (P= 0,43),
ambulatorialmente (P= 0,68), ou qualquer tipo de antibiético (P=0,36). O estudo demonstrou,
também, uma tendéncia entre S. aureus sensiveis e resistentes a meticilina: até quatro anos da
realizacdo da tragueostomia ambas as cepas crescem similarmente, enquanto traqueostomias
realizadas ha mais de cinco anos tém uma tendéncia de reducdo de S. aureus sensivel a
meticilina e aumento de S. aureus resistente & meticilina. E importante destacar de que o
estudo foi realizado nos EUA, onde se tem observado uma tendéncia ao crescimento
progressivo de S. aureus resistente a meticilina. No estudo, mais da metade dos pacientes
tiveram cultura positiva para este microrganismo em algum momento.

Cheikh et al. (2018) analisaram o aspirado traqueal de criancas traqueostomizadas no
Brasil. Em 20 casos avaliados, foram encontrados: S. aureus (25%), P. aeruginosa (50%),
Morganella morganii (10%), Klebsiella pneumoniae (5,5%), Stenotrophomonas sp. (5,5%) e
Proteus mirabilis (5,5%). Nenhum caso de S. aureus resistente a meticilina foi encontrado,
sugerindo diferencas locais em comparagdo com estudos realizados em outros paises.

Severo (2019), em dissertagéo realizada em pacientes do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre e com metodologia semelhante ao estudo de Cheikh et al. (2018), encontrou bactérias



potencialmente patoldgicas em 97,7% dos aspirados traqueais realizados em traqueostomias
de criangas. As bactérias com maior prevaléncia foram P. aeruginosa (56,8%) e S. aureus
(9,1%). Em concordancia com o estudo de Cheikh et al. (2018), todos os casos de S. aureus

identificados eram sensiveis a meticilina.

2.3 BIOFILMES EM TRAQUEOSTOMIA

Poucos estudos avaliaram presenca, composi¢do ou comportamento de biofilmes em
canulas de traqueostomia.

Perkins et al. (2004) realizaram corte longitudinal em canulas de traqueostomia
pediatrica com objetivo de procurar locais de acimulo de biofilmes por microscopia confocal.
Nesse estudo, foi identificada a porcédo interna e distal da canula (mais proximas a traqueia)
como a regido com maior presenca de biofilme (achado semelhante em 91% das canulas). O
estudo ndo realizou, porém, a identificacdo das bactérias.

Solomon et al. (2009) estudaram a formacdo de biofilmes em traqueostomias de
adultos, observando a presenca de biofilmes em 19 de 21 cénulas. Entre as bactérias
identificadas por cultura, foram isolados S. aureus, S. aureus coagulase negativa, E. coli,
Enterococcus fecalis, Streptococcus mitis, S. marcescens, S. maltophilia, bactérias difteroides,
Proteus vulgaris, P. aeruginosa, Streptococci do grupo Beta-hemolititco e Citrobater koseri.
No mesmo estudo, foi também identificado um Unico caso de colonizacdo flngica por
Candida albicans.

Em um relato de caso, Schuurmans et al. (2015) descreveram um paciente que
permaneceu 25 anos portando um stent de silicone tipo T de Montgomery. O stent removido
manteve-se intacto, porem descolorado e coberto por biofilme visivel macroscopicamente.
Exames culturais do material identificaram o crescimento de S. maltophilia, Corynebacterium

amycolatum, C. albicans, Staphylococci coagulase-negativo e anaerobios. Ambos S.



maltophilia e C. amycolatum ja haviam sido isolados em culturas anteriores deste mesmo
paciente.

Dois estudos avaliaram, in vitro, a relacdo entre biofilme e limpeza das canulas de
traqueostomia (SILVA et al., 2013; RODNEY et al.,2016). No estudo de Silva et al. (2013) o
grupo utilizou diferentes produtos para testar suas capacidades em remover biofilme formado
por S. aureus e P. aeruginosa (adicionados in vitro a fatias circulares de 2 milimetros de
canulas de traqueostomias). Ambos hipoclorito de sédio 0,3% e glucanato de clorexidina
aquosa a 2% apresentaram os melhores resultados, removendo completamente os biofilmes
formados. Ja o grupo de Rodney et al. (2016) avaliou se limpezas repetidas do material das
canulas facilitam a aderéncia de biofilme em decorréncia do desgaste no material. Em seus
resultados, a limpeza com uso de alvejante repetidas vezes facilitou o crescimento de S.

aureus e P. aeruginosa, embora, no caso da ultima, o crescimento ndo tenha sido significativo.

2.4 METAGENOMICA EM VIAS AEREAS

Estudos iniciais em metagendmica pulmonar permitiram refutar a presuncédo historica
de que individuos saudaveis mantinham via aérea inferior estéril (HILTY et al., 2010;
CHARLSON et al., 2011; MORRIS et al., 2013).

Embora muito menos rica que regides do trato gastrointestinal, a microbiota da via
aérea inferior possui comunidades bacterianas estaveis, mesmo em individuos livres de
doencas. Com efeito, microrganismos dos géneros como Haemophilus, Streptococcus,
Prevotella, Neisseria e Veillonella sdo frequentemente identificados em abundancia no
ambiente pulmonar (MORRIS et al., 2013; FEIGELMAN et al., 2017; AHMED et al., 2018;

PIENKOWSKA et al., 2018).



Existe uma relacdo proxima (porém ndo idéntica) entre a microbiota das vias aéreas
superiores e inferiores. Além da microbiota pulmonar (semelhante a descrita acima), Charlson
et al. (2011) identificaram na mucosa oral maior abundancia de organismos da familia
Streptococcaceae e Veillonellaceae, junto de Fusobacteriaceae, Neisseriaceae e outras
linhagens. Ja na regido anterior da cavidade nasal detectou a presenca de Staphylococcaceae,
Propionbibacteriaceae e Corynebacteriaceae, organismos mais comuns em pele, enquanto na
nasofaringe organismos mais caracteristicos de cavidade oral foram encontrados (v.g.
Streptococcaceae, Veillonellaceae,e Prevotellaceae).

Dickson et al. (2015) também compararam a regido supraglotica com diferentes
localizagdes pulmonares e constatou que as comunidades bacterianas pulmonares divergiram
significativamente das comunidades supragléticas (P = 0,006). Embora diversos
microrganismos tenham sido similares, muitos ndo o foram. O estudo demonstrou, ainda, que
a regido supragldtica apresenta maior riqueza em diversidade bacteriana, tendo maior
semelhanca com amostras coletadas do lobo pulmonar superior direito, que do lobo médio
direito, sugerindo que estas regifes ndo tém comportamento independente, mas sim mantém
alguma relacdo por proximidade (o lobo superior direito tem proximidade maior em relacdo a
supraglote do que o lobo médio).

Gronseth et al. (2017) estudaram a metodologia na hora de coletar amostras
pulmonares por broncoscopia, descrevendo a importancia de utilizar meios que evitem
conduzir as comunidades bacterianas das vias superiores para as inferiores. Seu trabalho
demonstra que, apesar das semelhangas taxondmicas, 0 microbioma pulmonar é diferente do
microbioma das vias superiores: amostras coletadas da supraglote por exemplo,
demonstraram aumento da fracdo de Prevotella (Proteobacteria) e menor fracdo de

Veillonella (Firmicutes).



Fatores intrinsecos ou extrinsecos podem alterar a microbiota das vias aéreas. Morris
et al. (2013) compararam as microbiotas oral e pulmonar entre pacientes tabagistas e ndo
tabagistas e, embora ndo tenham notado diferencas significativas na biodiversidade da
orofaringe entre os grupos, notaram diferenca significativa na abundancia de OTUs como
Neisseria sp., Porphyromonas sp., Gemella sp. e Porphyromonas sp. Embora a microbiota
pulmonar entre tabagistas e ndo tabagistas ndo tenha apresentado alteracdes significativas,
microrganismos dos filos Bacteroidetes e Proteobacteria tiveram menor representatividade
no primeiro grupo, sugerindo gque o tabagismo teve maior impacto nas comunidades de via
aéreas superiores que inferiores.

Comparando pacientes asmaticos com um grupo-controle saudavel, Huang et al. (2012)
observaram maior diversidade no primeiro grupo (p= 0,012), sugerindo que essas
comunidades mantinham, além dos microrganismos usuais, popula¢fes com potencial
patogénico, como Comamonadaceae, Sphingomonadaceae,  Nitrosomonadaceae,
Oxalobacteraceae, e Pseudomonadaceae (ndo observados no grupo-controle). Hilty et al.
(2010) também notaram diferencas entre pacientes sadios, asmaticos e portadores de doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC); pacientes portadores de doencas pulmonares tiveram
aumento de Proteobacteria patogénica enquanto pacientes asmaticos, por exemplo, tiveram
aumento de Haemophilus e Staphylococcus, e a Prevotella foi mais frequente em individuos
sadios.

Estudos em pacientes portadores de fibrose cistica demostram como as alteracdes do
ambiente impactam no microbioma bacteriano. Rounak et al. (2017) utilizaram a
metagenémica tipo shotgun para caracterizar o microbioma de pacientes saudaveis,
portadores de Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) e portadores de fibrose cistica e
constataram que, enquanto os pacientes livres de doencas mantiveram maior abundancia de

organismos como Prevotella, Streptococcus, Veillonella, Haemophilus e Neisseria, 0s



pacientes com fibrose cistica tiveram microbiomas colonizados em maioridade por um ou
poucos organismos, como Pseudomonas, Staphylococcus, Stenotrophomonas e
Achromobacter. O grupo portador de DPOC, por sua vez teve microbiota mais dificil de ser
caracterizada, mantendo caracteristicas intermediarias entre os dois outros grupos.

Ja Lim et al. (2014) acompanharam trés pacientes com fibrose cistica em diferentes
estadgios da doenca durante quadros de exacerbacdo respiratoria, realizando identificacéo
taxonémica e funcional do metagenoma bacteriano. O modelo do estudo descreveu dois tipos
de comunidade: comunidade climax, composta por bactérias e fungos estaveis e adaptados
com o ambiente e que recebem resisténcia bacteriana com o tempo; e comunidade de atague,
composta de bactérias e virus adquiridos, causando resposta imune intensa, exacerbacoes de
quadros pulmonares e necessitando tratamento. O grupo também descreveu que cada paciente
teve uma comunidade polimicrobiana Unica, que o metabolismo destas comunidades foram
diferentes entre os pacientes e se alteraram com o tempo, e também detectou diversos

mecanismos de resisténcia a antibidticos no metagenoma em todos os pacientes.

2.5 METAGENOMICA EM PACIENTES COM TRAQUEOSTOMIA

Trés estudos realizaram metagenémica em pacientes com traqueostomia, sendo apenas
um exclusivamente em criancas.

Pérez-losada et al. (2017 e 2019) realizaram sequenciamento da regido V4 do gene
16S rRNA em dois estudos com pacientes adultos e criancas traqueostomizados e dependentes
de ventilacdo mecénica. Inicialmente, o grupo estudou mudancas na comunidade bacteriana
destes pacientes durante o ano, realizando coletas nas quatro estacbes e comparando 40
pacientes divididos em dois grupos: 0s que ndo tiveram nenhum quadro de infeccéo

respiratoria inferior e 0s que tiveram pelo menos um quadro de infeccao respiratoria inferior.



As coletas foram realizadas por aspirado traqueal via traqueostomia e sempre fora de eventos
infecciosos agudos. Foram encontrados 18 géneros com maior abundancia: Streptococcus
(16,5%), Neisseria (11%), Haemophilus (8,7%), Moraxella (8,1%), Pseudomonas (7,8%),
Corynebacterium (6,6%), Staphylococcus (4,4%), Acinetobacter (3,3%), Prevotella (3%) e
Stenotrophomonas (3%). Comparando os dois grupos, o género Haemophilus teve presenca
mais abundante nas amostras de pacientes com, pelo menos, um quadro de infeccdo
respiratoria inferior, enquanto Pseudomonas, Corynebacterium e Acinetobacter tiveram
relacdo inversa (0,034 < P< 0,009). Em relagdo a diversidade, pacientes com presenca de
quadros infecciosos tiveram alfa-diversidade maior quando comparados com 0 outro grupo.
Os autores sugerem que os quadros infecciosos podem ter deixado uma assinatura
microbiololégica, aumentando a variabilidade de sua comunidade bacteriana, enquanto o
grupo que ndo teve infeccdes manteve apenas sua microbiota estdvel. Embora tenham
ocorrido algumas alteracbes em termos de abundancia, ndo foram notadas mudancas
significativas na composicdo da microbiota traqueal entre as estacdes do ano em ambos 0s
grupos (PEREZ-LOSADA et al., 2017).

Em seu outro estudo, Pérez-losada et al. (2019), avaliaram os pacientes com coletas
seriadas durante quadros de infeccdo respiratoria aguda, desde o inicio dos sintomas e
semanalmente, por um més. Similarmente ao estudo anterior, 0s géneros mais encontrados
foram: Streptococcus (21%), Haemophilus (10%), Corynebacterium (9%), Neisseria (9%) e
Moraxella (8%), sendo os demais géneros correspondendo a menos de 3% das sequéncias
restantes. Os pacientes foram testados para 18 tipos de virus por PCR (polymerase chain
reaction), sendo 12 dos 17 pacientes positivos para pelo menos 1 virus. Durante os quadros
de infeccdo, a alfa-diversidade reduziu significativamente em trés dos quatro indices
analisados [P(>F)<0.05], especialmente entre a segunda e a quarta semana apos o inicio dos

sintomas. Os géneros Haemophilus e Moraxella tiveram aumento significativo de abundancia



durantes as coletas seriadas analisadas (P<0.05), e 0 nimero de sequéncias identificadas como
Haemophilus chegaram a aumentar em 274% e Moraxella 64%, sugerindo que estes
microrganismos tiveram participacao da exacerbacéo respiratoria.

Wang et al. (2018) realizaram a metagenémica tipo shotgun em canulas de
traqueostomia pediatrica com objetivo de avaliar a composi¢do do biofilme formado nestes
dispositivos. Foram analisadas as proprias canulas de traqueostomia de 4 pacientes, sendo 2
casos com presenca de tecido de granulagéo junto a traqueostomia e 2 casos em que ndo havia
tecido de granulacdo. Em seus resultados, notou diferencas na composi¢cdo bacteriana entre
estes pacientes: nos casos com presenca de tecido de granulacdo, a microbiota mostrou
predominio de H. influenzae, Fusobacterium nucleatum, M. catarrhalis e S. pneumoniae,
enquanto pacientes sem tecido de granulacdo tiveram predominio de Neisseria mucosa,
Neisseria sicca, Acinetobacter baumanni e Haemophilus parainfluenzae, mais consistentes
com microbioma respiratério tipico. Ambos os pacientes sem tecido de granulagéo realizavam
antibioticoterapia durantes a coleta, enquanto os outros dois pacientes ndo. Os autores
destacam a presenca predominante de H. influenzae e F. nucleatum nestes pacientes,
sugerindo um papel destas bactérias na sua formacdo, e antibidticos como tendo papel
preventivo. E importante ressaltar que, além da pequena amostra, 0s pacientes possuiam
diversas caracteristicas diferentes como idade, comorbidades, marca e tempo que a canula

estava presente no paciente até realizada coleta.

2.6 ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS

Uma preocupagao nos estudos que utilizam a metagendmica consiste na influéncia que

0 tempo e 0 modo de coleta das amostras tém sobre a comunidade bacteriana.



Lauber et al. (2011) estudaram o efeito de tempo e temperatura sobre amostras de solo,
pele humana e fezes humanas. Copias de cada um dos trés tipos de amostras foram expostas a
temperaturas de 20°C, 4°C, -20°C e -80°C por trés ou 14 dias antes da extracdo de DNA,
sendo entdo realizada a metagendmica por amplificacdo das regides V1 e V2 do gene 16S
rRNA. Embora os tipos das amostras tenham demostraram comunidades bacterianas bastante
diferentes, o estudo ndo identificou alteracdes significativas em biodiversidade causadas por
tempo ou temperatura de armazenamento antes da extracdo de DNA.

Cuthbertson et al. (2014) avaliaram amostras de escarro de oito pacientes portadores
de fibrose cistica: as amostras de cada paciente foram divididas e armazenadas a -80°C em
tempos distintos: imediatamente, 1, 3, 6, 9, 21, 18, 24, 36, 48, 60 e 72 horas. O estudo
identificou que amostras com grande dominio de uma Unica espécie tém menor probabilidade
de demonstrar mudancas significativas em suas comunidades quando expostas a periodos
longos antes do congelamento. Foi utilizado o indice de similaridade de Bray-Curtis (que leva
em consideracdo 0 numero e a abundancia de espécies) para avaliar mudancas das amostras
com o tempo. Apos a primeira hora, ja foram encontradas diferencas discretas na similaridade
entre as amostras, especialmente em espécies com menor abundéncia; porém apenas apés 12
horas foram notadas alteracdes realmente significativas. O grupo recomenda que estudos de
metagendémica mantenham o periodo entre coleta e congelamento o menor possivel, sendo 12
horas uma janela aceitavel para o adequado armazenamento das amostras.

Utilizando a metagenémica de sequenciamento total tipo shotgun, Wiehlmann et al.
(2017) avaliaram oito amostras de swab de orofaringe mantidas em gel de &gar que foram
congeladas imediatamente ou apds 24 horas. Os swabs mantidos sem congelamento por 24
horas tiveram reducdo da concentracdo de DNA entre 30-90% em sete dos oito pares de
amostras, enquanto o numero de sequéncias bacterianas aumentou dez vezes em todos oS

pares exceto um, indicando que as comunidades bacterianas cresceram no gel de agar durante



0 periodo prévio ao congelamento. Trinta e sete das 48 espécies mais abundantes ndo foram
mais detectadas nas amostras apds 24 horas de armazenamento em temperatura ambiente, e
outras espécies como Propionibacterium acnes, Alicycliphilus denitrificans e diversos
Streptococcus, Neisseria e Haemophilus spp proliferaram e se tornaram dominantes na

comunidade.

2.7 ASSOCIACOES ENTRE CLINICA E MICROBIOMA BACTERIANO

Alguns estudos realizaram culturas bacterianas com o objetivo de identificar
associagcdes com tecido de granulacdo, stents cirdrgicos ou complicacdes pos-operatorias.

Simoni et al. (2004) realizaram cultura de 23 stents apds reconstrucao de via aérea,
encontrando correlacdo tanto de bactérias anaerdbias (Fusobacterium spp., Bacteroides
fragilis, Actinomyces spp., Prevotella melaninogenica, Propionibacterium, Eubacterium
aerofaciens e Veillonella parvula) como de fungos (Candida sp.) com maior presenca de
tecido de granulacéo.

Em estudo semelhante, Nouraei et al. (2006) realizaram cultura de 31 stents
removidos de 26 pacientes apds cirurgia de reconstrucdo de via aérea, comparando 0S
resultados microbioldgicos com a presenca ou ndo de tecido de granulagdo. Em seus
resultados, a presenca de S. aureus e P. aeruginosa teve forte correlacdo com presenca de
tecido de granulacdo (P<0,02 e P<0,03, respectivamente).

Um estudo de Cincinatti (EUA), Statham et al. (2015) realizaram triagem para S.
aureus resistente a meticilina por meio de cultura em pacientes com indicacéo de cirurgia para
reconstrucdo de via aérea. O grupo encontrou prevaléncia de S. aureus resistente a meticilina
em 32,5% dos 197 casos avaliados, e pacientes com exame positivo receberam tratamento

com antibiotico especifico. Nenhum dos casos que recebeu tratamento desenvolveu infeccao



ou complicacBes relacionadas ao enxerto cirdrgico, mas trés pacientes desenvolveram
infeccdo pds-operatoria por S. aureus resistente a meticilina ndo identificado nas culturas
prévias. Um caso com colonizacgdo presente de S. aureus resistente a meticilina ndo realizou a
antibioticoterapia proposta e desenvolveu abcesso pos-operatdrio com necessidade de
tratamento. Em discussdo, 0 grupo sugere pesquisa especifica para S. aureus resistente a
meticilina para todos os pacientes indicados a cirurgias de reconstrucao de via aérea, além de
tratamento pré, peri e pos-operatério com antibidticos eficazes no combate deste
microrganismo.

Em seu estudo, Lim et al. (2014) discutem sobre a viabilidade de utilizar a
metagenémica como forma de seguimento de pacientes portadores de fibrose cistica. Entre o0s
trés pacientes acompanhados durante quadros de infeccdo respiratoria inferior, um deles teve
crescimento em cultura de C. albicans, Scedosporium apiospermum e E. coli. A avaliacdo
metagendmica desse paciente demonstrou a presenca de E. coli, que aumentou em abundancia
relativa durante o inicio do quadro infeccioso e reduziu ap6s o inicio do tratamento. Porém, a
metagenémica também evidenciou que, apoOs inicio do tratamento, Streptococcus spp. e
Rothia mucilaginosa tiveram crescimento importante, tornando-se dominantes no microbioma
do paciente. Em outro caso, a presenca de Lactobacillus spp. foram identificadas junto da
reducdo significativa de Streptococcus spp. ap06s inicio do tratamento, sugerindo que
Lactobacillus spp. podem ter um papel de protecdo nesse tipo de infec¢do. O Ultimo paciente
avaliado teve cultura com crescimento de S. maltophilia e P. aeruginosa, ja a metagenémica
revelou abundéancia baixa de P. aeruginosa enquanto S. maltophilia manteve-se alta e, mesmo
apOs tratamento antibidtico intensivo, se tornou o microrganismo dominante nesta
comunidade.

A metagenébmica tipo shotgun fornece ndo apenas uma avaliacdo precisa do

microbioma da via aérea de pacientes até o nivel taxondémico de espécies, mas também o



perfil funcional do genoma desses microrganismos, podendo identificar a presenca de genes
relacionados a resisténcia a antibidticos e mutacdes. O estudo também demonstrou que a
metagenémica foi eficaz em detectar transformacfes nas comunidades bacterianas dos
pacientes que os exames culturais ndo sdo capazes de avaliar.

Feigelman et al. (2017) sugerem uso da metagenébmica 16S como forma de
acompanhamento do microbioma de pacientes portadores de doencas pulmonares graves,
enquanto a metagenémica tipo shotgun poderia ser usada quando necessaria avaliagdo mais
detalhada (e.g. evento de infeccdo respiratdria).

Pérez-losada et al. (2019) notaram flutuacao significativa da presenca de Haemophilus
e Moraxella em pacientes durante infeccdo respiratoria inferior. O grupo detectou a presenca
de virus por PCR em 17 dos 20 casos estudados, sugerindo que o modelo tradicional de
infeccdo unicamente bacteriana ou viral deve ser revisitado, além de que as infec¢es ndo séo
causadas, necessariamente, por aquisicdo de patdgenos (conforme postulado de Koch), mas
sim pelo desequilibrio das comunidades ja existentes, em decorréncia de evento

descompensatorio.



3 JUSTIFICATIVA

Diversos estudos procuram avaliar a colonizagdo bacteriana em traqueostomias
pediatricas, porém a maioria utiliza métodos de cultura bacterioldgica, que tendem a
selecionar crescimento de populacbes especificas de bactérias ou identificar apenas
exacerbacfes. A metagendmica, por sua vez permite avaliar uma comunidade bacteriana
como um todo, pois, através do sequenciamento genético conseguimos identificar o
microbioma de uma amostra e estimar suas proporcdes em seu proprio ambiente.

Poucos estudos até hoje abordaram o microbioma ao nivel da canula de traqueostomia.

O melhor entendimento da microbiota presente da traqueostomia pode ajudar a
compreender melhor a constituicdo de biofilmes, formacdes de granulomas e quadros

infecciosos, influenciando mudancas na rotina dos cuidados destas criancas.

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o microbioma da populacdo de bactérias presente em canulas de

traqueostomia de um grupo de criangas com o diagndstico de glossoptose por Sequéncia de

Robin (SR), acompanhadas pelo Servigo de Otorrinolaringologia do Hospital de Clinicas de

Porto Alegre (HCPA).



4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Descrever a populacdo bacteriana de pacientes pediatricos traqueostomizados com

SR por meio de exames bacteriologico e bacterioscopico do aspirado traqueal;

- Descrever a populacdo bacterioldgica de pacientes pediatricos traqueostomizados

com SR por meio de avaliacdo metagendmica da canula de traqueostomia;

- Comparar o0s resultados da cultura de aspirado traqueal e da avaliacdo

metagenémica da canula de traqueostomia; e

- Correlacionar achados clinicos (como formacdo de granuloma periestomal e
exacerbacOes infecciosas) com achados de microbiologia e metagendémica desses

pacientes.



5 MATERIAL E METODOS

5.1 DELINEAMENTO

Estudo transversal.

5.2 AMOSTRAGEM

Foram incluidos todos os pacientes entre zero e 18 anos de idade, traqueostomizados
por indicacdo de glossoptose secundaria a SR e com acompanhamento no Servico de

Otorrinolaringologia do HCPA.

5.3 TAMANHO DE AMOSTRA

Obtivemos o maior tamanho de amostra possivel dentro um grupo particular de

pacientes traqueostomizados entre 0-18 anos.

5.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes traqueostomizados entre zero e 18 anos que foram submetidos a trocas de
canulas de traqueostomia pelo Equipe de Otorrinolaringologia do HCPA, com historico de
traqueostomia realizada por indicacdo de glossoptose secundaria a SR e cujos pais ou
responsaveis legais aceitem participar da pesquisa por meio da assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (ANEXO 1). Os pacientes foram incluidos mesmo que

estivessem em uso de antibioticoterapia e/ou com sinais de infecgdo respiratoria aguda.



5.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos pacientes impossibilitados de realizar a técnica da coleta do aspirado

traqueal ou com necessidade de canula de traqueostomia personalizada.

5.6 LOGISTICA (COLETA DE MATERIAL)

Todas as coletas e as anélises foram realizados no HCPA.

A coleta de material foi realizada durante as trocas de cénulas realizadas
rotineiramente pela Equipe de Otorrinolaringologia no HCPA. Todas as coletas foram
realizadas entre 22/11/2018 e 22/02/2019.

Cada paciente realizou, no mesmo momento, duas coletas de material: a secre¢édo
aspirada através da canula de traqueostomia (aspirado traqueal) e a propria canula de
traqueostomia, apOs ser removida e substituida por uma nova, sendo seguido o seguinte
protocolo:

Primeiro, a canula de traqueostomia usada foi removida com uso de luvas estéreis e
posicionada sobre um campo estéril a fim de evitar contamina¢do. Uma vez posicionada a
canula nova e assegurada a via aérea do paciente, a canula antiga foi seccionada com uso de
bisturi estéril, separando a porc¢do interna (tubular, que tem contato direto com a traqueia e
trajeto do traqueostoma) da porcdo externa (porcdo visivel externamente, contendo as abas
para ancoragem do fixador cervical), sendo a Gltima descartada. A porcédo interna foi, ainda,
seccionada longitudinalmente, de modo a gerar duas amostras que representam todo trajeto
luminal e extraluminal da cénula, sendo, entdo, armazenada em dois tubos de fundo conico

estéreis de 15 mL distintos e previamente identificados, com a por¢cdo mais distal da canula
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(porcdo mais perto da carena do paciente) posicionada na porcao inferior (fundo) do tubo

(Figura 1).

Figura 1 - Cortes realizados na canula de traqueostomia

Para a coleta do aspirado traqueal, ap6s a troca da canula foi instilado até 5 mL de
solucdo fisioldgica estéril pela canula de traqueostomia, sendo a mesma aspirada com sonda
estéril, de tamanho adequado, acoplada a um coletor de secre¢do de via aérea (“bronquinho”).

Essa técnica adiciona riscos minimos ao paciente, ja que o aspirado traqueal também é
utilizado de forma assistencial tanto na rotina de pacientes com doengas cronicas pulmonares
para o toalete brénquico, quanto na suspeita de infeccdo, pois sao coletados exames de cultura
com vistas a guiar o tratamento com antibi6tico.

Os tubos foram encaminhados ao Centro de Pesquisa Experimental do HCPA para
armazenamento a -80°C e posterior metagendmica, cuidando para que o prazo entre a coleta e
0 armazenamento fosse inferior a duas horas.

O frasco coletor de via aérea foi enviado ao Setor de Microbiologia do HCPA para

andlise bacterioldgica e bacterioscopica.



Durante a troca da canula foi, também, observado o aspecto cervical em contato com a

canula de traqueostomia quanto a presenca ou auséncia de granuloma periestomal.

5.7 DADOS CLINICOS

No momento de inclusdo no estudo, os cuidadores realizaram um questionario
(ANEXO 2) com os seguintes itens: dados de identificacdo, idade do paciente, data de
realizacdo da traqueostomia, complicacOes tardias da traqueostomia (obstrucdo da canula,
fistula traqueoesoféagica, sangramento, granuloma periestomal, granuloma supraestomal,
granuloma traqueal, decanulacdo acidental, colabamento supraestomal, estenose traqueal,
traqueomaldcia), eventos de obstrucao parcial da canula ou decanulacao acidental nos ultimos
trés meses, data da Ultima troca da canula de traqueostomia, caracteristicas da canula em uso,
via de alimentacdo atual, necessidade de auxilio ventilatorio, uso de antibidtico atualmente ou
nos ultimos trés meses, e necessidade de internacdo ou avaliacdo em emergéncia nos Gltimos

trés meses.

5.8 REVISAO DE PRONTUARIO ELETRONICO

Todos pacientes incluidos no estudo também tiveram seus dados revisados em
prontuario eletrdnico buscando a data e motivo da realizacdo da traqueostomia, patologias
associadas e procedimentos realizados. Também foram pesquisadas culturas de via aérea
realizadas previamente, diagnostico de sindromes associadas, diagnéstico de aspiragdo e

presenca de infecgdes respiratorias de repeticao.



59 TECNICA DE REALIZACAO DOS EXAMES BACTERIOLOGICO E

BACTERIOSCOPICO

Os exames bacterioscopico e bacteriologico foram realizados da seguinte maneira:
1. Aspirado material presente em frasco coletor de secrecao de via aérea (“bronquinho”) com
seringa e realizado esfregaco fino e homogéneo (exame bacterioscopico). Apds, foi realizada
a semeadura nos meios de cultura Agar Chocolate (ACHO), Agar Sangue (AS), Agar
MacConkey (MAC) e Agar Azida (AZ), os quais foram selecionados pelo microbiologista de

acordo conforme exame bacteriscépico.

2. Realizada técnica de esgotamento, com auxilio de uma al¢a bacteriologica.

3. As placas de ACHO, AS, COL e AZ foram incubadas em estufa, com 5% atm de CO; e a

de MAC sera incubada em estuda a 35°C.

4. Apdbs 24 horas de incubacdo, caso ndo houvesse crescimento bacteriano, as placas foram
incubadas por mais 24 horas. Em caso de crescimento nesse periodo, foi descrita a morfologia

das col6nias e realizadas as provas de identificacdo e teste de sensibilidade a antibioticos.

5.10 AVALIACAO DO EXAME DE CULTURA

O resultado final do exame microbioldgico poderia vir como: auséncia de crescimento

de bactérias, crescimento de uma ou duas bactérias (com suas respectivas identificagdes) ou

crescimento de trés ou mais bactérias, o qual era classificado como microbiota multipla.



No caso da presenca de elementos de via aérea superior (células epiteliais, saliva e poucos
leucdcitos) ao exame bacterioscépico, a amostra era classificada como contaminacao de vias

aéreas superiores, nao sendo realizadas provas de identificacéo.

5.11 METAGENOMICA

5.11.1 Extracao de DNA

Todas as amostras passaram pelo mesmo processo para extracao de DNA.
A extracio de DNA foi realizada com uso do DNeasy PowerBiofilm Kit (QIAGEN®-
Cat No./ID: 24000-50). Para cada amostra foi utilizado o conteudo de um tubo de fundo
conico de 15mL, contendo a metade longitudinal de uma canula de tragqueostomia plastica. A
outra metade representativa da mesma canula foi mantido em freezer -80°C para futuros
projetos.
As amostras, congeladas em freezer a -80°C, foram deixadas em temperatura ambiente por 10
minutos para facilitar seu manejo, sendo foi atribuido um escore subjetivo para a quantidade
de secrecdo macroscépica observada.
Fazendo uso de material estéril, as porcGes das canulas foram seccionadas em diversos
fragmentos sobre uma placa de Petri.
A seguir, foram realizados os passos descritos conforme manual do kit (Quick-Start

Protocol, DNeasy® PowerBiofilm® Kit). (ANEXO 3)



5.11.2 Avaliacdo da concentracdo de DNA

A concentracdo e a qualidade, através da analise das razes 260/280 e 260/230, das
amostras de DNA foram avaliadas pelo espectrofotobmetro NanoDrop 1000 (Thermo Fischer

Scientific).

5.11.3 Amplificacéo e sequenciamento de nova geracao (NGS)

Aproximadamente 50ng de DNA de cada amostra foram submetidos a amplificacdo da
regido V4 do gene de rRNA 16S por PCR utilizando o seguinte par de primers: 515F (5'-
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3') e 806R (5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'). Para
gue multiplas amostras pudessem ser processadas na mesma reacdo, 0 método primer-fusion
foi utilizado para que cada amostra recebesse uma sequéncia Unica de nucleotideos (barcodes),
ligada aos seus produtos amplificados pela PCR.

A amplificacdo foi realizada com uso de Platinum™ PCR SuperMix High Fidelity
(Invitrogen), e o produto resultante foi verificado atraves de eletroforese em gel de agarose,
purificado com AMPure XP PCR Purification Kit (Beckman Coulter), quantificado por
Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen) e submetido a PCR em emuls&o utilizando o lon
510™ & Ton 520™ & Jon 530™ Kit — Che (Thermo Fisher Scientific).

Apds, as esferas (beads) enriquecidas foram sequenciadas com uso do equipamento S5
(Ion S5™ System, Thermo Fisher Scientific) e lon 510™ Chip Kit (Ion Torrent™, Thermo
Fisher Scientific). Os dados brutos resultantes foram compactados e exportados como um

unico arquivo de extensdo FastQ.



5.11.4 Bioinformatica

O arquivo bruto gerado pelo sequenciamento das amostras foi submetido ao protocolo
do Brazilian Microbiome Project (BMP) (PYRLO et al., 2014), sendo utilizados scripts no
software QIIME e RDP para representacédo filogenética do gene 16S rRNA.

As sequéncias foram filtradas com base em tamanho e escore de qualidade, sendo as
quimeras removidas. O identificador RDP_GOLD foi utilizado para identificacdo de OTUs
(Operational Taxonomic Units), assim considerados quanto atingidos 97% de similaridade e
identidade filogenética representativa, com uso da base de dados Green Genes. Sequencias
que ndo atingiram grau de similaridade de 97%, quando comparadas com catalogo
filogenético, foram definidas como “nao-classificadas”.

O software QIIME (versdo 1.9.1) foi também utilizado para processamento dos dados
e confeccdo de arquivo de extensdo STF para realizacdo de andlises no software STAMP

(v2.1.3). (CAPORASO et al., 2010; PARKS et al., 2014).

5.11.5 Controle de qualidade

O controle de qualidade foi realizado pelo aplicativo FASTQC (v. 0.11.4). As

amostras foram avaliadas antes e depois do processo bioinformatico de ajuste e filtragem.

5.11.6 Alfa e beta diversidade

Como medidas de alfa-diversidade foram obtidos: valores de OTUs observadas,

arvore filogenética e Chaol. (QIIME v1.9.1)



Graficos de Principal component analysis (PCA) foram utilizados para explorar

agrupamentos entre as amostras. (STAMP v2.1.3)

5.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados de forma descritiva (descricdo da populacdo) e em
porcentagens simples (OTUs encontradas). Para a analise de variaveis continuas, foi utilizado
o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, enquanto variaveis politdmicas foram analisadas
com uso do coeficiente de correlacdo de Spearman, através da utilizacdo do software SPSS

(v23.0).

5.13 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi aprovado pela Plataforma Brasil, obtendo o Certificado de Apresentacao
para Apreciacdo Etica numero 93356618.0.000.5327. O estudo foi também aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HCPA, projeto nimero 18-0483. Para inclusdo no
estudo, todo paciente teve firmado termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO 1)
por pais ou responsaveis legais.

Os pesquisadores assinaram um termo de confidencialidade para obter acesso e

utilizar dados constantes no prontuario eletrbnico dos pacientes.



6 RESULTADOS

Foram incluidos no estudo 12 pacientes portadores de SR e traqueostomizados, cujas
caracteristicas estdo resumidas na tabela 1.

Todas as canulas de traqueostomia coletadas sdo pertencentes a mesma marca
(PORTEX® Blue Line® Tracheostomy Tube) e sem a presenca do balonete. Ndo houve
complicacdes.

Apenas um paciente encontrava-se em uso de antibiotico durante a coleta, o qual foi
iniciado dois dias antes e por motivo de aumento de secrecdo pela tragueostomia, nao
apresentando febre ou outros sintomas. Cinco outros pacientes fizeram uso de antibiotico

enguanto em uso da canula de traqueostomia coletada.
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Aspirado traqueal

As culturas realizadas nos 12 aspirados traqueais identificaram o crescimento
bacteriano em apenas cinco amostras (tabela 2). Em sete culturas o resultado foi

“contaminacdo de vias aéreas superiores”, ndo sendo submetido a analise bacteriologica.

Tabela 2 - Resultados das culturas dos aspirados traqueais com crescimento

bacteriano
Paciente # Bactéria
Paciente 003 Pseudomonas aeruginosa + Moraxella catarrhalis
Paciente 004 Pseudomonas aeruginosa + Achromobacter sp.
Paciente 005 Staphylococcus aureus
Paciente 007 Acinetobacter baumannii
Paciente 011 Pseudomonas aeruginosa

Metagenémica

Os dados resultantes da espectrofotometria encontram-se descritos na tabela 3, sendo
que a concentracdo de DNA, apds realizada a sua extragdo, variou de 69,65ng/mL a
312,45ng/mL (média = 176,84ng/mL). Os resultados do controle de qualidade, realizados
antes e ap6s o processo bioinformatico de filtragem e remocdo de quimeras, podem ser
visualizados nas figuras 2 a 4 (antes) e figuras 5 a 7 (apds). A metagenémica resultou em um

total de 647.256 sequéncias, variando de 16.850 a 137.586 por amostra (média= 53.938).



Tabela 3 - Resultados da espectrofotometria para a determinacao da concentracgao de
DNA nas amostras

Amostra Concentracdo  A260/280  A260/230

de DNA

(ng/mL)
001 174,34 1,89 2,22
002 254,72 1,89 2,24
003 312,45 1,89 0,93
004 157,6 1,87 2,18
005 99,15 1,89 2,22
006 159,66 1,88 2,42
007 281,42 1,87 1,97
008 135,12 1,89 2,33
009 186,21 1,89 1,82
010 69,65 1,92 1,79
011 72,64 1,92 1,49
012 219,11 1,88 1,87

A260: Absorvancia em 260nm
A280: Absorvancia em 280nm
A230: Absorvancia em 230nm

Figura 2 - Distribuicdo do comprimento das sequéncias (em pares de bases)

Distribution of sequence lengths over all sequences
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Figura 3 - Escore de qualidade por posicéo dos pares de bases

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.3 encoding)
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Figura 4 - Média do escore de qualidade sobre todas as sequéncias

Quality score distribution cver all sequences
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Figura 5 - Distribuicdo do comprimento das sequéncias (em pares de bases)

Distribution of sequence lengths over all sequences
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Figura 6 - Escore de qualidade por posicéo dos pares de bases

Quality scores across all bases (Sanger / Illumina 1.9 encading)
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Figura 7 - Média do escore de qualidade sobre todas as sequéncias

CQuality score distribution ower all sequences
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O coeficiente de correlacdo de Spearman, entre a concentracdo de DNA e o numero de
leituras por amostra, ndo foi significativo (p=0,779). Também ndo houve significancia entre a
pontuacdo subjetiva da secrecdo presente nas canulas de traqueostomia e a concentracdo de

DNA (p=0,413), ou entre a pontuacao subjetiva e o nimero de leituras (p=0,196). (tabela 4)



Tabela 4 - Concentracdo de DNA, inspecdo da canula e metagenémica

Amostra Concentragcdo Inspecao NUmero
de DNA macroscopica de
(ng/mL) da canula leituras
001 174,34 3+ 30.024
002 254,72 1+ 53.984
003 312,45 3+ 31.504
004 157,60 2+ 137.586
005 99,15 2+ 43.286
006 159,66 3+ 42.032
007 281,42 3+ 66.958
008 135,12 3+ 56.231
009 186,21 2+ 78.577
010 69,65 3+ 42.614
011 72,64 3+ 47.610
012 219,11 1+ 16.850

Inspecéo macroscdpica da canula:

1+ Pouca quantidade de secrecdo

2+ Quantidade consideravel de secrecdo
3+ Grande quantidade de secrecédo

OTUs identificadas

Foram identificadas OTUs representadas em sete niveis taxondmicos diferentes: reino;
filo; classe; ordem; familia, género e espécie.

As sequéncias que ndo atingiram grau de similaridade de 97%, quando comparadas
com catélogo filogenético utilizado, foram definidas como “nao-classificadas”.

No nivel taxondmico representativo de género, 3,17% de todas as sequéncias
avaliadas foram consideradas “ndo-classificadas”, sendo que a média por amostra foi de 4,01%
(min.=0,007% e max.= 19,20%).

Ja no nivel taxonémico de espécies, obtivemos 95,30% das sequéncias com resultado

“ndo-classificadas”, sendo a média por amostras de 93,22% (min.= 66,20% e max.= 99,99%).



Por esse motivo, o estudo realizou analises e descricdo nas OTUs do nivel taxondmico de
género.

Foi identificado um total de 68 OTUs diferentes no nivel taxonémico de género.
Considerando todas as sequéncias identificadas, as OTUs mais abundantes foram:
Aggregatibacter (17%), Pseudomonas (15,9%), Heamophilus (12,4%), Neisseria (8,8%),
Staphyloccus (8,3%), Fusobacterium (6,5%), Moraxella (5,8%), Streptococcus (4,6%),
Alloiococcus (3%), Capnocytophaga (2,9%). Outras OTUs em menor abundancia incluem:
Corynebacterium (2,5%), Prevotella (2,5%), Porphyromonas (1,8%), Eikenella (1,2%),
Treponema (0,9%), Elizabethkingia (0,9%), Stenotrophomonas (0,8%), Mycoplasma (0,8%),
Achromobacter (0,5%) e Acinetobacter (0,5%). As 48 OTUs restantes corresponderam a
menos de 3% das sequéncias identificadas (tabela 5) (Figura 8). A proporc¢édo relativa das
OTUs encontradas separadas por paciente pode ser observada na tabela 6.

Nos pacientes em que houve identificacdo, na cultura do aspirado traqueal, de

crescimento bacteriano, foi constatada OTU de mesmo género no seu microbioma.



Tabela 5 - Prevaléncia do total de leituras por género pela metagendmica

Género %
Aggregatibacter 17,0%
Pseudomonas 15,9%
Heamophilus 12,4%
Neisseria 8,8%
Staphylococcus 8,3%
Fusobacterium 6,5%
Moraxella 5,8%
Streptococcus 4,6%
Alloiococcus 3,0%
Capnocytophaga 2,9%
Corynebacterium 2,5%
Prevotella 2,5%
Porphyromonas 1,8%
Eikenella 1,2%
Treponema 0,9%
Elizabethkingia 0,9%
Stenotrophomonas 0,8%
Mycoplasma 0,8%
Achromobacter 0,5%
Acinetobacter 0,5%
Outros 2,4%
Total 100%
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Tabela 6 - Proporcio dos géneros por amostra

001 002 003 004

Geénero % Género % Género % Género %
Ageregatibacter 2948 Aggregatibacter 50,67 Maoraella 442 Haemophilus 81,27
Pseudomonas 2633 Fusobacterium 18.69 Treponema 8.30 Strepfococcus 6.98
Fusobacterium 921 Capnocytophaga 11,62 Fusobacterium 7.49 Moraxella 2.95
Streptococcus 6,07 Eikenella 7.33 Alloiococcus 7.15 Corynebacterium 2,66
Capnocvtophaga 4,36 Pseudomonas 6.69 Neisseria 6,75 Aggregatibacter 1,58
Mycoplasma 4,32 Neisseria 2.4 Ageregatibacter 6,42 Fusobacterium 1,54
Huaemophilus 4.05 Prevotella 0.72 Porphyromonas 3,55 Pseudomonas 1.28
Neisseria 2.87 Porphyromonas 0.59 Streptococcus 411 Achromobacter 0,57
Prevotella 2,81 Haemophilus 0,40 Caprnocyvtophaga 4,08 Prevotella 0,43
Treponema 243 Leptotrichia 0.31 Mycoplasma 2.19 Neisseria 027
Qutros 8.07 Qutros 0.54 Quiros 13.54 Quiros 047
005 006 007 008

Género % Género % Género % Género %
Staphviococeus 95,23 Aggregatibacter 63,12 Neisseria 4555 Neisseria 2577
Corynebacterium 3,09 Streptococcus 16,15 Haemophilus 24 89 Fusobacterium 21.78
Straptococcus 1,54 Haemophilus 8.68 Porplyromonas 9.82 Ageragatibacter 18,99
Anaerococcus 0,05 Peptococeus 1.87 Acinetobacter 5,89 Capnocytophaga 795
Finegoldia 0,03 Selenomonas 1,78 Streptococcus 3.61 Haemophilus 7.89
Allpiococcus 0,01 FPrevotelln 1.66 Prevotella 1,590 Alloiococcus 3.77
Facklamia 0,01 Fusobacterium 1,55 Moraxella 1.78 Serratia 2,76
Actiomyces 0,01 Caprnocyvtophaga 1,14 Fusobacterium 142 Eikenella 2,34
Abiotrophia 0,01 Neisseria 1,10 Eikenella 0,539 Staphylococecus 1.72
Peptoniphilus 0,01 Veillonella 1,08 Aggregatibacter 0,55 Porphyromonas 1,28
Qutros 0,01 Qutros 1.87 Quiros 4,00 Quiros 5,75
009 010 011 012

Género L Género LT Género 0% Género L
Pseudomonas 72.83 Pseudomonas 36,42 Pseudomonas 31.1%8 Neisseria 18.44
Haemophilus 1425 Aggregatibacter 22,11 Moraxella 30,10 Pseudomonas 15,33
Corynebacterium 725 Alliococcus 13,71 Elizabethkingia 11,08 Prevotella 12,01
Streptococcus 247 Corynebacterium 8,20 Alloiococcus 10,14 Fusobacterium 11.35
Staphylococcus 1.64 Achromobacter 5.05 Stenotrophomonas 8,64 Aggregatibacter 11,29
Fusobacterium 1,19 Caprnocytophaga 423 Corynebacterium 4,51 Streptococcus 11,04
Anaerococcus 0.10 Fusobacterium 3.60 Streptococcus 1.38 Haemophilus 6,55
Porphyromonas 0.09 Neisseria 2.92 Achromobacter 1.06 Mycoplasma 2.99
Finegoldia 0,05 Eorpiyromonas 1,81 Haemophilus 0,92 Porphyromonas 2,07
Peptoniphilus 0,05 Streptococcus 0.85 Lampropedia 0.36 Eikenella 1.89
Qutros 0.02 Qutros 1.10 Qutros 0.63 Qutros 7.03

Rarefacdo e alfa-diversidade

A rarefacdo por diversidade filogenética evidenciou que todas as amostras atingiram

um platd quando avaliadas em 10.000 leituras. (Figura 9)
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As medidas de alfa-diversidade, incluindo valores de OTUs observadas, arvore filogenética e

Chaol, encontram-se descritas na tabela 7.



Tabela 7 - Medidas de alfa-diversidade

Paciente # Arvore Filogenética  Chaol OTUs observadas
001 9,99 91,39 78,9
002 6,46 51,53 45,4
003 10,31 85,69 76,4
004 5,94 61,85 40,2
005 2,11 18,63 13,6
006 8,83 82,60 67,1
007 10,09 111,82 87,1
008 8,69 80,99 65,4
009 4,49 32,42 26,8
010 6,08 66,26 49,8
011 3,17 27,35 22,1
012 7,46 74,45 58,9

Foram realizados graficos de PCA para avaliar as variaveis: via de alimentacdo, uso de
antibioticos e presenca de granuloma, porém ndo se identificaram padrdes ou grupamentos

(Figuras 10-13).
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Figura 10 - Grafico de PCA identificando as amostras
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Figura 11 - Grafico de PCA identificando via de alimentacéo
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Figura 12 - Gréfico de PCA identificando uso de antibiotico nos altimos 3 meses
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Figura 13 - Grafico de PCA identificando presenca de granuloma
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7 DISCUSSAO

O sequenciamento genético ¢ um metodo bastante consolidado para a avaliagdo de
comunidades bacterianas. Contudo, estudos de microbioma bacteriano em vias aéreas, ainda
sdo escassos e fornecem informacbes fragmentadas, especialmente referente a criancgas
traqueostomizadas. Pacientes traqueostomizados costumam formar uma populagédo
heterogénia, apresentam frequentemente sindromes, alteragdes neuroldgicas e outras
comorbidades, além de serem mais vulneraveis a infeccdes, sujeitos a internacdes
prolongadas, a um maior uso de medicacbes e comumente submetidos a diversos
procedimentos cirdrgicos.

Nosso estudo avaliou um grupo de 12 criancas traqueostomizadas por glossoptose
secundaria a hipoplasia de mandibula, quanto ao microbioma presente em suas canulas de
traqueostomia. Além da indicacdo comum da traqueostomia, 0 grupo também apresentava
diversas outras caracteristicas semelhantes: todos utilizavam a mesma marca de canula de
traqueostomia (sem presenca de balonete), faziam uso da mesma canula por tempo
semelhante (em torno de 3 meses) e se encontravam traqueostomizados ha mais de um ano.
Embora dois pacientes apresentassem comorbidade pulmonar, nenhum deles era portador de
fibrose cistica; tampouco, nenhum dos pacientes estudados encontrava-se em uso de suporte
ventilatorio ou oxigenioterapia, denotando maior homogeneidade entre os pacientes que nos
estudos publicados até o momento. (WANG et al., 2019; PEREZ-LOZADA et al., 2017 e
2018)

Entre as culturas do aspirado traqueal com crescimento bacteriano identificado, P.
aeruginosa foi o microrganismo mais frequente, presente em trés casos (25% de todas as
amostras). Outros estudos em pacientes pediatricos traqueostomizados encontraram

incidéncia de P. aeruginosa entre 29-72% (CHEIKH et al., 2018; MCCALEB et al., 2016;



SANDERS et al., 2018; AL-SAMRI et al., 2010). J& a avaliagdo metagenémica identificou a
OTU Pseudomonas em dez amostras (83%), sugerindo que sua prevaléncia seja ainda maior
do que a literatura sugere, pelo menos nesta populacdo especifica.

De maneira semelhante M. catarrhalis foi identificada em apenas uma amostra de
aspirado tragqueal, enquanto oito pacientes tiveram OTU representando Moraxella presente na
sua microbiota.

Embora o metodo tradicional de cultura seja amplamente disseminado, sua
interpretacdo e eficacia em identificacdo de bactérias vém sendo questionados: um
crescimento bacteriano pode evidenciar apenas um microrganismo colonizador, ndo sendo,
necessariamente, o mais abundante ou o responsavel por um quadro infeccioso (PEREZ-
LOSADA et al., 2017; LIM et al., 2014; FEIGELMAN et al., 2017).

Aggregatibacter foi a OTU com maior numero de leituras pela metagenémica (17%),
fazendo-se presente em dez das 12 canulas de traqueostomia analisadas. Pertencente a familia
Pasteurellaceae (comum também ao género Haemophilus), o seu representante de maior
destaque é Aggregatibacter actinomycetemcomitans, uma bactéria anaerdbia facultativa gram-
negativa frequentemente identificada em cavidade oral e associada a patogénese da doenca
periodontal. Conhecido por sua capacidade de formacdo de biofilmes, este microrganismo
apresenta, ainda, caracteristicas mutualisticas com F. nucleatum e Veillonella spp.
(PERIASAMY et al., 2009; NORSKOV-LAURITSEN, 2014; GHOLIZADEH et al., 2017;
BELIBASAKIS et al., 2019). Diferentemente dos nossos resultados, este género ndo foi
encontrado entre as OTUs mais observadas em outros estudos que avaliaram o microbioma de
canulas de traqueostomia pediatrica (WANG et al., 2018; PEREZ-LOSADA et al., 2017 e
2019). DICKSON et al. (2015) e CHARLSON et al. (2011) descreveram que, embora
ambientes distintos como a cavidade oral, a via aérea alta e a baixa de um mesmo paciente

formem comunidades bacterianas diferentes, elas ndo sdo isoladas. Ambientes com maior



proximidade mantém microbiomas mais semelhantes que ambientes distantes, demonstrando
que estas regides ndo sdo completamente separadas, mas unidas por areas de transicao.

E possivel que a elevada abundancia de Aggregatibacter e outras OTUs tipicas da
cavidade oral (como Neisseria, Fusobacterium, Streptococcus, Prevotella e Porphyromonas),
associado ao numero de aspirados traqueais classificados como contaminacdo de via aérea
superior (descritos quando ha presenca de células epiteliais, saliva e poucos leucécitos na
amostra) pode ter relacdo com a alta probabilidade de disfagia e aspiracdo associada a doenca
dos pacientes estudados (SCHWEIGER et al., 2016). De fato, entre os 12 pacientes, seis
encontravam-se em uso de gastrostomia ou sonda nasogastrica, € mesmo 0s outros, com
alimentacdo por via oral, possuem risco elevado para aspiracdo silente, conforme os estudos
de GASPARIN et al. (2017) e MONASTERIO et al. (2004).

Bactérias como P. aeruginosa, S. aureus, F. nucleatum e A. actinomycetemcomitans
sdo conhecidas por seu potencial de formacéo de biofilmes, podendo ainda formar complexos
polimicrobianos entre si ou associados a outras bactérias como H. Influenzae e Veillonella spp.
(WANG et al., 2017; MARINO et al., 2017; LIMA et al., 2017). Encontramos uma alta
abundancia destes géneros entre 0s nossos pacientes, o que, acreditamos, é esperado pela
presenca da canula de tragueostomia, que atua como ponto de ancoragem para formacao
dessas estruturas.

No que diz respeito a correlagdes clinicas, apenas um paciente encontrava-se em uso
de antibidtico durante a coleta, indicado por uma suspeita de exacerbacdo de quadro
respiratério baixo. O paciente apresentou aumento de secregdo pela traqueostomia, sem a
presenca de febre ou outros sintomas; porém, encontrava-se apenas no segundo dia de uso da
medicacdo no momento da troca de canula, tempo que provavelmente néo € o suficiente para
alteracbes importantes na microbiota bacteriana, conforme estudo de PEREZ-LOSADA et al.

(2018). O microbioma desta amostra ndo evidenciou o predominio de nenhum género



bacteriano patologico em particular, ou mesmo uma baixa alfa-diversidade, o que sugere a
hipotese de um quadro viral ou ndo-infeccioso. O estudo de PEREZ- LOSADA et al. (2018)
também demostrou que uma microbiota alterada por um quadro infeccioso costuma equilibrar
suas comunidades em torno quatro semanas e, em nosso estudo, todos 0s cinco pacientes que
haviam utilizado antibi6tico nos trés meses préevios as coletas terminaram o tratamento em
aproximadamente um més ou mais antes da coleta das amostras. Por esses motivos, 0
antibiético provavelmente ndo teve grande impacto na composicdo dos microbiomas
analisados, como demonstrado pela auséncia de grupamentos deste subgrupo no PCA.

WANG et al. (2018) estudaram o microbioma de quatro pacientes traqueostomizados, dos
quais dois pacientes apresentavam tecido de granulacdo supraestomal, identificado por
endoscopia de via aérea. Ambos os pacientes com tecido de granulacdo estavam em uso de
antibidticos e apresentaram crescimento de H. influenzae em lavado broncoalveolar. A
avaliacdo do microbioma destes casos, por meio da metagenémica do tipo shotgun,
identificou que, além de H. influenzae, as bactérias F. nucleatum, M. catarrhalis e S.
pneumoniae tiveram presenca mais abundante de leituras nestes pacientes, sugerindo uma
potencial associacdo com a presenca de granulomas.

Embora ndo tenhamos realizado o exame endoscopico das vias aéreas durante as
coletas das canulas, tecido de granulacdo periestomal foi observado em trés pacientes: 002,
006 e 012.

Os resultados do sequenciamento de amplicon identificaram 19 OTUs comuns as trés
amostras. Selecionando apenas as com maior abundancia, observamos presenca de:
Aggregatibacter (50,7% vs 63,1% vs 11,3%), Fusobacterium (18,7% vs 1,5% vs 11,4%),
Neisseria (2,4% vs 1,1% vs 18,4%), Prevotella (0,7% vs 1,6% vs 12%) e Haemophilus (0,4%
vs 8,9% vs 6,5%). Embora o tecido de granulagdo provavelmente deva ter efeito sobre as

condi¢des do ambiente (oxigenacdo, secrecdo, superficie), nossos resultados demonstram que



sua ligacdo com microrganismos especificos ainda ndo é clara, podendo estes grupos de
bactérias estar associados tanto a causa quanto a consequéncia.

Outros estudos baseados em cultura de stents haviam relacionado tecido de granulacédo

com S. aureus e P. aeruginosa (NOURAEI et al., 2006; SIMONI et al., 2004).
Em nosso estudo, a populacdo de Staphylococcus e Pseudomonas nos pacientes com
granuloma foi pouco abundante, sendo que Staphylococcus variou de 0% a 0,16% e
Pseudomonas de 0,07% a 15,3%. E possivel que os estudos identifiquem essas bactérias por
causa da maior facilidade com que crescem em culturas, além do seu potencial de formar
biofilmes.

FEIGELMAN et al. (2017) descreve a presenca em maior abundancia de Prevotella,
Streptococcus, Veilonella, Haemophilus e Neisseria em lavados broncoalveolares de
individuos saudaveis ndo traqueostomizados. O nosso estudo demonstrou uma mescla destes
géneros entrelacados com bactérias potencialmente patogénicas. Como os microbiomas dos
pacientes demonstraram variadas apresentacdes, estes ndo se correlacionaram com
caracteristicas clinicas especificas. A literatura atual sugere que quadros infecciosos estdo
mais relacionados com um desequilibrio da comunidade bacteriana, que com a introducéo de
uma nova bactéria; e a andlise estatica de um microbioma pode ndo ser o suficiente para
compreender as correlacfes entre a sua rede de interagdes com causas e consequéncias.

Mais estudos sdo necessarios para a melhor compreensdo das comunidades bacterianas
e como elas interagem entre si, com seu ambiente e suas repercussdes clinicas. (LIM et al.,

2014; QUINN et al., 2016)



8 CONCLUSAO

Esse estudo descreve o uso da cultura do aspirado traqueal e da metagendmica na
identificacdo do microbioma bacteriano presente nas canulas de traqueostomias de um grupo
homogéneo de criancas.

A cultura do aspirado traqueal resultou em crescimento bacteriano em apenas cinco
das 12 amostras coletadas, sendo P. aeruginosa o microrganismo mais frequentemente
encontrado.

A metagendmica evidenciou uma maior eficacia do que o exame de cultura do
aspirado traqueal, demonstrando, por exemplo, uma maior prevaléncia de microrganismos
como Pseudomonas e Moraxella nesse grupo de pacientes. Embora alguns géneros
bacterianos tiveram destaque por demonstraram maior abundéancia (e.g. Aggregatibacter,
Pseudomonas, Haemophilus, Neissera, Staphylococcus, Fusobacterium e Moraxella), a
composicdo do microbioma individual dos pacientes teve grande variedade e os dados
clinicos néo se correlacionaram com os achados bacterianos.

Apesar do carater descritivo, este estudo cria fundacdes para o avanco de questbes

mais complexas a respeito da microbiologia desses pacientes.
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ABSTRACT

Objectives: To evaluate the bacterial microbiome found in tracheostomy cannulas of a group
of children diagnosed with glossoptosis secondary to Robins Sequence (RS), and its clinical

implications.

Methods: Pediatric patients were enrolled in the study at the time of the cannula change,
performed at the hospital by the otolaryngology team. During this procedure, tracheal aspirate
was collected and sent to culture, while the removed cannula was collected and stored for
amplicon sequencing of 16S rRNA. DNA extraction were performed using DNeasy
PowerBiofilm Kit (QIAGEN®- Cat No. 24000-50) while sequencing was performed with the
S5 (Ion S5™ System, Thermo Fisher Scientific) and following Brazilian Microbiome Project
(BMP) protocol. Principal component analysis (PCA) were utilized to search for clusters or

patters among patients.

Results: All 12 enrolled patients were using uncuffed tracheostomy cannulas of the same
brand, had their tracheostomy performed more than 1 year ago and had used the removed
cannula for an average of 3 months. Culture results showed bacterial growth in only five
patients, all with corresponding genera identified in their microbiome. A total of 68 different
operational taxonomic units (OTU) were sequenced at the genera taxonomic level, and most
abundant were: Aggregatibacter, Pseudomonas, Haemophilus, Neisseria, Staphylococcus,
Fusobacterium, Moraxella, Streptococcus, Alloiococcus and Capnocytophaga. Individual
microbiome of each individual was highly variable, not correlating to any particular clinical

characteristic. PCA didn’t find any cluster among patients.



Conclusion: The microbiome of tracheostomy cannulas is highly variable, even among
patients with similar clinical characteristics, making it challenging to determine a standard for
normality. More studies are needed to comprehend the network between bacterial
communities and how they interact among themselves, their microenvironment and the
clinical outcomes.

Keywords: Child, tracheostomy, metagenomics, microbiota, RNA, Ribosomal, 16S.

INTRODUCTION

Tracheostomy is a surgical procedure that creates a shortcut for the air to reach the
lungs.

It establishes a communication (or tunnel) between the cervical skin and trachea, which is
maintained pervious by a cannula.

Indications for tracheostomy in children nowadays are mainly related to chronic
obstruction of upper airways (e.g. laryngeal stenosis or vocal fold paralysis), management of
mechanical ventilation and treatment of bronchopulmonary aspiration (1-3). Another
obstructive airway pathology with potential necessity for tracheostomy is glossoptosis.
Glossoptosis is defined as the posterior collapse of the base of the tongue resulting in varying
degrees of respiratory obstruction. It may occur as a consequence of mandibular hypoplasia
(Robin Sequence), but it also occurs in patients with neurological disorders related to
hypotonia (4-6).

A few days after a tracheostomy is performed, its pathway maturates, resulting in a
new microbiological environment. Air goes directly to the lungs without be filtered by the
upper airways and mobilization of tracheals secretions is altered, as well as patients

physiological defense systems (7-10). The cannula itself induces a constant inflammatory



(foreign body) reaction, capable of accumulating organic debris and facilitating bacterial
colonization and biofilm formation, sometimes resulting in exacerbation of clinical conditions

(11, 12).

Precise determination of bacteria present at the tracheostomy tube can be challenging.
Culture based methods may favor specific bacteria growth over others and does not
contemplate the multitude of microbials present in that environment (7, 13-15).

Recently, high performance next generation sequencing equipment is becoming more
accessible and, added to computational evolution and expansion of bioinformatic sector,
genetic sequencing cost have been lower (16).

Metagenomic is a culture independent method for phylogenetic identification of
bacterial communities. Referred as shotgun sequencing, whole microbial genome sequencing
is done, resulting in taxonomic and possibly function gene identification (17-20). Another
culture independent genetic sequencing method for microbiome determination is amplicon
sequencing. Targeting specific known genes, shorter sequences can be used for taxonomic
identification, therefore lowering costs while keeping efficacy at the study of bacterial
communities (21-24).

This study aims to evaluate pediatric tracheotomy bacterial microbiome using
amplicon sequencing of 16S rRNA gene in a specific population of children with Robin

Sequence and describe our findings amidst recent literature.

MATERIALS AND METHODS

Subjects and Study Design



This study received a certificate of ethic appreciation from “Plataforma Brasil” numbered
93356618.0.000.5327. The study was also approved by the Ethics and Research Committee
(CEP) of Hospital de Clinicas de Porto Alegre. All patients had consent and approval forms
signed by parents or legal caretakers prior to inclusion. We targeted a group of patients who
performed tracheostomy due to glossoptosis associated with mandibular hypoplasia (Robin

Sequence), with a history or plan for osteogenic distraction.

Data and Samples Collection

Prior to the tracheostomy cannula exchange, which is performed at our hospital by the
Otolaryngology team, caretakers were questioned on patient current clinical condition (fever,
use of antibiotics, etc) and electronic medical chart was reviewed.

At the moment of cannula exchange, patients had two samples collected with the use
of sterile techniques: a sample of the cannula and a sample of tracheal secretion. The cannula
was bisected longitudinally as to include both distal (in contact to trachea) and proximal (in
contact to skin) portions, and placed into 2 different 15mL conical tubes. These tubes were
stored in a -80°C freezer within the first two hours of collection for future DNA extraction
and sequencing (25-27). Tracheal aspirates were sent immediately to microbiology laboratory
for cultural analysis.

At the moment of the cannula exchange, cervical skin was also examined for the

presence or absence of peristomal granuloma.

Culture of tracheal aspirate
Cultures were performed according to microbiology laboratory protocol. Possible
results include: identification of one or two bacteria growth; identification of multiple

microbiota (when there was growth of three or more bacteria); or identification of upper



airway contamination (when elements such as epithelial cells, saliva or leukocytes were

identified).

DNA extraction and Amplicon Sequencing

All samples were processed following the protocol of the Experimental Research
Center of Hospital de Clinicas de Porto Alegre. DNA extraction were conducted using
DNeasy PowerBiofilm Kit (QIAGEN®- Cat No. 24000-50). For every patient the content of
one 15mL conical tube was used (half of tracheostomy tube) (Figure 1). Once removed of the
-80°C freezer, samples were kept at room temperature for 10 minutes to facilitate handling. At
this moment, a subjective score for macroscopic quantity of secretion was given by the main
author (LPK) :1+: low amount of secretion, 2+: medium amount of secretion, 3+: high
amount of secretion.
Using sterile material, tracheostomy tube was sectioned into small fragments on a Petri dish
and DNA extraction was performed following DNeasy PowerBiofilm Kit protocol.
Once extracted, samples quality was tested using DNA spectrophotometer NanoDrop 1000
(Thermo Fischer Scientific®).

Approximately 50ng of DNA for each sample were submitted to amplification of the
V4 region of rRNA 16S gene by PCR using the following pair of primers: 515F (5'-
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3') and 806R (5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3). In
order to process multiple samples at the same reaction, primer-fusion method was used so
each sample received a unique nucleotide sequence (barcode) attached to its amplified
products. Sequencing was conducted using S5 (Ion S5™ System, Thermo Fisher Scientific).

The resulting raw data were compacted and exported as a single FastQ file.



Bioinformatics

Raw data generated from DNA sample sequencing was processed according to the
Brazilian Microbiome Project (BMP) protocol (23), using scripts in QIIME and RDP for 16S
rRNA gene phylogenetic representation.
Sequences were filtered based on size and quality score with removal of chimeras.
RDP_GOLD identifier was used for Operational Taxonomic Unit (OTU) picking based on 97%
similarity, and phylogenetic identity of represented OTU was achieved using Green Genes
database. Sequences which failed to achieve 97% similarity were defined as unclassified.
Quality control was performed with FASTQC.
Data processing and STF extension files were also created using QIIME (v1.9.1). Analysis

were performed using STAMP (v2.1.3) and SPSS (v23.0).

Statistical analysis

Principal components analysis (PCA) plots were used to identify clusters while
separating samples for different variables as age, feeding route, presence of granuloma, etc.
Spearman’s correlation coefficient and Kruskall-Wallis test were performed to compare
number DNA concentration after DNA extraction, subjective score for macroscopic quantity

of secretion and number of reads after sequencing.

RESULTS

Twelve patients with Robin Sequence and tracheostomy were included in the study.
Patients characteristics are summarized in table 1.

All tracheostomies tubes collected were of the same brand (PORTEX® Blue Line®

Tracheostomy Tube) and uncuffed. No complications occurred.



Only one patient was using antibiotics during sampling, which had been started two days
before because of increasing of tracheostomy secretion, without fever or any other symptoms.

Five other patients used antibiotics previously while in use of the collected tracheostomy tube.

Tracheal aspirates

Cultures from the 12 tracheal aspirates identified bacterial growth of at least one
bacterium in only five samples. Data is shown on Table 2. Seven cultures resulted in upper

airway contamination, not undergoing further bacteriology analysis.

Metagenomics

DNA concentration after extraction varied between 69.65ng/mL to 312.45ng/mL
(median = 176.84ng/mL). After filtering and quality control, amplicon sequencing resulted in
a total of 647,256 reads, ranging from 16,850 to 137,586 per sample (median= 53,938).
Spearman correlation coefficient between DNA concentration and the number of reads was
not significant (p= 0.779). No significant differences among different levels of tube secretion
(by subjective score) were observed concerning DNA concentration (p= 0.413) and the
number of reads (p=0.196). (table 3)

A total of 68 OTUs was identified at genus taxonomic level. Considering all
sequences identified, most abundant OTUs included: Aggregatibacter (17%), Pseudomonas
(15.9%), Haemophilus (12.4%), Neisseria (8.8%), Staphyloccus (8.3%), Fusobacterium
(6.5%), Moraxella (5.8%), Streptococcus (4.6%), Alloiococcus (3%) and Capnocytophaga
(2.9%). Other OTUs with lower abundance included: Corynebacterium (2.5%), Prevotella
(2.5%), Porphyromonas (1.8%), Eikenella (1.2%), Treponema (0.9%), Elizabethkingia

(0.9%), Stenotrophomonas (0.8%), Mycoplasma (0.8%), Achromobacter (0.5%) and



Acinetobacter (0.5%) (table 4). The 48 remaining OTUs accounted for less than 3% of all

identified reads. Relative proportion of OTUs found per sample can be observed in table 5.

Bacteria and clinical data of the patients

Principal component analysis (PCA) plots were performed searching for clusters
accounting for variables such as food intake, use of antibiotics or presence of granuloma,

however no cluster patterns were found. (Figure 1 — 3)

DISCUSSION

Genetic sequencing is a consolidated method for bacterial community evaluation.
However, studies for airway bacterial microbiome are still sparse and provide fragmented
information, especially regarding tracheostomized children, since these patients typically
constitute a heterogeneous population, frequently presenting syndromic conditions and other
comorbidities, besides being prone to infections, long-term hospital stays, increased use of
medication, and recurrent surgical procedures.

This study evaluated the tracheostomy cannula microbiome of a group of 12 children
with glossoptosis secondary to mandibular hypoplasia. Besides tracheostomy indication, this
patients group presented various other common features: use of uncuffed tube, use of the
same tracheostomy tube brand, similar length of time in use of the analyzed cannula (around
three months), and length of tracheostomy of over a year. Although two patients had a
pulmonary comorbidity, none presented cystic fibrosis or the need for ventilatory support or
supplemental oxygen therapy, showing a greater homogeneity among patients if compared to

populations of previously published studies (28-30).



Among the tracheal aspirate cultures with identified bacterial growth, Pseudomonas
aeruginosa was the most frequent, presented in three cases (25% of all samples). Other
studies with pediatric tracheostomized patients found an incidence of P. aeruginosa between
29-72% (31-34). Amplicon sequencing identified OTU Pseudomonas in 10 samples (83%),
suggesting its prevalence is even higher than shown in literature, at least in this specific
population. In similar trend, Moraxella catahrralis was identified on only one sample through
tracheal aspirate, while eight patients had Moraxella OTU presented in their microbiome.

While traditional culture methods are still widely performed, its efficiency in bacteria
identification and the interpretation of its results are being questioned. The finding of a
particular bacteria might just represent a small fraction of a complex airway microbiome with
commensal and pathogenic microbes constant interactions (29, 35, 36).

Aggregatibacter was the OTU with the highest number of reads in metagenomics (17%
of all samples reads), present in 10 of the 12 analyzed tracheostomies tubes. Belonging to the
Pasteurellaceae family (also common to the Haemophilus genus) its most noticeable
representative is, Aggregatibacter actiomycetemcomitans, a gram-negative facultative
anaerobe bacterium frequently identified in oral cavity and associated with periodontal
disease. Its biofilm formation can have mutualistic characteristics with Fusobacterium
nucleatum and Veillonella spp. (37-40). Unlike our results Aggregatibacter was not found
among most observed OTUs on other tracheostomy microbiome studies (28-30). DICKSON
et al. (2015) and CHARLSON et al. (2011) described that, although different environments in
the same patient such as oral cavity, lower and upper airway show different bacterial
communities, they are not isolated from each other. Closer environments sustain microbiomes
with higher resemblance than distance environments suggesting that these regions are not

completely separate, but linked by transition areas (41, 42).



It is possible the abundance of Aggregatibacter and other oral cavity typical OTUs (as
Neisseria, Fusobacterium, Streptococcus, Prevotella and Porphyromonas), associated with
the high number of tracheal aspirates classified as upper airway contamination (described
when there is presence of saliva, epithelial cells and leukocytes at the sample) can be
correlated with patients’ disease-associated high probability of dysphagia and aspiration (5).
In fact, among the 12 patients, 6 were in use of g-tube or nasogastric tube, and the others with
oral feeding probably showed a high risk of silent aspiration, according to the studies of
GASPARIN et al. (2017) and MONASTERIO et al. (2004) (43, 44).

Bacteria such as P. aeruginosa, Staphylococcus aureus, F. nucleatum and A.
actinomycetemcomitans are known for development of biofilm and can create polymicrobial
complexes among themselves or associated with other bacteria as Haemophilus influenzae
and Veillonella spp. (45-47). We found high abundances of these genus among our patients,
which is believed to be expected as tracheostomy tube serves as an anchor point for these
structures.

Regarding clinical correlations, only one patient was receiving antibiotics during
sampling, indicated for suspected lower respiratory exacerbation. Patient had increased
tracheostomy secretion without fever or other symptoms. This patient, however, was taking
the medication for only 2 days at the moment of the cannula change, which was probably not
enough time to significantly alter tracheostomy microbiota, according to PEREZ-LOSADA
(2018) (30). Amplicon sequencing of this sample evidenced no particular pathological
bacterial genus, suggesting it was a viral or non-infectious condition. PEREZ-LOSADA also
shown that a microbiota altered by an acute infection tends to balance itself after four weeks.
All the five patients who had received previous antibiotics had their treatment concluded

more than a month before sampling. For that reason, antibiotics probably did not have a



particular role in their microbiome composition, as their microbiome showed no particular
characteristics or clusters on PCA.

WANG et al. (2018) (28) studied the microbiome of 4 children with tracheostomy, of
whom 2 had suprastomal granuloma tissue identified by airway endoscopy. Both patients with
granuloma tissue were in use of antibiotics and grew H. influenzae in respiratory
bronchoalveolar lavage culture. Microbiome evaluation of these patients’ tracheostomy tubes
through shotgun metagenomics revealed that besides H. influenzae, F. nucleatum, M.
catahrralis and Streptococcus pneumoniae had higher abundances, potentially being
associated with the presence of granuloma.

Although airway endoscopy was not performed during our sampling, periostomal granulation
tissue was observed on three patients: 002, 006 and 012.

Amplicon sequencing observed 19 OTUs common to all three samples, highlighting
only the ones with higher abundancy we observe: Aggregatibacter (50,7% vs 63,1% vs
11,3%), Fusobacterium (18,7% vs 1,5% vs 11,4%), Neisseria (2,4% vs 1,1% vs 18,4%),
Prevotella (0,7% vs 1,6% vs 12%) and Haemophilus (0,4% vs 8,9% vs 6,5%). Granulation
tissue is potentially influenced by conditions of the tracheostomy tube (oxygenation, secretion,
surface), but our results show that its link to specific microbes is still not clear, as these
groups of bacteria may be associated either to cause or effect.

Other culture-based studies in stents have described relation of granulation tissue with
Staphylococcus aureus and P. aeruginosa (48, 49). According to our results, Staphylococcus
and Pseudomonas populations on the three patients with identified granulomas was not
characteristic, with Staphylococcus varying from none to 0.16% and Pseudomonas from 0.07%
to 15.3%. It is possible that studies tend to find these bacteria easier for their capabilities on

growing in culture methods and biofilm formation.



FEIGELMAN et al. (2017) (36) describes higher prevalence of Prevotella,
Streptococcus, Veillonella, Haemophilus and Neisseria in bronchoalveolar lavages of healthy
individuals without tracheostomy.

Our samples showed a mixture of these genera intertwined with potentially pathological
bacteria. As patient’s microbiome had variable presentations, they did not correlate to specific
clinical characteristics. Recent literature suggests that infections are more related to a shift in
community balance than the introduction of a new bacteria, and a static microbiome analysis
may not be sufficient to understand correlations between network patterns and its causes or
consequences (35, 50).

More studies are needed in order to understand bacterial community networks and how they

interact among themselves, environment and clinical repercussions.



aqn) JLI)SES0SEN taqn)-£) )] (AM0IS0I)sen) aqn)-o Saeiquuy IV fworndaym Lrojersrdsar samo T

N s=A ==2A St I6 N s=2A SUON  Fqm-DN I'c (e <10
suIeD

ON ON ON 14 86 ON 5=2A ~IRYPRRIL 210 6 6 110
"=2A N N £F 61l ON s2A wady  aqmu-n) [ L 010
A ON ON 13 86 ON ON  SISO}SOSIPOUtd B30 £8 LT 600
ON ON ON & 08 oM s=A =HON %30 6t L 800

=A ON ON 14 3tl ==A =4 SUON  =Sqm-DN ! ¥ L00
ON ON 52A 93 16 ON SA =UON 210 1c s 9200

ON ON ON £F I6 ON ON Rl R B IBI0 6 6 £00
=2A ON ON S 86 ON s=2A SHUON  Sqmi-DN 61 I'c ¥00

BI212g aqm
ON ON ON £F 36 ON 2L CEIEODRNPTY -D /TR0 &L LL £00
=2A ON s=2A £F 86 ON 5=2A SUON =qm-D [ L <00
[eIqauI2a
N N N & 36 N SEA FE[oHmE-ORE B30 18 3 100
(sXep)
ASuET
(sypuomt  (Burpdmmes E[MUOED (saead)
£15e7) jo Ag([) EWO[NUEIS 3TIS 15E] a1 SanIp aynod  AT0)SO’YIEI)  (SIE3L)

arv gLV [emo)sLiag EBNUOE) WOIJWI] JU2LINIRY  IqIomo)) amoapuiy Suipaag TIOJJ ATL], a8y  epdmeg

symenyed 7 21) JO SIN)SLI2)IEIETD [EJUI[) - [ 2[QEL



Table 2 - Culture growth results from tracheal aspirates

Patient # Bacteria

Patient 003 Pseudomonas aeruginosa + Moraxella catarrhalis
Patient 004 Pseudomonas aeruginosa + Achromobacter sp.
Patient 005 Staphylococcus aureus

Patient 007 Acinetobacter baumannii

Patient 011 Pseudomonas aeruginosa




Table 3 - Results from DNA extraction, cannula inspection
and metagenomics

Sample DNA Cannula Number
concentration  macroscopic  of reads
(ng/mL) inspection
001 174.34 3+ 30024
002 254.72 1+ 53984
003 312.45 3+ 31504
004 157.60 2+ 137586
005 99.15 2+ 43286
006 159.66 3+ 42032
007 281.42 3+ 66958
008 135.12 3+ 56231
009 186.21 2+ 78577
010 69.65 3+ 42614
011 72.64 3+ 47610
012 219.11 1+ 16850

Cannula macroscopic inspection:

1+ Low amount of secretion

2+ Notable amount of secretion

3+ Secretion occupying intraluminal space



Table 4 - Prevalence of total reads per genus on metagenomics

Genus %
Aggregatibacter 17%
Pseudomonas 15.9%
Heamophilus 12.4%
Neisseria 8.8%
Staphylococcus 8.3%
Fusobacterium 6.5%
Moraxella 5.8%
Streptococcus 4.6%
Alloiococcus 3.0%
Capnocytophaga 2.9%
Corynebacterium 2.5%
Prevotella 2.5%
Porphyromonas 1.8%
Eikenella 1.2%
Treponema 0.9%
Elizabethkingia 0.9%
Stenotrophomonas 0.8%
Mycoplasma 0.8%
Achromobacter 0.5%
Acinetobacter 0.5%
Others 2.4%
Total 100%




Table 5 - Genera proportion per sample

001 002 003 004

Genus % Genus %o Genus %0 Genus %o
Aggregatibacter 2948 Aggregatibacter 5067 Moracella 34.42 Haemophilus 81.27
Pseudomonas 26.33 Fusobacterium 13.69 Treponema 8.30 Straptococcus 6.98
Fusohacterium 921 Caprocytophaga  11.62 Fusobacterium 749 Moraxella 295
Streptococcus 6.07 Eikenella 7.33 Alloiacoccus 7.15 Corvnebacterium  2.66
Caprnocytophaga 436 Pseudomonas 6.69 Neissaria 8.75 Aggragatibacter 158
Myveoplasma 432 Neisseria 244 Aggregatibacter 642 Fusobacterium 154
Haemaphilus 405 Prevotella 0.72 Porphyromonas 5.55 Pseudomonas 128
Neisseria 2.87 Porplyromonas  0.59 Streptococecus 4.11 Achromabacter 0.57
Prevotella 2.81 Haemophilus 0.40 Capnocytophaga  4.08 Prevatella 0.43
Treponema 243 Leptotrichia 0.31 Micoplasma 2.19 Neisseria 0.27
Others 8.07 Others 0.54 Others 13.54 Others 0.47
005 006 007 008

Genus % Genus %o Genus %o Genus %o
Staphylococeus 95.23 Aggregatibacter  63.12 Neisseria 45.55 Neisseria 2597
Corynebacterium  3.09 Streptococcus 16.15 Haemophilus 2489 Fusobacterium 21.78
Streptococcus 1.54 Haemophilus 8.68 Porphyromonas 5.82 Aggragaribacter  18.99
Anagerococcus 0.0 Peptococcus 1.87 Acinetobacter 5.89 Capnocytophaga  7.95
Finegoldia 0.03 Selenomonas 1.78 Streptococeus 3.61 Haemophilus 7.89
Alloiococcus 0.01 Prevotella 1.66 Prevotella 1.50 Allpiococcus 3.77
Facklamia 0.01 Fusobacterium 1.55 Meoraella 1.78 Servatia 276
Actiomyces 0.01 Capnocytophaga  1.14 Fusobacterium 142 Eikenella 234
Abiotrophia 0.01 Neisseria 1.10 Eikenella 0.59 Staphylococeus 1.72
Pepioniphilus 0.01 Veillonella 1.08 Aggregatibacter 0.55 Porphyromonas 128
Others 0.01 Others 1.87 Others 4 Others 5.75
009 010 011 012

Genus % Genus %o Genus %o Genus %o
Pseudomonas 72.83 Pseudomonas 36.42 Pseudomonas 31.18 Neisseria 18.44
Haemophilus 1425 Aggregatibacter 2211 Moraxella 30.10 Psaudomonas 1533
Coryrebacterium 725 Alloiococcus 1371 Elizabethkingia 11.08 Prevatella 12.01
Streptococcus 247 Corynebacterium 820 Alloiococcus 1014 Fusobacterium 1136
Staphylococcus 1.64 Achromabacter 3.05 Stenofrophomonas  8.64 Aggregatibacter 1129
Fusohacterium 1.19 Capnocytophaga  4.23 Coryrnebacterium ~ 4.51 Streptococcus 11.04
Anaerococeus 0.10 Fusobacterium 3.60 Streptococeus 1.38 Haemophilus 6.55
Porplyromonas  0.09 Neisseria 292 Achromabacter 1.06 Micoplasmea 2.99
Finegoldia 0.05 Porplyromonas 181 Haemophilus 0.92 Porphyromonas  2.07
Peptoniphilus 0.05 Streptococcus 0.85 Lampropedia 0.36 Eikenella 1.89
Others 0.02 Others 1.1 Others 0.63 Others 7.03
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Figure 1 - PCA plot for sample identification
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Figure 2 - PCA plot for feeding route
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Figure 3 - PCA plot for use of antibiotics during past 3 months
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Figure 4 - PCA plot for presence of periostomal granuloma
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
N° do projeto GPPG ou CAAE 93356618.0.000.5327

Titulo do Projeto: Avaliacdo do Microbioma em Canulas de Traqueostomia Pediéatricas
em um Centro Terciario Brasileiro

A crianga pela qual vocé é responsavel esta sendo convidada a participar de uma
pesquisa cujo objetivo é realizar uma descricdo dos principais microorganismos encontradas
na traqueostomia das criancas. Esta pesquisa estd sendo realizada pelo Servico de
Otorrinolaringologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé concordar com a participagdo na pesquisa, os procedimentos envolvidos
sdo 0s seguintes: durante uma consulta, no ato da troca de canula (realizados de rotina),
iremos realizar um exame em que colocamos uma pequena quantidade de soro fisiolégico
estéril através da traqueostomia, a aspiramos e mandamos a secrecdo aspirada para o
laboratério com a finalidade de analisar quais as bactérias que vivem ali e quais antibiéticos
gue podem ser usados contra elas. Esse procedimento é chamado de aspirado traqueal e,
em algumas situacdes clinicas, ja é realizado como parte do atendimento no HCPA. Caso
este exame ja esteja sendo realizado de forma assistencial, nés iremos acessar o resultado
diretamente no prontuario. Caso ele ndo seja solicitado, esse exame sera realizado junto
com a troca da canula de traqueostomia, por médicos pesquisadores. As condi¢cdes de
realizacdo do exame, como o tipo de anestesia dependerdo de como a troca da canula sera
realizada na rotina.

Além do aspirado tragqueal, a canula de traqueostomia removida durante a troca sera
armazenada para andlise, por um exame chamado metagenbmica, que ira identificar
presencga de microorganismos presentes diretamente na canula.

As cénulas de tragueostomia sdo normalmente colonizadas por bactérias e sua
presenca ndo implica necessidade de tratamento, exceto quando presentes sinais clinicos
de infeccdo ativa, que serdo avaliados pela equipe médica.

Durante o estudo iremos coletar dados clinicos da crianga. Tanto na inclusdo do
estudo quanto nos retornos para troca de canula iremos preencher um questionario a
respeito da rotina dos cuidados da traqueostomia e condi¢des clinicas gerais da crianca.

Também iremos acessar o prontuario para ver as condigbes de saude da crianca
(como, por exemplo, o motivo da traqueostomia, infeccBes e tratamentos realizados) e, se
possivel, comparar o exame atual com um ja realizado antes na rotina.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participacdo na pesquisa
relacionados ao aspirado traqueal sdo: se o paciente estiver acordado, pode ocasionar um
desconforto temporario devido ao reflexo de tosse, uma queda temporéaria e rapida no
oxigénio do sangue, que melhora apés a aspiragdo, € mais raramente uma queda mais
persistente do oxigénio no sangue que necessita de oxigénio inalatério por um curto periodo
de tempo para retornar ao normal. Quando é feito com anestesia geral, ndo causa tosse e 0
restante permanece semelhante.

A avaliagdo da canula de traqueostomia sera realizada laboratorialmente utilizando a
canula removida, que é realizada conforme a rotina hospitalar, e portanto, ndo oferece
nenhum risco adicional ao paciente.

Os possiveis beneficios decorrentes da participacdo na pesquisa sdo diretos, pois
pode identificar mais rapidamente bactérias possivelmente causadoras de infec¢do. A partir
dessas informagfes que serdo encaminhadas ao médico assistente, poderdo ser solicitadas
consultas de rotina mais frequentes do que o normal para prevenir ou diagnosticar essas



complicacdes. Além disso, ha beneficios indiretos, pois pode aumentar o conhecimento
geral sobre as bactérias que vivem na traqueostomia e identificar aquelas que mais causam
complicacdes.

Rubrica do responsavel Rubrica do
pesquisador

Pagina 1 de 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO —responsaveis

A participagdo na pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatoria. Caso
vocé decida ndo autorizar a participacdo, ou ainda, retirar a autorizagdo apos a assinatura
desse Termo, ndo haverd nenhum prejuizo ao atendimento que o participante da pesquisa
recebe ou possa vir a receber na instituigao.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela participacdo na pesquisa e nao
havera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da pesquisa, 0 participante
recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente.
Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes,
ou seja, 0s nomes ndo aparecerdo na publicagdo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com a pesquisadora
responsavel Dra. Claudia Schweiger ou com o pesquisador Mestrando Leonardo Palma Kuhl,
pelo telefone pelo telefone (51) 33598249, ou ainda com o Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2° andar
do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e seu responsavel e
outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura (se aplicavel)

Nome completo do responsavel

Assinatura



Nome e assinatura do pesquisador que aplicou o Termo

Local e Data:

Rubrica do responsavel Rubrica do pesquisador

Pagina 2 de 2



ANEXO B - PROTOCOLO DE INCLUSAO

PROTOCOLO DE INCLUSAO
IDENTIFICAGAO

Nome:

Nome da mae:

Cuidador:

Telefone
contato:

Cidade:

TRAQUEOSTOMIA

Data Traqueostomia:

Motivo TQT:

Comorbidades:

. O Pneumopatia

. O Prematuridade

. O Prematuro extremo

. 0 Cardiopatia

. 0 Patologia gastro-intestinal
. 0 Neuropatia

. Outras

. Mais de um acima

0O~NON DN W~

Diagnostico de aspiracéo
0. o Nao

1.0 Sim

2. 0 Nao se aplica

Historia Pneumonia Repeticéo

1. o Sim
2.0 Nao

Prontuério:

Data Nascimento:

Data:

ComplicacGes da Traqueostomia
(Ultimas 12 meses)

1. o Obstrugao da canula

. O Fistula traqueoesofagica

. O Sangramento

. 0 Granuloma periestomal

. 0 Granuloma supraestomal

. 0 Granuloma traqueal

. 0 Decanulag¢do acidental

. 0 Colabamento supraestomal
9. 0 Estenose traqueal

10. o Traqueomalacea

11. o Infec¢ao ambulatorial

12. o Infecgdo hospitalar

13. o Outras

14. o Mais de uma acima

15. o Nenhuma?
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Procedimentos Realizados:

. 0 Remogdo de granuloma supraestomal
. 0 Remocao de granuloma periestomal

. O Supraglotoplastia

. 0 Dilatagao

. 0 Cirurgia de reconstrucao de via aérea
. O Aplicagdo toxina botulinica

. 0 Tratamento cirurgico em glandulas
salivares

8. 0 Separagdo laringotraqueal

9. o Adaptacdo de valvula fonatoria

10. o Distragdo osteogénica

11. o Outros

12. o Mais de um acima

13. o Nenhum
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CANULA DE TRAQUEOSTOMIA

Data Ultima Troca:
NUmero Canula:

Presenca Balonete:
0. o Nao

1. o Sim

Marca:

1. o Portex

2. o BCI medical



3. o0 CPL medical
4. o CDI medical

ID Amostra:

Aspecto Cervical:

0. o Normal

1. o0 Granuloma peritraqueostoma

Endoscopia Via Aérea:

0. o Nao

1.0 Sim

- 1. o0 Granuloma supraestomal
- 2. 0 Laringe ativa

Via alimentacao:

1. o Via Oral

2. 0 Gastrostomia

3. 0 Sonda Nasogéstrica
4. o Sonda Nasoentérica
5. 0 Mais de um acima

Auxilio Ventilatorio:

0. o Nao

1. o Sim, qual?

- 1. o Ventilacao Nao Invasiva
- 2. 0 Ventilagdo Mecanica

- 3. o Oxigénio domiciliar

- 4. o Nao se aplica

Culturas Prévias (Gltimos 12 meses)
0. o Nao

1. o Sim

- Data

- Resultado

Evento Obstrucgéo Parcial Canula
(Ultimos 3m):

0. o Nao

1.0 Sim

- Quantos?

Decanulacdo Acidental (Ultimos 3 meses)
0. o Nao
1.0 Sim

Idas a Emergéncia: (Ultimos 3 meses)
0. o Nao

1.0 Sim

- Motivo de infeccdo respiratdria

0. o Nao

1. o Sim

Internacdo Hospitalar: (Ultimos 3 meses)
1. o Nao

2.0 Sim

Motivo:

- Necessidade UTI

0. o Nao

1.0 Sim

Uso antibi6tico: (Ultimos 3 meses)
0. o Nao

1. o Sim

- Motivo de infecgdo respiratoria

0. o Nao

1.0 Sim

- Quantos dias:

- Antibidtico:
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Quick-Start Protocol November 2016
DNeasy® PowerBiofilm® Kit

The DNeasy PowerBiofilm Kit can be stored at room temperature [15-25°C) until the expiry
date prin’recl on the box label.

Further information

Safety Data Sheets: www.qiagen.com/safety
Technical assistance: support.giagen.com

Notes before starting

Warm Solution MBL at 55°C for 510 min to dissclve precipitates prior o each use.
Solution MBL should be used while still warm.

If Solution MR has precipl'mted, warm at 535°C for 510 minutes,
Shake to mix Solution PW before use.
Use |::|n|1',.-r PowerBiofilm Bead Tubes with this kit.

; We'lgh out 0.05-0.20 g of bicfilm material and p|c:|ce into a 2 ml collection tube

[provided). Centrifuge at 13,000 x g for 1min. Remove excess liquid using a pipette tip.
Note: Add less saturated samples (e.g. microbial mats] directly to the PowerBiofilm Bead
Tube [for infermation on selecting the right amount of starting material, refer to the

Troubleshoofing Guide.

; Resuspend the biofilm material in 350 |_|| of Solution MBL and transfer to the PowerBicfilm

Bead Tube. For less saturated samples, add 350 pl of Solution MBL to the PowerBiofilm
Bead Tube c||r£=|:|d:,r containing the biofilm material.

. Add 100 pl of Solution FB. Vartex briefly to mix.
. Incubate the PowerBiofilm Bead Tube at 65°C for 5 min.

. Beod beat the sump|e FD||::rw'|ng one of the methods described below:

a) Powerlyzer® 24 Homogenizer
1. Identify each PowerBicfilm Bead Tube on both the cap and on the side,

2. F’roperhr balance the Bead Tubes in the tube holder of the
Powerlyzer 24, Homogenize for 1 c}rc|e at 3200 rpm for 30 s.

00000
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3. Centrifuge the tube at 13,000 x g for 1 min. Transfer the supernatant to a new 2 ml
collection tube (provided).
Mote: Expect approximately 325-400 pl of supernatant depending on sample material. If

the volume falls below this range, use less s’rurﬁng material.
bl Vortex Adapter
1. Secure the PowerBiofilmBead Tube harizontally to a Vortex Adapter and vortex at

maximum 5p&e-|:| for 10 min.

Mote: If using the 24 place Vortex Adapter for =12 preps, increase time by 5-10 min.
2. Cenfrifuge the tube at 13,000 x g for 1 min at room temperature. Transfer he
supernatant to a clean 2 ml collection ube provided).

Mote: Expect approximately 400-450 pl of supernatant depending on sample material.

If the volume falls below this range, use less starfing material.

&, Add 100 |.|| of Sclution IRS and vortex brithr to mix. Incubate ot 4PC far 5 min.
Mote: Use 200 |.|| of Solufion IRS if the 5um|:|-|e is known to contain excessive amounts of
inhibitors or the supematant is very 1:||::|r|{|y colored. Refer to the Tr-::u|:r|es|1::u::rﬂng Guide.

7. Cenfrifuge the tube ot 13,000 x g for 1 min at room temperature.

8. Avoiding the pellet, transfer all of the supernatant to @ 2 ml collection tube (provided).
Mote: Expect approximately 375-450 pl in volume depending on sample material.

9. Add 900 |.|| of Sclution MR and vartex briefly to mix,
10. Load 650 pl of supernatant onto a MB Spin Column and centrifuge at 13,000 x g for 1

min, Discard the flow—fhrough and repeat until all the supernatant has been prncessed
11. Place the MB Spin Column into a clean 2 ml collection tube (provided).
12, Add 650 pl of Sclution PW and cenfrifuge at 13,000 x gfor 1 min af room temperature.

13. Discard the flowthrough and add 650 pl of ethanol |provided) and centrifuge at
13,000 x gfor 1 min at room temperature.

14. Discard the Hlow-through and centrifuge again at 13,000 x g for 2 min.

15. Place the MB Spin Column basket into a clean 2 ml collection tube [provided).

16. Add 100 pl of Sclution EB to the center of the white filter membrane.

17. 'CenTriFuge at 13,000 x g for 1 min.

18. Discard the MB Spin Column. The DNA is now ready for downstream applications.

For uptcrdors licermsing indeemaion and productspecific discloimers, see the respectie QIAGEN kit hondbaok or vser monual. Trodemarks: GAGENT, Somale o
naighi®, Dkleaey®™, PowerBickiln®, Powerlyzed™ (GIWGEM Group) 1104509 11/2014 HE223 14001 © 2316 GUAGEM, dl rights reserved

Ordering weww.giogen.com fcontact | Technical Suppaort support.qgiogen.com | Wehsite www.gingen.com



