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Resumo

Este estudo foi realizado com 139 cepas de Escherichia coli isoladas de dgua tratada e
in natura usada para consumo humano, no periodo de fevereiro de 2005 a fevereiro de
2006, coletadas da rede municipal de abastecimento dos municipios pertencentes a 17% e
18" regionais de Sadde no Estado do Parand, Brasil. Devido ao fato da presenca de
contaminantes fecais na dgua apresentar um risco a saide humana, foi estudado a
diversidade genética desses isolados, considerando a possibilidade de isolados
patogénicos contaminarem as fontes de dgua dessas regides. Por meio da técnica de
BOX-PCR e RFLP do gene ribosomal 16S, foi estudada a diversidade genética existente
entre todos os isolados, os quais foram classificados em grupos filogenéticos
designados: A, By, B, e D. Foi encontrado uma alta taxa de diversidade entre os isolados
com a confirmagéo da presenca de clones circulantes em municipios diferentes, ou seja,
clones que podem provir de uma mesma fonte de contaminacgdo. Desta forma concluiu-
se que, as dguas de superficie e/ou subterrdneas que abastecem os municipios podem ser
os disseminadores de patdgenos entre essas regides. A classificacdo em grupos
filogenéticos juntamente com a andlise de diversidade genética com base na técnica de
BOX-PCR, permitiu estimar o grau de patogenicidade das cepas em estudo, visto que a
porcentagem de cepas pertencentes ao grupo B, (grupo com maior freqii€ncia de cepas
patogénicas) foi muito baixa (4.7% total da amostragem). Foi possivel, assim,
demonstrar a importincia da dgua na disseminacido de microorganismos patogénicos € a
relevincia das técnicas empregadas em estudos de levantamentos epidemioldgicos em

micro-regioes.



Abstract

In this study, 139 strains of Escherichia coli were isolated from drinking water between
February 2005 and February 2006. They were collected from different cities in the
northern region of Parana State, Brazil. Due to the fact that fecal contaminants in water
are considered a threat to human health and that the presence of pathogenic strains may
contaminate water sources in this region, the genetic diversity of these isolated strains
was studied. BOX-PCR and PCR-RFLP of the 16S ribosomal gene were used to study
the genetic diversity among all the isolates, which were also classified into phylogenetic
groups: A, By, B, and D. A high level of diversity among the isolates and clones in
different counties or among clones from the same source of contamination was
observed. Therefore, the rivers or aquifers that supply the cities may be pathogen
carriers in this region. The classification of these strains into phylogenetic groups
together with the analysis of genetic diversity based on BOX-PCR gave us an idea of
the extent of pathogenic strains, since the percentage of strains belonging to the B,
group was very low, 4.7% of the overall sample. This analysis thus demonstrates the
importance of water in the spread of pathogenic microorganisms and the importance of

the techniques used in studies of epidemiological surveys in micro-regions.



1 INTRODUCAO

Escherichia coli sdo microrganismos anaerdbios facultativos pertencentes a
microbiota intestinal de humanos e animais. Este microrganismo coloniza o trato
gastrointestinal dentro das primeiras horas de vida, e, depois disso, E. coli e o
hospedeiro interagem mutualisticamente. Entretanto, quando o hospedeiro estd
debilitado e/ou imunodeprimido as cepas de E. coli podem causar infeccdes limitadas as
superficies de mucosas ou podem disseminar por todo o corpo. Dentre as principais
infecgdes causadas por E. coli estdo: as infecgdes extra-intestinais (infec¢do do trato
urindrio, infec¢do do sistema nervoso central e sepse) e as infecgdes entéricas.

Todos os animais de sangue quente sdo considerados reservatorios de E. coli, e
estes microrganismos por sua vez sdo disseminados pelo ambiente contaminando as
fontes de dgua potdvel e os alimentos. Sendo E. coli o mais preciso indicador de
contaminagdo fecal, a presenga de coliformes fecais nas fontes de dgua e alimentos,

representam um risco a satide da populacdo que os consomem.

Devido ao risco a satde que a contaminagdo da dgua nos alerta é essencial para
nossas vidas sua preservacdo. Seus multiplos usos sdo indispensdveis as atividades
humanas, onde se destacam, entre outros, o abastecimento publico e industrial, a
irrigacdo agricola, a produgdo de energia elétrica e as atividades de lazer e recreacdo,

bem como a preservacdo da vida aquatica.

A acdo antrépica nas ultimas décadas tem sido muito desfavordvel ao meio
ambiente, a crescente expansdo demografica e industrial trouxe como conseqiiéncia o
comprometimento das dguas de rios, lagos e reservatdrios. Assim aumentaram as

doencas causadas por falta de saneamento basico, principalmente as relacionadas com a
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qualidade da dgua. Os descartes industriais, esgotos domésticos, dejetos urbanos sdo
alguns exemplos das diversas a¢des do homem na contamina¢do do ambiente.

Visando a uma redugéo do risco a saiide humana por patdgenos, a avaliagdo da
qualidade da 4gua de abastecimento possibilita a identificacdo de fontes de
contaminagdo e levantamentos epidemioldgicos permitindo assim um melhor
planejamento das politicas de prevencido e controle de epidemias.

As espécies bacterianas podem possuir distintos gendtipos e fendtipos, refletindo
em uma ampla diversidade funcional e estrutural. Esta escala de diversidade,
denominada microdiversidade bacteriana, pode ser verificada através de técnicas
moleculares de alta resolucdo. Os estudos moleculares de microdiversidade
disponibilizam informacdes refinadas, que permitem o entendimento de grupos
funcionais de microrganismos e, especialmente, suas relagdes com ambientes e

condicdes particulares.

A metodologia de Rep-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic) tem sido muito
utilizada em estudos de epidemiologia entre espécies de Enterobacteriaceae, em que
sdo analisadas sequéncias repetitivas e conservadas presentes no DNA cromossomal
desses microrganismos. A similaridade quanto a presenca dessas seqiiéncias indica o
grau de diversidade existente entre as cepas de estudo, assim podemos identificar clones

e rastrear fontes de contaminagao.

Outras técnicas, como a classificacdo de E. coli em grupos filogenéticos distintos
(A, By, B, e D), também ¢ utilizada com o intuito de separar as cepas de E. coli de
acordo com sua potencialidade de viruléncia. Através do estudo de dois genes (chuA,

yjaA) e um fragmento de DNA (TSPE4.C2).
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Neste presente estudo teve-se por objetivo analisar a diversidade de cepas de E.
coli isoladas de 4dguas de diferentes fontes de coleta da Regido de Londrina-PR através
do marcador molecular BOX-PCR (BOX elements) e pela andlise dos grupos
filogenéticos. Os perfis obtidos foram comparados quanto ao nivel de similaridade,
foram utilizadas 6 cepas padrdes de E. coli diarreiogénicas (E. coli enteropatogénica,
E.coli enterotoxigénica, E. coli enteroagregativa, E. coli que adere difusamente, E. coli

enterohemorragica) como controle.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Escherichia coli

E. coli faz parte da familia Enterobacteriacea, que consiste de um grande grupo
que engloba bactérias Gram-negativas associadas a infec¢des intestinais, mas podem ser
encontradas em quase todos os ambientes naturais. Tal familia engloba espécies
intimamente relacionadas (HOFFMANN & ROGGENKAMP, 2003), pertencentes a
vdrios géneros: Arizona, Citrobacter, Edwardsiella, Enterobacter, Erwinia, Hafnia,
Klebsiella, Morganella, Pantoea, Proteus, Providencia, Salmonella, Serratia, Shigella,
Yersinia, Escherichia, no qual E. coli é a espécie mais estudada (BERGEY, et al.,

1994).

Infeccdes devido a cepas de E. coli patogénicas podem ser limitadas as
superficies de mucosas ou podem disseminar por todo o corpo. Dentre as principais
infecgOes causadas por E. coli estdo: as infecgdes extra-intestinais (infec¢do do trato
urindrio, infec¢do do sistema nervoso central e sepse) e as infeccdes entéricas
(NATARO & KAPER, 1998).

Cepas de E. coli associadas a infeccdo intestinal, tanto em criancas como em
adultos, sdo conhecidas como E. coli diarreiogénicas e estdo agrupadas em seis
categorias, considerando os mecanismos de viruléncia especificos, as sindromes clinicas
que causam, os sorotipos O: H, os aspectos epidemioldgicos e/ou os tipos de interacdo
com linhagens celulares (NATARO & KAPER, 1998). Esses grupos de E. coli
diarreiogé€nicas sdo classificados como: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli produtora de toxina
Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli que adere difusamente a

células epiteliais (DAEC). Embora essa classifica¢do continue sendo usada pela maioria
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dos pesquisadores, torna-se evidente que algumas categorias incluem microrganismos
bastante diferentes. Desta forma, EPEC e EAEC foram subdivididas em tipicas e
atipicas e E. coli enterohemorragicas (EHEC) passaram a constituir uma subcategoria de

STEC (KAPER et al., 2004).

A infeccdo por STEC, pode resultar em casos esporddicos de diarréia, colite
hemorrdgica e Sindrome Hemolitica Urémica (SHU), constituindo-se em um dos
principais causadores de insuficiéncia renal, na forma aguda ou cronica (LEOTTA et

al., 2005).

Cepas de STEC podem produzir um ou ambos os tipos de toxina Shiga,
designadas Stx1 e Stx2, a udltima intimamente relacionada a SHU. Algumas cepas de
STEC, caracterizadas como EHEC, também tém a capacidade de produzir a lesdo
histopatolégica conhecida como attaching and effacement (A/E) na mucosa intestinal,
uma propriedade codificada por genes presentes na ilha de patogenicidade denominada
LEE (locus for enterocyte effacement). Esta lesdo € caracterizada pela destruicdo das
microvilosidades intestinais, aderéncia intima da bactéria a membrana apical da célula
epitelial e formacdo de estruturas celulares semelhantes a pedestais (MOON et al.,

1983).

Dentro do grupo de E. coli, que causam a les@o A/E e portadoras da regido LEE,
também encontram-se as EPEC tipicas e atipicas. O termo EPEC atipica foi criado em
1995 para caracterizar amostras de E. coli que diferiam das EPEC tipicas por ndo
apresentarem o plasmidio EAF (EPEC adherence factor) e das EHEC, por ndo
produzirem a toxina Shiga (KAPER, 1996). O plasmidio EAF contém os genes
envolvidos com a sintese de uma adesina fimbrial denominada bundle-forming pilus
(BFP), além da seqiiéncia genética referente ao fragmento da sonda EAF e do operon

per (plasmid encoded regulator), o qual codifica genes reguladores de fatores de
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viruléncia de EPEC. Tanto EPEC tipica como a atipica sdo capazes de formar a lesdo

A/E (TRABULSI et al., 2002).

Segundo Menezes et al. (2003), ETEC, conhecida por causar a diarréia do
viajante, € responsdvel por cerca de 20% dos casos de diarréia em criangas, no Brasil. A
habilidade desse microrganismo em colonizar o epitélio intestinal é favorecida por
fatores de colonizacdo produzidos por esse patétipo. Além do que, a producdo das
toxinas termolabil (LT) e/ou termoestavel (ST), contribui para perda de fluidos

intestinais.

EAEC ¢ definida como o patétipo de E. coli que adere a células epiteliais em um
padrao denominado adesdo agregativa (AA) (NATARO et al., 1987). O termo AA foi
estabelecido para definir o padrdo de adesdo em células HEp-2 de amostras de E. coli
isoladas em um estudo epidemiolégico envolvendo criangas com diarréia no Chile. No
padrio AA as bactérias podem aderir a superficie das células HEp-2, e também a
superficie da laminula, numa configuracdo que lembra tijolos empilhados, formando
agregados heterogéneos ou ainda distribuindo-se em forma de corddes (NATARO et al.,
1987; GIOPPO et al., 2000). A primeira toxina isolada de EAEC, EASTI, é uma
enterotoxina codificada por genes plasmidiais e apresenta homologia com a STa de
ETEC. Entretanto, EAST1, nao estd presente somente em EAEC, mas estd distribuida

entre outras E. coli patogé€nicas e ndo patogénicas (ZHOU et al., 2002).

Sakazaki et al. (1967), isolaram e identificaram EIEC, caracterizadas por
causarem doenca disentérica e por se comportarem como Shigella, ndo somente na
patogé€nese (com invas@o e multiplicacdo da bactéria nos enterdcitos), mas também no
comportamento bioquimico (incapacidade de descarboxilar a lisina e auséncia de
flagelo) e no teste de Séreny, provocando ceratoconjuntivite em cobaias ou invasdo no

teste em células HeLa (ROBINS-BROWNE, 1987).
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Outra categoria de E. coli diarreiogénica é conhecida com DAEC e pode ser
identificada inicialmente pelo modelo de adesdo em células. DAEC ¢ definida como a
categoria de E. coli diarreiogé€nica que adere a células epiteliais, cultivadas in vitro, de
forma difusa (AD) sobre toda a superficie celular (SCALETSKY e al., 1984). A adesdo
destas bactérias pode ser mediada por dois tipos de adesinas, sendo uma fimbrial
(F1845) e outra afimbrial (AIDA-I) (BILGE et al., 1989; BENZ & SCHIMIDT, 1992).
Entretanto, o mecanismo de patogenicidade desses microrganismos permanece pouco

elucidado (NATARO & KAPER, 1998).

2.2 Reservatorios e fontes de contaminacao

Além dos seres humanos, também sido considerados reservatorios de E. coli,
bovinos, eqiiinos, cdes, passaros e aves em geral, assim como a dgua (HANCOCK et
al., 1998). Acredita-se que a ampla disseminagdo de E. coli pelos animais no meio
ambiente resulta na contaminacdo de 4gua e alimentos e consequentemente em
infecgdes desse patdgeno no homem (RASMUSSEN et al., 2001).

A superficie aquatica frequentemente é contaminada por bactérias de origem fecal
(BARNES ez al., 2004). A presenca de contaminantes fecais na dgua € considerada um
risco a saide humana. Diversas sdo as fontes de contaminagdo, tais como: esgotos
domésticos, dejetos urbanos, descartes industriais, entre outros. Muitos patégenos
entéricos tem sido isolados destes ambientes, como Salmonella spp., Shigella spp., o
virus da hepapite A, todos resultantes da contaminacao fecal (DONBEK et al., 2000).

Fezes de animais domésticos contribuem significativamente para contaminagio

por E. coli, inclusive a do sorotipo O157:H7 e Cryptosporidium spp. (FUJIOKA, 2002).



2.3 Escherichia coli e a qualidade da agua

E. coli também € utilizada como pardmetro de controle da qualidade da dgua para
consumo, tendo em vista todas as implicagdes que a presenca desse microrganismo
pode causar a saide humana (FARNLEITNER et al., 2000), entretanto a quantidade de
coliformes permitidos varia conforme a finalidade da dgua, ou seja, para consumo

humano, banho, agricultura e processos industriais (KREADER, 1995).

O Decreto n°. 5.440, de 4 de maio de 2005 (BRASIL b), traz que E. coli é
considerada o mais especifico indicador de contaminagéo fecal, e de eventual presenca
de organismos patogénicos; e que, a 4agua para consumo humano, deve
obrigatoriamente, ndo possuir coliformes fecais. Cabe a cada municipio o tratamento da

dgua, o controle microbiolédgico e fisico-quimico para o consumo de sua populacéo.

Segundo Fewtrell & Bartram (2001), a qualidade da 4gua para consumo humano
estd diretamente relacionado a sadde publica. Mesmo nas dreas geograficas onde os
investimentos significativos sdo feitos para proteger a qualidade da 4gua, a
contaminagao fecal representa uma ameacga. Isto € particularmente verdadeiro quando os
recursos de dgua potdvel estdo dentro ou proximo de regides agricolas ou dreas urbanas;
aumentando o risco da contaminagdo por dejetos agricolas, esgotos, falhas de sistemas
sépticos rurais e na drenagem da dgua de chuva (EDBERG et al., 2000).

As doengas relacionadas com a dgua continuam sendo um dos principais
problemas de satide a nivel mundial. Estima-se que 4 bilhdes de casos de diarréia
representou 5,7% do total de doengas registradas em 2000 (WHO, 2002). Uma das
principais estratégias para solucionar esse problema € a instalagdo de reservatorios

(caixa d’4gua, pogos artesianos e reservatorios comuns) de melhor qualidade. No

entanto, reservatérios de distribui¢do estdo a certa distdncia das casas, exigindo coleta e
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transporte da dgua desde a fonte até o armazenamento nas casas. Frequentemente ¢
observado que a qualidade microbioldgica da dgua é menor dentro das casas do que na
fonte, sugerindo que a contaminac¢io muitas vezes é gerada durante a coleta, transporte
ou armazenagem da mesma (VAN ZIJIL et al.,, 1966; LINDSKOG & LINDSKOG,
1988). Esta contaminacdo pode ser diminuida com melhorias nas fontes e nos

reservatdrios com beneficios para a satde.

O fornecimento de dgua potavel de alta qualidade é o elemento fundamental para o
bem da satide publica. Uma série de investigagdes sobre surtos de doengas aquéticas
levantou a preocupacg@o com a seguranca do abastecimento de dgua potédvel nos paises
desenvolvidos (PAYMENT et al., 1991; FURTADO et al., 1998). A maior preocupagao
€ que os ensaios realizados sugeriram que nas normas convencionais, a dgua potdvel
pode causar entre 14 e 34% de gastroenterite na comunidade (PAYMENT et al., 1991).
Nos Estados Unidos isto implicaria que 39 a 96 milhdes de casos de gastrenterites
anualmente sdo atribuiveis a d4gua potavel com base em uma estimativa da incidéncia de

gastroenterites (MEAD et al., 1999).

A presenga de E. coli tanto em dgua como em alimentos constitui uma
preocupacdo significante para a saide publica. A transmissdo de fatores de viruléncia
entre cepas de E. coli contribui para sua patogenicidade, e aumenta sua diversidade no
ambiente (DONNENBERG et al., 2001). Cepas de E.coli patogénicas podem derivar
de cepas comensais por aquisicdo de genes de viruléncias cromossomais ou extra-
cromossomais (FINLAY & FALKOW, 1997; OCHMAN et al., 2000). Para Sokurenko
et al. (1998), dele¢des gendmicas que realcam a patogenicidade ou mutagSes funcionais
aleatérias, que sdo adaptacdes do patégeno ao ambiente, também podem representar
estratégias da plasticidade gendmica de cepas comensais, podendo assim, se tornarem

virulentas (SELANDER & LEVIN, 1980).
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2.4 Surtos de Escherichia coli devido a qualidade da agua

Numerosos surtos de doencas, devido a contaminacdo da dgua, com E. coli, sdo
reportados no mundo, principalmente em paises em desenvolvimento (MACKENZIE et

al., 2004).

Em Missouri, Swerdlow et al. (1992) descreveram um surto de diarréia causada
por E. coli O:157 H7 isoladas da dgua de abastecimento em pequenas cidades da regido.
Também foi relatado um outro surto causado por E. coli O:157 H7 por Geldreich et al.
(1992), no qual foram registradas 4 mortes, 32 hospitalizacdes e um total de 243 casos
documentados de diarréia ligados ao sistema publica de abastecimento de dgua. Higgins
et al. (2005) detectaram a presenca de cepas de STEC isoladas de dgua da regido
metropolitana de Baltimore (EUA). J4 no Brasil, Apoitia et al. (2004) constataram que
15% das 4guas subterraneas de Cuiabd (BR) estdo contaminadas com E. coli. Conte et
al. (2003) avaliaram microbiologicamente as dguas tratadas e ndo tratadas da regido
nordeste do estado de Rio de Janeiro (BR), e verificaram que 25% estdo contaminadas

com E. coli.

Estudos de fatores de viruléncia em cepas de E. coli isoladas de dgua potavel, e

N

um controle microbiolégico da dgua fornecida & populagdo, sdo importantes na

N

prevengdo de surtos de infecgdes relacionados a agua do sistema de abastecimento

publico (DONNENBERG et al., 2001).
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2.5 Identificacao e caracterizacao de Escherichia coli

Existem varios métodos qualitativos e quantitativos para detectar a presenga de
coliformes fecais na dgua, tais como os métodos colorimétricos e métodos genotipicos

com base em PCR (FARNLEITNER ez. al., 2000).

Os métodos para determinar fontes da polui¢do fecal incluem a caracterizacio
fenotipica e genotipica das bactérias indicadoras de contaminacdo fecal (SEURINCK et
al., 2003). Virios pesquisadores empregaram marcadores moleculares (rep-PCR) para
inferir correlacdes de diversidade entre as amostras de E. coli e seus respectivos
hospedeiros. Estes estudos demonstraram a ocorréncia de uma ampla diversidade entre

isolados de um mesmo hospedeiro (PARVEEN et al., 1999; CARSON et al., 2001).

Esta escala de diversidade, denominada microdiversidade bacteriana, pode ser
acessada através de técnicas moleculares de alta resolugdo. Os estudos moleculares de
microdiversidade disponibilizam informagdes refinadas, que permitem o entendimento
de grupos funcionais de microrganismos e, especialmente, suas relagdes com ambientes

e condi¢des particulares (SCHLOTER et al., 2000).

2.5.1 Método colorimétrico, Colilert Quanti-Tray (IDEXX)

O Colilert utiliza tecnologia de substrato definido (triptose, ONPG e MUG) para
deteccdo de coliformes totais e E. coli em dgua. Os coliformes totais utilizam a enzima
B-galactosidase para metabolizar o indicador de nutriente o-nitrofenil-p-D-
galactopiranosideo (ONPG) adquirindo coloragdo amarela (Figura I). E. coli utiliza a
enzima [-glucuronidase para metabolizar o indicador 4-metil-umbeliferil (MUG) e

liberar um subproduto fluorescente (Figura II).
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Figura I: Esquema do Metabolismo do ONPG.
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Figura II: Esquema do Metabolismo do MUG.
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2.5.2 Métodos com base em PCR

Virios estudos tém usado variagdes da técnica de PCR, baseada na utilizagdo de
iniciadores correspondentes a seqiiéncias repetitivas intergénicas, de consenso, dispersas
pelo genoma bacteriano (rep — PCR) (Figura III). Essas seqiiéncias sdo conhecidas
como ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus), REP (Repetitive
Extragenic Palindromic) e BOX (Box elements), as quais geram padrdes altamente
caracteristicos apoés eletroforese em gel de agarose, o que permite a caracterizacido da
diversidade do genoma bacteriano (KOEUTH et al., 1995 JOHNSON et al., 1997,

JOHNSON et al., 1998; CARVALHO et al., 2001; JOHNSON et al., 2002).
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Figura III: Esquema ilustrativo da obttengcdo do perfil gendmico através da técnica de
rep-PCR. 1. Provaveis sitios de anelamento pelos oligonucleotideos universais
(primers), 2. Amplificacdo das seqiiéncias repetitivas e 3. Fragmentos obtidos e
visualizados por eletroforese em agarose (LAUWS et al. 1999).

A metodologia de BOX-PCR tem sido muito utilizada em estudos de
epidemiologia de espécies de Enterobacteriaceae, como E. coli (SIGLER & PASUTTI,
2006). Dombeck et al. (2000) utilizou a técnica de BOX-PCR avaliando isolados de E.
coli provenientes de fontes de contaminagdo distintas. Observou-se que os isolados
pertencentes a diferentes fontes (humanos, cachorros, patos, etc.) possuiam similaridade
quanto ao perfil gendmico, enquanto que os isolados de uma mesma fonte apresentaram

maior similaridade devido a presenca de faixas de bandas caracteristicas.

Junto a andlise das seqii€ncias repetitivas intergénicas, a andlise de Restriction
fragment length polymorphism (RFLP) do rDNA 16S, pode vir a confirmar a
similaridade dos isolados analisados pelo rep-PCR em nivel de género ou espécie. Este
método consiste na amplificagdo e posterior digestio do rDNA com enzimas de
restricdo, e é baseado no principio de que os sitios de restricio do rDNA sdo
conservados de acordo com padrdes filogenéticos (LAUWS et al. 1999). O genoma de
certos organismos filogeneticamente idénticos apresenta profundas divergéncias. E. coli

K-12 e O157: H7 ndo diferem apenas no tamanho do genoma (por 0,89 Mb), mas
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também quanto a um ndmero considerdvel de genes cromossomicos. Vinte e cinco por
cento dos genes presentes em cepas entero-hemorragicas de E. coli O157: H7 ndo sdo
encontradas em cepas nio patogénicas de E. coli K-12, enquanto que 12% dos genes no
ultimo organismo estdo ausentes em relacdo ao primeiro. No entanto, algumas
seqliéncias genéticas como o gene ribossomal 16S rDNA sdo idénticas nos dois

organismos (PERNA et al., 2001).

2.6 Grupos Filogenéticos

Além dos marcadores moleculares para o estudo da diversidade microbiana, a
determinacdo dos grupos filogenéticos de E. coli descrita por Herzer et al. (1990)
utilizando Multilocus enzyme electrophoresis com 72 cepas de uma colecdo de E. coli
de referéncia (ECOR) (OCHMAN & SELANDER, 1984), a qual foi subsequentemente
confirmada por Dejardins ef al. (1995) por comparagido com o uso de varios marcadores
moleculares, € utilizada na andlise das origens de diversas populagdes naturais de cepas

de E. coli patogénicas e de Shigella (PUPO et al., 1997).

A andlise filogenética tem demonstrado que as cepas de E. coli dividem-se em
quatro grandes grupos (A, Bj, B, e D) (HERZER et al., 1990) e que cepas virulentas
extra-intestinais pertencem principalmente ao grupo B,, e com menor freqiiéncia ao
grupo D, enquanto que a maioria das cepas comensais pertencem ao grupo A e B;
(BINGEN et al., 1998). Clermont et al (2000) descreveu um método rapido e simples
para se determinar os grupos filogenéticos de E. coli, o qual consiste na amplificacdo
conjunta por PCR de uma combinacdo de dois genes (chuA e yjaA) e um fragmento de

funcdo desconhecida de DNA (Figura IV).
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(o] [B1]

Figura I'V: Diagrama do método de determinagéo do grupo filogenético de cada cepa
de Escheirichia coli, a partir dos resultados de amplificagdo por PCR dos genes chuA e
yjaA e do fragmento de DNA TSPE4.C2 ( CLERMONT et al., 2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar a diversidade genética entre as cepas de E. coli isoladas de dgua para
consumo humano pertencente a 43 municipios da 17* e 18* regionais de Satde no

Estado do Parand e realizar um levantamento epidemiolégico da regido.

3.2 Objetivos Especificos

Caracterizagdo fenotipica dos isolados de E.coli, utilizando o Kit cromatogénico

Colilert e testes bioquimicos convencionais;

e (aracterizagdo genotipica, utilizando marcadores moleculares (BOX-PCR), com
a finalidade de verificar a similaridade entre os isolados, comparando com as

cepas padroes de E. coli diarreiogénicas;

PCR-RFLP do gene ribossomal 16S de cepas representantes dos grupos obtidos
a partir das andlises de similaridade com o uso dos marcadores rep-PCR e

das cepas padrdes de E. coli diarreiogénicas;

Identificar os grupos filogenéticos das cepas em estudo, verificando a

possibilidade de ocorréncia de cepas patogénicas nas amostras estudadas.
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Abstract

In this study, 139 strains of Escherichia coli were isolated from drinking water between
February 2005 and February 2006. They were collected from different cities in the
northern region of Parana State, Brazil. Due to the fact that fecal contaminants in water
are considered a threat to human health and that the presence of pathogenic strains may
contaminate water sources in this region, the genetic diversity of these isolated strains
was studied. BOX-PCR and PCR-RFLP of the 16S ribosomal gene were used to study
the genetic diversity among all the isolates, which were also classified into phylogenetic
groups: A, By, B, and D. A high level of diversity among the isolates and clones in
different counties or among clones from the same source of contamination was
observed. Therefore, the rivers or aquifers that supply the cities may be pathogen
carriers in this region. The classification of these strains into phylogenetic groups
together with the analysis of genetic diversity based on BOX-PCR gave us an idea of
the extent of pathogenic strains, since the percentage of strains belonging to the B,
group was very low, 4.7% of the overall sample. This analysis thus demonstrates the
importance of water in the spread of pathogenic microorganisms and the importance of

the techniques used in studies of epidemiological surveys in micro-regions.

Key words: Escherichia coli, genetic diversity; BOX-PCR, drinking water.
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INTRODUCTION

Escherichia coli is a facultative anaerobic microorganism belonging to the human and
animal intestinal microbiota. This microorganism colonizes the gastrointestinal tract
during the first hours of life, and afterward, E. coli and the host interact mutually
(DRASAR & HILL, 1974). However, when the host is debilitated or
immunosuppressed, commensal E. coli strains can cause infections in the host. Among
the principal infections caused by E. coli are: extra-intestinal infections and enteric
infections (NATARO & KAPER, 1998).

Besides human beings, cattle, pigs, dogs and birds in general are also considered
reservoirs or sources of E. coli, (HANCOCK et al., 1998). Wide dissemination of E.
coli by animals in the environment is believed to result in the contamination of water
and food and consequently in human infection by this pathogen (RASMUSSEN et al.,
2001; BARNES et al., 2004). E. coli is used as a quality control parameter for water for
human use, since the presence of this microorganism can cause harm to human health
(FARNLEITNER et al., 2000). However, the number of coliforms permitted varies
according to the purpose of the water, that is, for drinking, bathing, agriculture and
industrial processes according to Law no. 5.440, March 4, 2005 (BRASIL).

The transmission of virulence factors among the E. coli strains contributes to its
pathogenicity, and increases its diversity in the environment (DONNENBERG &
WHITTAM, 2001). According to some studies, pathogenic E .coli strains can derive
from commensal strains by the acquisition of chromosomal or extra-chromosomal
virulence genes (FINLAY & FALKOW, 1997; OCHMAN et al., 2000).

Bacteria species can have different genotypes and phenotypes reflecting a large variety
of functional and structural diversity. This diversity scale, which can be called bacterial

micro diversity, can be verified by high resolution molecular techniques. Molecular
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studies of micro diversity are able to give very precise information which allows the
understanding of microorganism functional groups, especially with regard to their
relations with the environment and particular conditions (SCHLOTER et al., 2000).

The BOX-PCR method, which identifies the highly conserved repetitive DNA
sequences present as many copies in Gram-negative and Gram-positive bacterial
genomes, has been used widely in epidemiologic studies of Enterobacteriaceae species
such as E. coli (DOMBECK et al., 2000; SEURINCK et al., 2003; SIGLER &
PASUTTI, 2006). Also, according to Dombeck et al. (2000), it is possible to determine

different sources of contamination using BOX-PCR.

Along with the analysis of the repetitive intergenic sequences, the analysis of restriction
fragment length polymorphism (RFLP) of the 16S ribosomal gene, can confirm the
similarity of the isolates analyzed by rep-PCR at the genus or species level. This method
consists of amplification and then digestion of rDNA with restriction enzymes, and is
based on the principles that the restriction sites of rDNA are conserved according to
phylogenetic patterns (LAUWS et al. 1999). The genome of certain phylogenetically
identical organisms shows profound differences. E. coli K-12 and O157: H7 differ not
only by the size of the genome, but also by a considerable number of chromosomal
genes. Twenty-five percent of the genes present in enterohemorrhagic strains of E. coli
O157: H7 are not found in non pathogenic strains of E. coli K-12, while 12% of the
genes in the latter organism are absent in relation to the former. However, some genetic
sequences such as the 16S ribosomal rDNA gene are identical in both organisms

(PERNA et al., 2001).

The aim of this study was to analyze the diversity of E. coli strains isolated from water
samples collected from different sources, from different cities of the northern region of

Parana, Brazil, through the use of molecular markers (BOX-PCR) and by the
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identification of the phylogenetic groups. Six standard E. coli strains were also analyzed

for control.

MATERIALS AND METHODS

Sampling

For this study, 139 strains of Escherichia coli were isolated from drinking water
between February 2005 and February 2006. They were collected from different regions
in the northern part of Parana State, Brazil. Water samples were collected from the
network of municipal supplies, including deep wells, shallow wells, and sources of the
municipalities and mines, belonging to the 17th and 18th Regional Health Districts in
the state of Parana (Table 1), and six standard diarrheagenic strains used as control
(enteropathogenic E. coli E2348/69; enteroaggregative E. coli O42 and 17-2; diffuse
adherence E. coli C1845; enterohemorrhagic E. coli C7-88; enterotoxigenic E. coli

H1047) (NATARO & KAPER, 1998).

Microbiological analysis of water samples

The chromogenic Colilert kit was used for quantification of total coliforms and E. coli
(SOVEREIGN - BR), approved by the Standard Methods for the Examination of Water
and Waste water (AMERICAN PUBLIC ASSOCIATION, 2004) and the Order of the

Brazilian Ministry of Health, no. 518 (BRAZIL, 2004).

Isolation and identification of Escherichia coli

Aliquots were taken from the water samples positive for E. coli, and then seeded on
MacConkey agar (Biobrds, MG, Brazil; MC) plates which were incubated at 37°C for
24 h. Three lactose-fermenting colonies and one non-lactose-fermenting colony were
chosen randomly from each MC plate and then biochemically identified by means of

EPM (TOLEDO et al., 1982,), MILi (TOLEDO et al., 1982;) and Simon’s citrate. The
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E. coli strains were stored in two ways: in nutrient agar (4°C) for the stock in use, and in
brain heart infusion broth (BHI) (Difco, Michigan, USA) with 20% glycerin (-20°C) for

permanent stock.
Extraction of DNA

DNA was extracted from bacteria that were grown in 3.0 mL of tryptone soy broth
(TSB) (Difco, Michigan, USA), for 12 h at 37°C with agitation as described by Kaschuk
et al. (2006). All solutions used for DNA extraction were confirmed by 1% agarose gel
electrophoresis (Difco, Michigan, USA), for 30 min at 80 V, using Low DNA Mass
Ladder™ (Invitrogen™, Life Technologies) for comparison. Gels were stained with

ethidium bromide and visualized under UV light.
PCR amplification with specific BOX A1R primer

The DNA of each bacterial isolate was amplified by PCR with primer BOX A1R (5°-
CTACGGCAAGGCGACGTGACG-3, InvitrogenTM, Life Technologies)
(VERSALOVIC et al., 1994) as described by KASCHUK e al. (2006). The reactions
were carried out in a thermocycler (MJ Research Inc. PTC-100™), and amplified
fragments were separated by horizontal electrophoresis in 1.5% agarose gels, at 120V
for 6 h. Gels were stained with ethidium bromide, visualized under UV light and
photographed with a Kodak Digital Science 120 apparatus. The fingerprints obtained
were analyzed by the Bionumerics program (Applied Mathematics, Kortrijk, Belgium,
version 3.50), UPGMA (unweighted pair-group method with arithmetic mean) was used
for the clustering algorithm analysis (SNEATH & SOKAL, 1973) along with Pearson’s

correlation coefficient with a tolerance of 2% (HASSAN et al., 2005).
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PCR-RFLP of 16S ribosomal gene

The amplification of the 16S ribosomal gene was performed as described by Germano
et al. (2006), using primers FD2 (5’-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3") and rP1 (5°-
ACGGTTACCTTGTTACGACTT-3") (WEISBURG et al., 1991). The amplification
products were visualized in 1.5% agarose gels and compared with molecular weight
standards (Low DNA Mass Ladder™; Invitrogen). The amplification product was used
for digestion with the restriction enzymes Rsa I, Mbo I and Xmnl as described by
Laguerre et al. (1994). Each restriction reaction consisted of 0.5 UL of the enzyme (10
U p,LL'l), 1.0 uL specific buffer (10X) for each enzyme, 6 uL of the PCR product, and
2.5 pL sterile water in a total volume 10 pL. The reaction mixtures were incubated at
37°C for 2 h. The fragments were separated by 3% agarose gel electrophoresis at 120 V
for 4 h. After electrophoresis, the gels were stained with ethidium bromide, visualized

under UV light and photographed with a Kodak Digital Science 120 apparatus.
The phylogenetic groups

The phylogenetic groups to which the E. coli strains belonged were determined by the
PCR-based method as described previously (CLERMONT et al., 2000). The PCR
reaction was performed in a thermocycler (PTC-200TM MT-Research). The reaction
mixture was then subjected to 2% agarose gel electrophoresis at 80V for 40 min. The
gels were stained with ethidium bromide and visualized under UV light and
photographed with a Kodak Digital Science 120 apparatus. The primer pairs used were:
ChuA.1 (5'-GACGAACCAACGGTCAGGAT-3")/ChuA.2 (5'-
TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3); YjaA.l (5-TGAAGTGTCAGGAGACGCTG-
3)/YjaA2  (5-ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3") and  TspE4C2.1 (5'-

GAGTAATGTCGGGGCATTCA-3")/TspE4C2.2 (5'-
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CGCGCCAACAAAGTATTACG-3"). The data of the three amplifications resulted in
the assignment of the strains to phylogenetic groups as follows: chuA+, yjaA+, group
B2; chuA+, yjaA-, group D; chuA-, TspE4.C2+, group B1; chuA-, TspE4.C2-, group A

(CLERMONT et al., 2000 ).
RESULTS AND DISCUSSION
Diversity of the isolates considering the profile base BOX-PCR

One hundred and thirty-nine E. coli strains isolated from 116 water samples for human
consumption were analyzed (untreated and treated) (Table 1) and six standard
diarrheagenic strains used as control for the determination of diversity based on band
profiles of PCR amplification products by of the respective regions and conserved in
the genome (BOX elements). The dendogram generated with the grouping of all the
isolates, shows a large diversity of genotypes among them. The different isolates were
grouped into 11 distinctive groups (A, B, C, D, E, F, G, H, I, J and K), considering that
in group B, which includes the highest number of isolates, 12 subgroups were created

(Bo, Bi, B2, B3, B4, Bs, Bs, B, Bs, By, Bio € By1) (Figure 1, Table 2).

In analyzing the profiles of each isolate, a similar level can be seen which is equal to
or higher than 85% (Figure 1) corresponding to identical isolates (clones). The levels of
similarity of each group and subgroup, the cities sampled, the number of samples, and

isolates and clones by group are shown on Table 2.

The levels of similarities of groups A, B, C, D, E, H and J were found to be alike, about
50%, while the groups F, G and I have lower similarities of about 33% (Table 2).
Group K, consisting of only one isolate, showed a low similarity with the other isolates,
only 11%. Group B, subdivided into 12 subgroups, has 83 isolates from 81 water

samples belonging to 26 different cities (Figure 1; Table 2).
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From the total of 139 isolates of E. coli analyzed, 39 (including the standard strains)
were identified as clones, a total of 18 distinctive clones (Table 3). Two or more
isolates belonging to the same clone were observed as having their origin not only from

the same water sample but from different samples, places and collection dates (Table

3).

Fourteen from the eighteens clones identified were isolated from samples of different
cities (Table 3), showing a dispersion of these clones through superficial and
underground waters. Clones 6 and 8 were isolated from different samples, but belong to
the same city. However, clones 5 and 11 presented both isolates from the same samples

(same city) and isolates from different cities.

Although most of the clones identified belonged to different samples, some were also
found that belonged to the same sample. Clone 17, for example, showed 3 isolates
belonging to the same water sample (Table 3). It was observed that these isolates, even
though genotypically identical, were distinct as far as lactose metabolism in culture

(data not presented).

With exception of clones 7, 11 and 13, which include isolates from cities in the 17th
district, all the other clones were isolated from counties belonging to the 18th district.
Therefore, most of the clones are located in a limited area in the northern part of

Parana.

As to the date on which these clones contaminate the population’s water supply, a kind
of seasonality is noticed, that is, a specific time of the year. This period is from
September 2005 to February 2006, a time with a high rainfall level in the region.
Besides this, the presence of clones was observed in samples collected on the same date
(clone 15) and on close dates (clone 18), as well as samples collected on distant dates

(Table 3).
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Finally, the suitability of the technique used was demonstrated for the diversity study
when clone 12 was observed, since this one is constituted of two control strains of
aggregative E. coli, that is, genotypically identical. Thus, they presented the same

genomic profile based on the BOX-PCR technique.

PCR-RFLP of ribosomal 16S gene

This technique has been used mainly for microbial diversity study in various aspects, as
in different soils (MOCALI er al., 2003) and diazotrophic bacteria characterization
(CRUZ et al., 2001), among others. The PCR-RFLP analysis of the ribosomal 16S gene
can identify bacterial isolates at the genus and species level, being, therefore, widely

used for the taxonomic study (RODAS et al., 2003).

A representative sample of isolates belonging to the groups A-K, were submitted to
PCR-RFLP analysis of the ribosomal 16S gene using the Mbol, Rsal and Xmnl
enzymes. The chosen isolates represented all the groups previously analyzed by the
BOX-PCR technique. In the PCR-RFLP analysis of the ribosomal 16S gene, the
electrophoretic profiles obtained with all three enzymes, were compared among
themselves, including the E. coli control strains, allowing the recognition of an

identical profile for all the isolates (data not presented).

Despite the high diversity displayed in the BOX-PCR analysis (Figure 1), all the
isolates initially identified as E. coli by the biochemical characteristics, had their
identification confirmed through the restriction analysis of the 16S ribosomal gene.
According to Perna et al. (2001), the analysis of the 16S rDNA gene in E. coli strains
eliminates the possibility of a classification mistake or the presence of a similar

microorganism in an E. coli sample.
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Thus, the probability of a mistake in the identification by means of biochemical tests

was dismissed.

Phylogenetic groups

Herzer et al. (1990), using the multilocus enzyme electrophoresis technique in a
collection of 72 E. coli reference strains (ECOR) identified four main phylogenetic
groups, A, B;, B, and D. Later, Desjardins et al. (1995), using various molecular
markers, confirmed the division of the E. coli strains in these four main phylogenetic
groups. A phylogenetic analysis has indicated several origins for various natural

populations of E. coli strains and Shigella (PUPO et al., 2000).

The phylogenetic group of each of the isolates was determined as described by

Clermont et al. (2000).

The most representative phylogenetic group among the study strains (including the
control strains) was group D, with 48.6% of the isolates (73) from our samples. Group
B, represented 40.7% (61), while group A and group B, represented 6% (9) and 4.7%

(7), respectively (data not presented).

According to Duriez et al. (2001), the strains belonging to group B, have a larger
potential for pathogenicity in relation to other groups. This latter study showed that
strains belonging to group B, have a larger percentage of virulence factors than the
other groups. Therefore, in our study, it was observed that the percentage of the
possibly pathogenic strains belonging to group B,, represent only 4.7% of the total.
Besides this, in the study by Duriez er al. (2001), a comparison was made between the
pathogenic and commensal strain collections demonstrating that the presence of the

strains belonging to group B, is larger in the pathogenic one.
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Hence, even though the source or the reservoir which contaminated our samples is not

known, a hypothesis to consider is that our isolates are mostly commensal.
Correlation between BOX-PCR and phylogenetic groups

It was possible to identify some clones using BOX-PCR analysis. The clones identified
were from the same sample, samples from the same city and samples from different
cities as well as. As the classification of the isolates into phylogenetic groups was
made, it was clear that most of the isolates considered clones belong to the same

phylogenetic group (Table 3).

Only clones 3, 5, 14 and 18 showed differences related to the classification of the
phylogenetic group. A possible explanation for these differences is in the mechanisms
of genomic diversification of E. coli strains, in addition to the occurrence of horizontal
gene transfer and mutations (ELENA et al., 2005). Elena et al. (2005) conducted a
study on the genomic divergence in E. coli strains, where, in time, the genomic

divergence rate was estimated for the E. coli B, K-12 and O157 H:7 strains.

A high diversity was observed among the E. coli strains isolated from water in this
study. Through the BOX-PCR technique, it was possible to identify the diversity
existing in the water samples of different counties, samples from the same county and
even isolates from the very same sample. The presence of circulating clones in different
counties, that is, clones that could come from the same contamination source was also
observed. Therefore, it is possible that water from rivers or underground water

disseminate possible pathogenic strains into surrounding counties.

The classification of strains into phylogenetic groups allowed us to conclude that most
of the E. coli isolates from samples of the counties studied are probably commensal,

decreasing the threat of the occurrence of diarrhea outbreaks due to E. coli in these



34

counties. It was also possible to demonstrate the importance of water in the
dissemination of microorganisms and the possibility of using the BOX—PCR technique
in the tracing of clones, making it possible to identify the source of contamination or
even making regional epidemiological surveys, allowing better planning policies for

prevention and control of epidemics.
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Figure 1: Fingerprint BOX-PCR of 139 isolates and 6 control strains of diarrheagenic E.
coli. The groups were made using Pearson’s correlation coefficient and UPGMA.
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Table 1: Numbers of samples versus isolates between the cities of collection, belonging

to 18th and 17th Regional Health Districts.

. . Regional
City of collection health No.
water isolates by
samples city

Abatid 18° 1 1
Andirda 18° 6 9
Assai 18° 6 7
Bandeirantes 18° 4 4
Bela Vista do Paraiso 17° 1 1
Cambé 17° 3 3
Centenario do Sul 17° 1 1
Congoinhas 18° 1 1
Cornélio Procépio 18° 9 14
Ibipora 17° 1 1
Itambaraca 18° 8 8
Jataizinnho 17° 5 7
Ledpolis 18° 5 5
Londrina 17° 8 10
Nova América da Colina 18° 5 6
Nova Fatima 18° 3 4
Nova Santa Barbara 18° 2 4
Rancho Alegre 18° 8 8
Ribeirao do Pinhal 18° 2 2
Rolandia 17° 2 2
Santa Cecilia do Pavao 18° 4 5
Santa Mariana 18° 7 7
Santo Antdnio do Paraiso 18° 4 4
Sao Jerdnimo da Serra 18° 6 6
Sao Sebastido da Amoreira 18° 6 6
Sapopema 18° 6 9
Sertaneja 18° 2 4
Total 116 139
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Table 2: Analysis of the dendrogram of BOX-PCR of 139 isolates and 6 control strains

of E. coli.
Groups Sub-groups  Similarity® City No.
samples isolates®  clones®
A 50% 6 7 7 1
B 52% 26 81 92 2a13
BO 53% 9 9 9 *
B1 54% 1 1 1 *
B2 55% 2 2 2 *
B3 56% 11 13 13 13
B4 56% 2 3 3 *
B5 60% 2 2 2 *
B6 61% 11 14 15 11and 12
B7 62% 1 1 1 *
B8 64% 2 2 2 *
B9 68% 14 21 21 6,7,8,9and 10
B10 72% 10 15 16 3,4 and 5
B11 68% 6 7 7 2
C 47% 8 10 10 14 and 15
D 54% 5 5 5 *
E 45% 3 3 5 *
F 33% 2 2 2 *
G 33% 1 1 1 *
H 45% 10 14 18 16,17 and 18
| 33% 3 1 3 *
J 50% 2 2 3 *
K 11% 1 1 1 *

a Smaller similarity of the group or sub-group
b They included the control strains
¢ No. of clones of each group or sub-group

* Absence clones



Table 3: Identification and classification in phylogenetic groups of clones.
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Phylogenetic
Clones Number Cities of collection Date of collection
Groups
isolates samples?
1 234 29 Santa Mariana 12/15/05 D
271 10 ltambaraca 02/07/06 D
2 277 7 Santo Anténio do Paraiso 02/15/06 A
290 3 Rancho Alegre 02/21/06 A
3 206 22 Sao Sebastidao da Amoreira 10/24/05 D
264 6 ltambaraca 01/25/06 B1
4 200 23 Assai 11/16/05 B1
263 12 Cornélio Procépio 01/25/06 B1
64 5°¢ Sertaneja 08/23/05 ]
5 86 5¢ Sertaneja 08/23/05 B1
63 35 Andira 08/19/05 D
6 26 10 Cornélio Procépio 8/3/2005 B1
70 29 Cornélio Procépio 03/14/05 B1
7 291 13 Rancho Alegre 02/21/06 B1
298 1 Jataizinho 02/23/06 B1
8 294 14 Santa Mariana 02/23/06 B1
295 16 Santa Mariana 02/23/06 B1
9 278 1 Santo Anténio do Paraiso 01/17/06 D
283 16 Rancho Alegre 02/21/06 D
10 182 11 Sapopema 10/18/05 B1
284 16 Rancho Alegre 02/21/06 B1
49 24° Jataizinho 08/15/05 B1
11 61 24° Jataizinho 08/15/05 B1
48 9 Sao Sebastido da Amoreira 08/23/05 B1
12 E. coli 17-2 reference A
E. coli 042 reference A
13 195 31 Bela Vista do Paraiso 08/23/05 B1
197 16 Nava Fatima 08/11/05 B1
14 134 15 Abatia 10/24/05 B1
109 8 Santa Cecilia do Pavao 08/15/05 A
15 249 2 Bandeirantes 01/11/06 D
260 2 Sao Sebastido da Amoreira 01/11/06 D
16 91 32 Cornélio Procopio 09/21/05 D
108 8 Santa Cecilia do Pavao 08/15/05 D
83 33° Andira 19/09/05 B1
17 84 33° Andira 19/09/05 B1
81 33°¢ Andira 19/09/05 B1
18 96 5 Nova Santa Barbara 20/09/05 D
89 32 Cornélio Procopio 21/09/05 A

@ Each city has a numbering of their own samples
¢ isolated from the same sample



