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RESUMO: O objetivo deste estudo foi avaliar os dados in silico de cepas de S. maltophilia (n=974)
caracterizadas por Multilocus Sequence Typing (MLST) disponiveis no banco PubMLST isoladas entre
1958 e 2020. As cepas com perfil alélico completo (n=972) foram analisadas utilizando a arvore
filogenética neighbor-joining, a ferramenta minimum spanning tree e o algoritmo eBURST. O indice de
Simpson foi aplicado para calcular o poder de resolucdo do MLST para tipificagdo. A maioria das cepas
depositadas sdo de origem clinica (87,6%) e oriundas da Asia (47,1%). As cepas de S. maltophilia
apresentaram alta diversidade genética quando avaliadas, sendo identificadas em 679 ST distintos, uma
taxa de ~1,4 cepa/ST. O indice de Simpson calculado foi de 0,99. O Brasil possui 10 cepas depositadas
classificadas em sete ST distintos, sendo quatro isolados de infecgdes em humanos. Em concluséo, o
MLST apresentou-se como uma ferramenta poderosa para investigagdes epidemiolégicas de cepas de S.
maltophilia.

Palavras-chave: Epidemiologia. MLST. Caracterizagdo molecular. Stenotrophomonas maltophilia.

RESUMEN': El propésito de este estudio fue evaluar datos in silico de cepas de S. maltophilia (n=974)
caracterizadas por Multilocus Sequence Typing (MLST) disponibles en PubMLST aisladas entre 1958
y 2020. Cepas con perfil alélico completo (n=972) fueron analizadas utilizando el arbol filogenético
neighbor-joining, la herramienta minimum spanning tree y el algoritmo eBURST. Se aplicé el indice de
Simpson para calcular el poder de resolucion MLST para la mecanografia. La mayoria de las cepas
depositadas son de origen clinico (87,6%) y de Asia (47,1%). Las cepas de S. maltophilia mostraron una
alta diversidad genética cuando se evaluaron, y se identificaron en 679 ST distintas, una tasa de ~ 1,4
cepa/ST. El indice de Simpson calculado fue 0,99. Brasil tiene 10 cepas depositadas, clasificadas en
siete ST diferentes, cuatro de las cuales estan aisladas de infecciones en humanos. En conclusion, el
MLST se presentd como una poderosa herramienta para las investigaciones epidemiol6gicas de las cepas
de S. maltophilia.

Palabras clave: Epidemiologia. MLST. Caracterizacién molecular. Stenotrophomonas maltophilia.

ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate in silico data from S. maltophilia strains (n=974)
characterized by Multilocus Sequence Typing (MLST) available in the PUbMLST database isolated
between 1958 and 2020. Strains with full allelic profile in the database (n=972) were analyzed using
neighbor-joining phylogenetic tree, the minimum spanning tree tool, and the eBURST algorithm.
Simpson's index was applied to calculate the MLST resolving power for typing. The majority of strains
deposited was from clinical origin (87.6%) and from Asia (47.1%). The S. maltophilia strains showed
high genetic diversity when evaluated, being identified in 679 different ST, a ratio of ~1.4 strain/ST.
The Simpson's index calculated was 0.99. The Brazil possess 10 strains deposited identified in seven
different ST, being four isolated from human infections. In conclusion, the MLST seems to be a
powerful tool for epidemiological investigations of S. maltophilia strains.

Keywords: Epidemiology. MLST. Molecular characterization. Stenotrophomonas maltophilia.

130



LAGE,NR. V. S.; COSTA, P. V.; COSTA, L. V.; VASCONCELLOS, L.; SILVA, S. V.; VILLAS-BOAS, M. H. S;
BRANDAO, M. L. L. Diversidade de cepas de Stenotrophomonas maltophilia isoladas entre 1958 e 2020 e genotipadas

por Multilocus sequence typing. R. Cientifica UBM - Barra Mansa (R]), ano XXVI, v. 23, n. 45, 2. Sem. 2021 p.
129-141. ISSN 1516-4071

1 INTRODUCAO

Stenotrophomonas maltophilia é um bacilo Gram-negativo, ndo fermentador e
pertencente a familia Xanthomonadaceae. E considerado um patogeno bacteriano oportunista
amplamente difundido e resistente a maltiplas drogas (SOSTARICH et al., 2008; CHANG et
al., 2015), estando mais comumente associado a infeccGes respiratrias em humanos (MOJICA
et al., 2019). S. maltophilia possui uma alta capacidade de formar biofilme em superficies
bidticas e abidticas, podendo facilmente aderir as superficies em ambientes hospitalares
(COSTA, 2014; ANDRADE, 2017). O biofilme produzido fornece uma estrutura de protecéao
contra condicOes de estresse, 0 que facilita a sua colonizacgdo e a resisténcia aos antibiéticos,
tornando mais dificil a sua eliminacdo (MONTOYA et al., 2020).

A espécie possui grande relevancia clinica no Brasil e no mundo devido ao surgimento
de cepas multirresistentes e ao seu dificil tratamento e erradicacdo em ambientes de assisténcia
a salde (ANVISA, 2017; TRIFONOVA; STRATEVA 2019). A infeccdo por S. maltophilia
possui como fatores de risco causas subjacentes que comprometam o sistema imune como
fibrose cistica, transplante de 6rgédos, hospitalizacdo prolongada e internacdo em unidades de
terapia intensiva (UTI) (CHANG et al., 2015). Estudos recentes também demostraram a
prevaléncia de S. maltophilia em pacientes hospitalizados com COVID-19 chegando a ser
isolada em 24,5% dos pacientes (BAIOU et al., 2021). Esta espécie esta entre as espécies
listadas nas quais a resisténcia é de maior preocupacao para a satde publica (WHO, 2021), isso
porque S. maltophilia possui genes de resisténcia aos antibidticos inerentes e adquiridos
(ADEGOKE; STENSTROM; OKOH; 2017).

Embora o uso de antibidticos seja ineficaz para o tratamento da COVID-19, eles ainda
sdo prescritos devido a possibilidade de uma infeccao bacteriana secundéaria durante o curso da
doenga (LANGFORD et al., 2020). O uso indiscriminado de antibi6ticos pode predispor 0s
pacientes com COVID-19, especialmente aqueles que estdo gravemente enfermos, a sepse por
infeccOes bacterianas multirresistentes secundarias (CHONG et al., 2021). Dessa forma, o
isolamento e a identificacdo dessa cepa em pacientes hospitalizados com COVID-19 sdo de
grande importancia para a saude publica, j& que uma analise apropriada e sistematica desses
pacientes deve ser implementada para escolha dos antibidticos adequados, com objetivo de
aumentar a sobrevida dos pacientes e limitar a disseminacdo de bactérias resistentes aos
medicamentos (MIRZAEI et al., 2020).
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Véarios métodos de identificacdo podem ser utilizados para discriminar S. maltophilia de
outras espécies. Dentre eles, existem 0s que se baseiam na caracterizacdo fenotipica como o
VITEK® 2, que é composto por testes bioquimicos miniaturizados em cartdes especificos para
determinados grupos bacterianos (RAVE et al., 2019; LAGE et al., 2021; BIOMERIEUX,
2021). Outro método muito utilizado é matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight
mass spectrometry (MALDI-TOF-MS), que se baseia na diferenciacéo de perfis proteicos para
a identificacdo e caracterizagdo de microrganismos (LOONEN et al., 2012; GAUTAM et al.,
2017). Nesse caso, a amostra € ionizada por um feixe de laser sobre uma matriz cristalizada.
Esses ions sdo conduzidos por um campo elétrico e separados de acordo com seu tempo de voo,
gerando espectros de massa da amostra analisada. O perfil de espectros gerado é comparado
com o perfil de diversas espécies presentes no banco de dados, gerando um resultado associado
a um nivel de confianca (CROXATTO; PROD'HOM; GREUB; 2012). Contudo estas técnicas
identificam as cepas até o nivel hierarquico de espécie, e em casos de investigacOes
epidemioldgicas, outras técnicas de tipificagdo podem ser necessarias para elucidacdo da
investigacdo (VASCONCELOS et al., 2021; LAGE et al., 2021).

Os métodos genotipicos baseados no sequenciamento de &cidos nucleicos sdo
extremamente valiosos para fins de investigacao de contaminantes. Dentre as técnicas baseadas
no sequenciamento de acido desoxirribonucleico (DNA), o Multilocus Sequence Typing
(MLST), permite uma avaliacao da diversidade genética e perfil clonal dos isolados.

A andlise de tipificacdo por MLST ja se mostrou eficiente para estudos taxonémicos
(ALIKHAN et al., 2018) e investigacdes epidemioldgicas de diversos patdgenos bacterianos
(COSTA etal., 2021), incluindo S. maltophilia (RIZEK et al., 2018; BRAGA et al., 2020). Essa
técnica baseia-se no sequenciamento de genes housekeeping, no qual a variacdo alélica de cada
locus é catalogada e uma sequéncia € atribuida ao perfil formado pelo conjunto de alelos,
permitindo a identificacdo das cepas atraves dos tipos sequenciais (ST) (PAGE et al., 2017). O
banco de dados do MLST de S. maltophilia foi desenvolvido em 2009 por Daniel Jonas da
Universidade de Freiburg, Alemanha, e descrito por Kaiser et al. (2009) utilizando a analise de
sete genes housekeeping atpD, gapA, guaA, mutM, nuoD, ppsA e recA.

Tendo em vista a emergéncia de cepas multirresistentes de S. maltophilia e um aumento
de casos devido a pandemia causada pelo COVID-19, o objetivo deste estudo foi avaliar a
diversidade genética e o perfil epidemioldgico de cepas de S. maltophilia caracterizadas por

MLST, com foco nos ST ja identificados no Brasil.

2 MATERIAIS E METODOS
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2.1 CEPAS BACTERIANAS

Foram incluidas no estudo 974 cepas de S. maltophilia, isoladas no periodo de 1958 a
2021, caracterizadas por MLST e depositadas no banco de dados de MLST para S. maltophilia
desenvolvido por Kaiser et al. (2009) e curado por Daniel Jonas e Sabine Weber

(https://pubmlst.org/organisms/stenotrophomonas-maltophilia). Os dados disponiveis foram

analisados in silico e os metadados disponiveis coletados incluiram ST, continente, pais, ano de

isolamento, fonte, e associacdo com infec¢cbes em humanos (Ultimo acesso 01/07/2021).

2.2 ANALISES FILOGENETICAS

Uma arvore neighbor-joining baseada no alinhamento mudltiplo das sequencias
concatenadas dos sete genes housekeeping (atpD, gapA, guaA, mutM, nuoD, ppsA e recA)
totalizando 3.591 pb, foi construida com as cepas que possuiam o esquema completo de MLST
(n = 972) utilizando a Interactive tree of life (iTOL) v3 (LETUNIC; BORK, 2016). Os perfis
de MLST também foram analisados com o GrapeTree (ZHOU et al., 2018) utilizando o
coeficiente de categorizacdo e visualizagdo com a ferramenta minimum spanning tree (MST).
Os perfis também foram analisados utilizando o algoritimo eBURST para determinacdo de
grupos (FEIL et al., 2004), sendo identificadas variantes de locus unicos (SLV) e variantes de
duplo locus (DLV).

2.3 ANALISE DE DADOS
O indice de Simpson (HUNTER; GASTON, 1988) foi aplicado para mensurar o poder

de resolucédo da técnica do MLST na diferenciacao de cepas de S. maltophilia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De um total de 995 cepas disponiveis no banco de dados, 974 (97,9%) pertenciam a
espécie S. maltophilia. Deste total, 972 (99,8%) apresentavam o esquema completo de MLST.
A maioria das cepas (47,1%) foi isolada na Asia, principalmente na Tailandia e na China,
seguido da Europa (25,0%) e da América do Norte (20,7%). O Brasil é o Unico pais depositante

da América do Sul, com apenas dez (1,0%) cepas (Tabela 1).
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Tabela 1. Cepas de S. maltophilia (n = 974) depositadas no PubMLST Stenotrophomonas

maltophilia.
Continente Pais Origem
(n.° de cepas) (n.° de cepas) (n.° de cepas)
Asia (459) Tailandia (200), China (197), Clinica (396),
Japéo (29), Coreia do Sul (25), animal (35),
india (5), Libano (3) ambiental (24),
desconhecida (4)
Europa (244) Alemanha (60), Italia (33), Clinica (198),
Espanha (26), Franga (22), ambiental (43),
Reino Unido (22), Bélgica (21) animal (2),
Escécia (21), Sérvia (11), desconhecida (1)
Paises Baixos (10), Eslovénia (7),
Austria (5), Poldnia (3), Suécia (3)
América do Norte (202) Estados Unidos da América (191), Clinica (199),
México (11) ambiental (3)
Oceania (51) Australia (51) Clinica (46),
ambiental (5)
América do Sul (10) Brasil (10) Clinica (7),
animal (2),
ambiental (1)
Africa (7) Ilha da Reunido (4), Clinica (7)
Tunisia (3)
Desconhecido (1) Desconhecido (1) Desconhecida (1)

Fonte: (https://pubmlst.org/organisms/stenotrophomonas-maltophilia, ultimo  acesso:
01/07/2021).

A distribuicdo dos ST de acordo com a origem de isolamento utilizando o MST esta
apresentada na Figura 1. A maioria das cepas em todos os paises depositantes foi de origem
clinica, totalizando 853 cepas, 0 que representa 87,6% do total. As 972 cepas que possuiam 0
esquema de MLST completo foram identificadas em 679 ST distintos, uma taxa de ~1,4

cepa/ST. Esta diversidade genética também foi evidenciada na anélise filogenética utilizando a
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arvore Neighbor-joining (Figura 2). Em ambas as abordagens, esta diversidade foi evidenciada
independente da origem de isolamento. Das 853 cepas de origem clinica, 851 apresentavam o
esquema de MLST completo, e foram identificadas em 586 ST distintos, uma taxa de ~1,4
ST/cepa. Das cepas oriundas de outras origens, a diversidade genética identificada foi um pouco
maior. As 39 cepas de origem animal foram classificadas em 36 ST distintos e as 76 cepas
isoladas de amostras ambientais (incluindo as de ambientes hospitalares) foram identificadas

em 64 ST, correspondendo a uma taxa de ~1,1 e ~1,2 cepa/ST, respectivamente.

Figura 1. Minimum spanning tree apresentando as relagcdes genéticas entre as 974 cepas S.
maltophilia (n=974) depositadas no PUubMLST Stenotrophomonas maltophilia.

Origem
B Sf I clinico (n=852)
o ® ["] ambiente (n=67)
e L [ animal (n=39)
: [ ] ambiente hospitalar (n=9)
‘ [ desconhecido (n=6)

Fonte: (https://pubmlist.org/organisms/stenotrophomonas-maltophilia, altimo  acesso:

01/07/2021). As cepas estdo distribuidas de acordo com o Tipo Sequencial (ST). O tamanho do
circulo é proporcional ao numero de cepas. Linhas conectando os grupos ST, indicam que eles

diferem em um alelo (linha s6lida espessa), ou trés a cinco locus (linhas finas e pontilhadas).
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Figura 2. Arvore filogenética Neighbor-joining baseada nos sete genes housekeeping
concatenados (totalizando 3.591 pares de base) das 972 cepas de S. maltophilia depositadas no

PubMLST Stenotrophomonas maltophilia.

Tree scale: 0.01 ———— Continente

g ' O Africa

© Asia

@ Europa

@ América do Norte
. Oceania

. América do Sul

Origem
Animal
@ Ambiente (clinico)
@ Ambiente
@ Clinico

@ Desconhecido

Fonte: (https://pubmlist.org/organisms/stenotrophomonas-maltophilia, altimo  acesso:

01/07/2021) gerada no iTOL v3. O primeiro circulo interno representa 0s continentes, e 0

segundo circulo representa a origem do isolamento de cada cepa.

O indice de Simpson calculado foi de 0,99. Este indice é utilizado para medir a
diversidade genética entre os isolados, uma vez que calcula a probabilidade de cepas nédo
relacionadas serem classificadas em diferentes grupos (HUNTER; GASTON, 1988). O nivel
aceitavel de discriminacdo dependera de varios fatores, mas um indice maior que 0,90 parece
ser desejavel para um esquema de tipificacdo (HUNTER; GASTON, 1988). Desta forma, os
resultados indicam que o MLST é uma técnica eficiente para tipificacdo de cepas de S.

maltophilia.
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A alta diversidade também foi identificada utilizando o algoritimo do eBURST. Dos
679 ST descritos no banco de dados, 533 cepas de 346 ST formaram 91 grupos (Grupo 1-91)
com complexos clonais (CC), com SLV e/ou DLV que compartilhavam cinco ou mais alelos
em comum; e 333 ST (n = 439 cepas) foram identificados como singletons. Estes resultados
demonstram que as cepas desta espécie possuem uma alta diversidade genética, uma vez que
aproximadamente metade (45,2%) das cepas nao formou CC.

As dez cepas isoladas no Brasil foram oriundas das regides Sudeste e Nordeste, sendo
classificadas em sete ST distintos e Unicos no banco de dados: ST144 (n = 1), ST172 (n = 1),
ST173 (n = 1), ST264 (n = 4), ST473 (n = 1), ST474 (n = 1), e ST552 (n = 1). Quatro ST
(ST144, ST172, ST173 e ST264) foram isolados de infecgdes em humanos que ocorreram nas
cidades de Sao Paulo e Rio de Janeiro no periodo de 2009 a 2014, e sdo Unicos no banco de
dados (RIZEK et al., 2018; BRAGA et al., 2020). Os ST473 e ST474 foram isolados em 2018
a partir de swab de cloaca de aves selvagens (PUbMLST, 2021a,b). O ST552 foi isolado a partir
de uma amostra de esterco bovino em 2012 (SILVA, 2019).

O ST144 foi o Unico que formou CC com as cepas disponiveis no banco, sendo
pertencente ao Grupo 31 (Figura 3). Os demais seis ST ndo formaram grupos e foram

identificados como singletons.

Figura 3. Grupo 31 resultante da analise com algoritimo eBURST de 972 cepas de S.

maltophilia depositadas no banco de dados de MLST para Stenotrophomonas maltophilia

1 1 1

107
144* 1 2 0
408 1 1 1

/
(107 () =)
\__/

Fonte: (https://pubmlist.org/organisms/stenotrophomonas-maltophilia, altimo  acesso:
01/07/2021). ST- Tipo sequencial; SLV — variante de locus Unico; DLV — variante de duplo

locus. O “*’ sinaliza o ST dominante do complexo.

O ST144 foi o dominante do Grupo 31, sendo um SLV dos demais ST (ST107 e ST408)

(Figura 2), ambos isolados de amostras clinicas na Coreia do Sul e na China, respectivamente
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(RIZEK et al., 2018). O ST264 foi o mais prevalente no Brasil e foi isolado de amostra de
escarro de um unico paciente pediatrico ndo-hospitalizado com fibrose cistica no Rio de Janeiro.
As trés cepas identificadas neste ST apresentaram genes associados a resisténcia aos
aminoglicosideos, fluoroquinolonas e betalactamases, além de genes associados a viruléncia,
como genes relacionados a enzimas extracelulares, adeséo, formacéo de biofilme, entre outros
(BRAGA et al., 2020).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Em conclusdo, cepas de S. maltophilia apresentaram alta diversidade genética quando
caracterizadas por MLST, que apresentou alto poder discriminatorio para tipificacdo de cepas
desta espécie. O numero de depdsito entre os paises ainda é muito distinto, e deve ser encorajada
a tipificacdo destas cepas, principalmente as de origem clinica, de forma a facilitar a
identificacdo de clones mais patogénicos para que medidas preventivas e de controle possam
ser agilizadas em investigacfes epidemioldgicas. No Brasil esta técnica ja foi aplicada na
identificacdo de cepas de origem clinica, mas com um numero ainda muito reduzido (n=10).
Como os ST identificados nestas cepas ainda séo Gnicos no banco de dados, novos estudos sao

necessarios para se identificar os principais clones circulantes no Brasil.
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