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Resumo

Esta dissertacdo descreve o trabalho desenvolvido ao longo de um ano e um
més desde a pesquisa tedrica até a pratica experimental no dmbito da unidade
curricular de Dissertacdo/estagio do Mestrado em Engenharia Quimica, no ramo
Tecnologias em Protegdo Ambiental.

O tema desta dissertacdo consiste na avaliacdo do funcionamento de duas
estacOes de tratamento de &guas residuais (ETAR) do interior do municipio de Vila
Nova de Gaia no que diz respeito ao possivel aumento da resisténcia a antibioticos na
ETAR de Febros e na ETAR de Lever. Os testes de sensibilidade a antibidticos (TSA)
foram executados para ambas as ETAR, sendo as amostras de agua recolhidas na
entrada e na saida dos reatores bioldgicos (tratamento secundario). Além disso, foram
realizados testes de avaliacdo da eficiéncia de desinfecdo por radiacdo ultravioleta
(UV) relativamente a Escherichia coli (E. coli) na ETAR de Lever.

Os antibioticos selecionados para a realizacdo deste trabalho foram a
Eritromicina, a Azitromicina, a Claritromicina, a Ofloxacina, a Ciprofloxacina, o
Sulfametoxazol, o Trimetoprim e o Metronidazol. Esta sele¢cdo baseou-se no facto de
estes serem alguns dos antibiéticos mais consumidos e mais persistentes no meio
ambiente. A bactéria E. coli (isolada a partir de amostras das aguas residuais
estudadas) foi escolhida para a realizagdo deste estudo uma vez que esta sempre
presente nas aguas residuais domésticas e esta associada a fendmenos de
multirresisténcia a antibioticos.

Os testes de TSA foram realizados seguindo a metodologia de difuséo por
discos.

No periodo do estudo (Marco a Junho de 2015) identificaram-se situacdes quer
de aumento de resisténcia quer de aumento de sensibilidade aos antibiéticos testados.
As situacBes mais graves de aumento de resisténcia, a que corresponderam a halos
nulos, verificaram-se para os antibiéticos Claritromicina, Trimetoprim e Metronidazol,
ocorrendo com maior frequéncia para os dois Ultimos, que alias sdo farmacos que séo
administrados em simultdneo. Os periodos mais probleméticos em termos de aumento
das resisténcias foram ligeiramente diferentes nas duas ETAR. No caso da ETAR de
Febros correspondeu ao més Abril e na ETAR de Lever ocorreu entre o final de Abril e
o inicio de Maio. Considera-se que estes periodos poderdo coincidir com um aumento
do consumo destes farmacos devido a sua utilizacgdo no combate a infecOes

respiratorias muito comuns nesta altura do ano.
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N&o se observou qualquer sensibilidade da E. coli para o Metronidazol porque
€ um antibiético com indicacao para algumas bactérias anaerébias, fungos e giardia, e
que a partida ndo tem capacidade para eliminar a E. coli.

A eficiéncia da desinfecdo na ETAR de Lever relativamente a remocao de E.
coli foi satisfatdria. Sendo de salientar a importancia da manutencéo, no que se refere
a identificacdo de possiveis avarias nas lampadas e correspondente limpeza.

Os resultados deste trabalho provam a existéncia de estirpes da bactéria E. coli
resistentes a alguns dos antibidticos estudados, o que reforca a importancia da

desinfecdo no tratamento de aguas residuais domeésticas.

Palavras-chave: Antibioticos, Desinfecé@o por UV, ETAR, Escherichia coli, Resisténcia.
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Abstract

This dissertation describes the work carried out over one year and a month
since the theoretical research to experimental practice within the Master Science in
Chemical Engineering, in Environmental Protection Technology.

The theme of this thesis is the evaluation of the operation of two wastewater
treatment plants (WWTP) in the municipality of Vila Nova de Gaia with regard to the
possible increase of antibiotic resistance in Febros’ WWTP and Lever's WWTP.
Susceptibility testing to antibiotics (STA) was performed for both wastewater treatment
plants, using water samples collected at the entrance and exit of biological reactors
(secondary treatment). Furthermore, evaluation tests of disinfection efficiency by
ultraviolet radiation (UV) were carried out for the Escherichia coli (E. coli) in Lever’s
WWTP.

The selected antibiotics for this work were Erythromycin, Azithromycin,
Clarithromycin, Ofloxacin, Ciprofloxacin, Sulfamethoxazole, Trimethoprim and
Metronidazole. This selection was based on the fact that these are some of the most
consumed antibiotics and more persistent in the environment. The bacterium E. coli
(isolated from samples of the wastewaters in study) was chosen for this study since it is
always present in domestic wastewater and is associated to multi-resistance
phenomena to antibiotics.

STA tests were carried out following the methodology of diffusion disks.

During the study period (March to June 2015) situations of either resistance
increase or increase of sensitivity to antibiotics tested were identified. The most serious
situations of resistance increase, which corresponded to zero halos, were found for
Clarithromycin, Trimethoprim and Metronidazole, being more frequent for the last two,
which are drugs that are taken simultaneously. The most problematic periods in terms
of resistance increase was slightly different in the two treatment plants. Regarding the
Febros’ WWTP it corresponded to the month of April and in Lever's WWTP it occurred
between late April and early May. It is considered that these periods may coincide with
an increase of consumption of these drugs due to their use in combating very common
respiratory infections this time of year.

There was no susceptibility to Metronidazole because it is an antibiotic indicated
for some anaerobic bacteria, fungi and giardia, and unable to eliminate E. coli.

The disinfection efficiency of Lever's WWTP in respect to the removal of E.coli
was satisfactory. This emphasizes the importance of maintenance, in what concerns to

the identification of possible malfunctions in lamps and corresponding cleaning.
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These results prove the existence of strains of E. coli resistant to some
antibiotics studied, which reinforces the importance of disinfection in the treatment of

domestic wastewater.

Keywords: Antibiotics, UV disinfection, WWTP, Escherichia coli, Resistance.
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1. Introducéo

1.1 Enquadramento do tema

A problematica da resisténcia das bactérias aos antibidticos € preocupante,
visto que a ocorréncia deste fendbmeno tem vindo a aumentar de modo expressivo. As
enterobactérias, nomeadamente a Escherichia coli, sdo bactérias importantes na
analise das resisténcias a antibidticos devido a possibilidade de transferéncia genética.

Como as ETAR podem ser um local favoravel para a propagacdo das
resisténcias das bactérias aos antibioticos, por causa da concentragdo significativa de
antibidticos presentes nas aguas residuais e estas mesmas conterem microrganismos
resistentes. Esta situagdo torna-se mais preocupante em estagfes de tratamento de
aguas residuais de maior dimenséo. No entanto, este efeito pode ser minimizado caso

a desinfecéo dos efluentes tratados seja eficaz.

1.2 Objetivos da Tese

Os objetivos desta dissertacéo sdo a realizacdo de um estudo de sensibilidade
a antibioticos em duas estacdes de tratamento de aguas residuais do interior do
concelho de Vila Nova de Gaia. Para a realiza¢do desta avaliagdo, foram feitos testes
a sensibilidade da bactéria E. coli aos antibioticos selecionados, a entrada e saida dos
reatores biolégicos das estacdes de tratamento de aguas residuais de Febros e de
Lever. A selecdo dos antibiéticos testados teve em conta ao seu uso pela populagéo
em geral e pela sua permanéncia no ambiente. A avaliagdo da resisténcia dos
antibiéticos selecionados permitira otimizar o funcionamento das estagbes de

tratamento de aguas residuais em estudo, nomeadamente a nivel microbioldgico.

Vera Alexandra Tavares Barbosa 1|Pagina
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2. Descricdo da Empresa e das Estacbes de Tratamento de

Aguas Residuais

2.1 SIMDOURO, S.A., atualmente integrada na Aguas do Norte, S.A.

A Empresa SIMDOURO, S.A., sociedade anénima de capitais publicos e foi
fundada no dia 27 de Outubro de 2009 pelo DL 312/2009. E responsavel pela
construcdo, gestao e concessao do sistema multimunicipal de saneamento do grande
Porto, nomeadamente, pela recolha, tratamento e rejeicdo dos efluentes “em alta” dos
Municipios de Arouca, Baido, Castelo de Paiva, Cinfées, Paredes, Penafiel e Vila Nova
de Gaia (Figura 1.1)., abrangendo uma &rea de 1300 km? e cerca de 519000
habitantes equivalentes [1].

Figura 1.1 - Area abrangida pela Empresa SIMDOURO, S.A. [1]

Para atingir os seus objetivos, a SIMDOURO organizou um plano de
investimentos no montante total aproximado 59,5 milhdes de euros para executar de
2010 a 2015, financiado pelo Programa Operacional Temético Valorizagdo do
Territorio (Programa Operacional Teméatico Valorizac&o do Territério) em cerca de 40,8
milhdes de euros. Este acontecimento vai permitir a construcdo de 22 estagbes de
tratamento de guas residuais, 113 km de intercetores, 15 km de condutas elevatérias
e 12 estacOes elevatdrias. Ainda esta prevista a reabilitacdo de 13 estacbes de
tratamento de aguas residuais ja existentes [1].

As estacOes de tratamento de aguas residuais existentes no concelho de Vila
Nova de Gaia séo: a ETAR do Areinho, a ETAR de Crestuma, a ETAR de Febros, a

ETAR de Gaia Litoral e a ETAR de Lever, como se pode verificar na Figura 1.2. As
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estacdes de tratamento de 4guas residuais de Febros e de Lever foram as envolvidas
neste estudo [1].

Recentemente a empresa Aguas do Norte, S.A., constituida pelo Decreto-Lei
(DL) n.° 93/2015 de 29 de Maio, passou a agregar as empresas Aguas do Douro e
Paiva, S.A., Aguas de Tras-os-Montes e Alto Douro, S.A., Simdouro — Saneamento do
Grande Porto, S.A. e Aguas do Noroeste, S.A., integradas no Grupo Aguas de
Portugal. Assim as ETAR em estudo passaram a pertencer a empresa Aguas do

Norte.

Infragstruturas
@ ETAR exateme Emissdsio esistenta

Y Estagio Elevaiiria existome

Figura 1.2 - ETAR existentes no concelho de Vila Nova de Gaia [1].

2.2 ETAR de Febros

A ETAR de Febros estéa localizada na Vila de Avintes pertencente a freguesia
de Avintes do concelho de Vila Nova de Gaia. O seu funcionamento teve inicio em
Junho de 2003 e esta preparada para receber efluentes de uma populacdo de 80000
habitantes. A sua capacidade maxima de tratamento de efluentes corresponde a um

caudal médio de 14000 m*/d e um caudal de ponta é 0,385 m?/s [1].

Processo de tratamento dos efluentes

O processo de tratamento de efluentes na ETAR de Febros é composto pelas

etapas que se descrevem resumidamente de seguida.
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O tratamento preliminar € constituido por uma tamisagem em dois canais
paralelos para remocao de sélidos de maiores dimensdes dos efluentes.

O tratamento primério inclui uma unidade de desarenamento e
desengorduramento para remocao de areias e de 6leos e gorduras.

O tratamento secundario, ou seja, o tratamento bioldgico é realizado através de
lamas ativadas em regime de baixa carga, ou seja, arejamento prolongado. O
arejamento é assegurado por escovas de arejamento de eixo horizontal, apoiadas por
um conjunto de agitadores de eixo horizontal do tipo “banana” para garantir o
deslocamento da massa de agua no interior dos tanques de arejamento. A decantacdo
secundaria é efetuada com o apoio de trés decantadores circulares, estando 2 ou 3
em funcionamento, dependendo do volume de efluentes recebidos pela ETAR. As
lamas extraidas do fundo dos decantadores secundarios sdo bombeadas para um
poco de lamas, de onde sdo recirculadas para a entrada dos tanques de arejamento
ou removidas, como lamas em excesso.

O tratamento terciario é inexistente na ETAR de Febros, visto nao ser
necessario. O efluente final € descarregado no rio Febros, afluente do rio Douro, em
condigbes ambientalmente adequadas.

Processo de tratamento das lamas

O tratamento das lamas resultantes do tratamento secundario da ETAR de

Febros é composto pelas seguintes etapas:

e Espessamento das lamas por acéo da gravidade num espessador circular;
e Desidratacdo das lamas espessadas com recurso a centrifugas;

¢ Armazenamento em silo, com 50 m3 de capacidade, das lamas desidratadas.

As lamas armazenadas sdo removidas constantemente tendo como destino a

valorizacgéo agricola.

2.3 ETAR de Lever

A ETAR de Lever esta situada na Vila de Lever pertencente a Unido de
freguesias de Sandim, Olival, Lever e Crestuma do concelho de Vila Nova de Gaia. O
seu funcionamento teve inicio em Agosto de 2005 e esta apta a receber efluentes de

uma populagdo de 25000 habitantes. A sua capacidade maxima de tratamento de
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efluentes corresponde a um caudal médio de 7000 m®d e um caudal de ponta é 0,182
m®/s [1].

Processo do tratamento dos efluentes

O processo de tratamento de efluentes na ETAR de Lever é composto pelas
etapas que se descrevem resumidamente de seguida.

O tratamento preliminar € constituido por tamisador rotativo do tipo Huber para
remocado dos solidos de maiores dimensdes presentes nos efluentes.

O tratamento primario contém um desarenador do tipo “vortex” para a remogao
de areias.

O tratamento secundario, ou seja, o tratamento bioldgico é realizado através de
lamas ativadas em regime de baixa carga, ou seja, arejamento prolongado. O
arejamento € assegurado por trés escovas de arejamento de eixo horizontal, apoiadas
por dois agitadores de eixo horizontal do tipo “banana” para garantir o deslocamento
da massa de agua no interior dos tanques de arejamento. A decantacdo secundaria
efetuada em dois decantadores circulares. As lamas extraidas do fundo dos
decantadores secundarios sdo bombeadas para um poco de lamas, de onde séo
recirculadas para a entrada dos tanques de arejamento ou removidas, como lamas em
excesso.

O Tratamento terciario é constituido por um microtamisador e um sistema de
desinfecé@o por radiacdo ultravioleta, para garantir uma melhor qualidade do efluente
tratado a nivel microbiol6gico, visto que a ETAR esta préxima de uma praia fluvial. O
efluente final é descarregado no rio Uima, afluente do rio Douro, em condi¢cdes

ambientalmente adequadas.

Processo do tratamento das lamas

O tratamento das lamas resultantes do tratamento secundario da ETAR de

Febros é composto pelas seguintes etapas:

o Espessamento das lamas por acdo da gravidade;
e Desidratacdo das lamas espessadas com recurso a centrifuga,;

¢ Armazenamento das lamas desidratadas em silo com 20 m3 de capacidade.

As lamas armazenadas sao removidas constantemente tendo como destino a

valorizacgdo agricola.
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3. Estado de Arte

3.1 Tratamento de aguas residuais urbanas

Uma ETAR recebe 4guas residuais provenientes de instalacdes domeésticas e
industriais tendo como objetivo tratar estas aguas, de forma que apresentem qualidade
para a sua descarga na natureza [2,3].

Por norma, as ETAR recebem &guas residuais urbanas, sendo estas uma
mistura das aguas residuais domesticas com industriais e ou pluviais [2].

Geralmente as ETAR contém varios niveis de tratamento: preliminar, primario,

secundario e terciario (Figura 3.1) [2,3].

Aguas Tratamento Tratamento
Residuais Preliminar Primario

Regresso ao Meio Tratamento Tratamento

Hidrico Terciario Secundério

Figura 3.1 - Esquema dos processos realizados numa ETAR

O tratamento preliminar consiste num tratamento fisico em que ocorre a
remocao, por processos fisicos, de solidos (de maiores dimensfes) e gorduras dos
efluentes [3].

O tratamento primario consiste num tratamento fisico-quimico, que consiste na
remocdo de sélidos presentes nas &guas residuais urbanas, de menor dimensao,
podendo estes ser retirados por sedimentagdo com ou sem recurso a adicdo de
reagentes quimicos (coagulantes e floculantes). Este tratamento promove geralmente
uma reducgdo superior a 20% para a CBOs e a 50% para o total de particulas solidas
em suspenséo [2,3].

O tratamento secundario consiste num tratamento biolégico em que ocorre a

remocdo da matéria organica presente nas aguas residuais urbanas, tendo nesta fase

Vera Alexandra Tavares Barbosa 7|Péagina



Mestrado em Engenharia Quimica Tecnologias de Protecdo Ambiental

uma grande importancia a agdo dos microrganismos. Também pode ser realizada uma
decantacdo secundaria com o intuito de cumprir os valores exigidos por lei. Os
diversos tipos de tratamentos secundarios incluem as lamas ativadas, filtros ou leitos
percoladores, discos bioldgicos, lagunagem e digestao anaerébia [2,3].

Atualmente os tratamentos primario e secundario, anteriormente referidos, séo
obrigatdrios no tratamento de efluentes [3].

O tratamento terciario é facultativo, depende das exigéncias impostas de
qualidade do efluente final por causa do local de descarga e consiste num tratamento
dedicado especificamente a remocdo de um poluente ou conjunto de poluentes,
podendo ser um tratamento fisico, quimico ou biol6gico, de acordo com o tipo de

poluente/poluentes a remover [3].

3.2 Microrganismos presentes no tratamento secundario das ETAR

A microbiologia é um ramo da Biologia que estuda os microrganismos, isto é,
organismos que néo sdo visiveis a “olho nu”. E necessario um equipamento designado
por microscépio para poderem ser observados [2].

Os diversos microrganismos presentes na hatureza sdo fungos, bactérias,
protozoarios, algas e rotiferos. Os microrganismos sédo também classificados de
acordo com a sua tolerdncia ao oxigénio, sendo aerébios, aerébios-anaerdbios
facultativos e anaerobios [2].

Os fungos sao seres vivos com caracteristicas eucaridticas e pertencem ao
reino Fungi. Existem diversos tipos de fungos, dependendo da sua dimensado e
toxicidade para o ser humano. Neste grupo estdo incluidos os cogumelos e
microrganismos como bolores (Figura 3.2) e levedura. Podem ser responsaveis por

diversas doengas como intoxicagfes alimentares, micoses entre outras.
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Figura 3.2 - Microrganismo classificado como fungo: bolor [4]

Os protozoarios sao seres vivos unicelulares e eucaridticas e seres
heterotroficos e pertencem ao reino Protista. Conseguem ter uma vivéncia isolada ou
em colonia. Também podem possuir uma vida em liberdade, ou seja, uma Unica
espécie ou conviver com outros organismos. O tipo de habitat pode ser variado.
Alguns protozoarios sao considerados parasitas de diversos seres, incluindo o ser
humano. A distingdo entre as varias espécies de protozoarios esta relacionada com o
tipo de locomocgdo. Os diversos tipos de protozoarios sdo sarcodineos (Figura 3.3),

flagelados, ciliados, esporozoarios.

Figura 3.3 - Microrganismo classificado como Protozoério [5]

As algas sdo seres vivos eucariontes que contém clorofila, por isso, séo
capazes de produzir o préprio alimento através da fotossintese. A maior parte das
algas sado marinhas, ou seja, de 4gua salgada. Também é possivel encontrar espécies
de algas na agua doce e fora da agua. As algas sdo seres vivos independentes de
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outras espécies e sdo de grande importancia pela sua capacidade de produzir
oxigénio através da fotossintese. Existem diversos tipos de algas desde as visiveis ao

olho humano, as macroalgas, até as microscépicas, as microalgas (Figura 3.4).

Figura 3.4 - Microrganismo classificado como alga [6]

Os rotiferos sdo seres vivos microscopicos pertencentes ao filo rotifera do reino
Animal. Por norma, estes microrganismos habitam em &guas doces. Estes
microrganismos sao bioindicadores de qualidade de agua (Figura 3.5).

Os rotiferos tém como principais caracteristicas:

e Corpo com formato longo e cilindrico;

e Contém uma coroa de cilios a volta da boca;

e Presenca de simetria;

e N&o possuem cefalizagéo;

e Possuem trés tipos de tecidos (triblastia): ectoderme, mesoderme e
endoderme;

e O sistema digestivo é completo, composto por boca, intestino, reto e anus;

¢ NA&o possuem sistema cardiovascular nem respiratério.

Figura 3.5 - Microrganismo classificado como rotifero [7]

As bactérias sdo seres vivos com caracteristicas procariontes e unicelulares,

possuem uma estrutura celular. Conseguem ter uma vivéncia isolada ou em coldnia.
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Ao contrario que acontece as células animais e vegetais, as bactérias apresentam
variagdes consoante a sua forma, tamanho e outras caracteristicas.
Cada forma tem um nome especifico (Figura 3.6). Também é possivel possuir

estruturas extracelulares como flagelos, esporos e entre outros.

estreptococos

= o~

&M\ :M e i r« & Sl R e )

espirilos vibriones esporas bacterianas

bacilos

bactéria flagelada

Figura 3.6 - Classificagcao das bactérias conforme a forma e agrupamento [8]

As bactérias podem ser classificadas em dois grupos: bactérias Gram-positivo
e bactérias Gram-negativo. A principal diferenca é na espessura da parede celular
(peptidoglicano), sendo que as bactérias Gram-positivo contém uma parede celular
mais espessa entanto as bactérias de Gram-negativo contém essa camada mais fina
(Figura 3.7).

A composi¢cdo da parede celular inclui poliptideos, aclUcares aminados
(glucosamina, acido muramico) e fosfato de ribitol.

Lipopolissacarideo

membrana
extena

espago
peripidsmico

W o Mmembrana
plasmitica

espaco
penplasmice

membrana
plasmitea

fosfolipidecs

Gram positivo

Figura 3.7 - Composicao da parede celular para Gram-negativo e Gram-positivo [9]
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Para o tratamento biolégico das ETAR funcionar, é necessario conter
microrganismos capazes de realizar o tratamento ao efluente. Os microrganismos
presentes no tratamento secundario das ETAR sao responsaveis pela reducdo da
carga organica e turbidez presentes nos efluentes domésticos e industriais. Cada tipo
de tratamento secundario contém os seus microrganismos especificos.

Os microrganismos presentes nas lamas ativadas sdo protozoarios,
nomeadamente ciliados e flagelados, bactérias, rotiferos e raramente fungos.

Os microrganismos presentes nos filtros percoladores e nos discos biologicos
sdo bactérias, fungos, algas, protozodrios e rotiferos [2].

Os microrganismos presentes nas lagoas (lagunagem) sdo microrganismos
aerdbios, aerdbios-anaerdbios facultativos e anaerdbios, consoante as zonas e o tipo
das lagoas [2].

Os microrganismos presentes na digestdo anaerdbia sdo diversos tipos de
bactérias que conseguem viver em condigbes anaerobias, ou seja, auséncia de

oxigénio [2].

3.3 Bactéria Escherichia coli

Entre os microrganismos existentes nas aguas das ETAR. A bactéria E. coli
esta habitualmente presente nas aguas residuais domésticas, sendo uma das mais
caracteristicas nestes efluentes.

A bactéria E. coli, € uma bactéria Gram negativa, pertencente a familia
Enterobacteriaceae. Esta bactéria encontra-se no trato intestinal dos animais de
sangue quente, sobretudo dos seres humanos.

A E. coli tem o formato de bastonete, possui varios flagelos em volta da célula

e adesinas para facilitar a sua fixagéo ao trato intestinal do animal (Figura 3.8).

Figura 3.8 - Bactéria Escherichia coli [10]

Apesar da bactéria E. coli existir naturalmente no nosso trato intestinal, esta

7

bactéria é responsavel por algumas doencas que ocorrem nos restantes érgdos do
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organismo, como gastroenterites e infecfes urinérias. Estas situa¢des ocorrem quando
h& ingestdo de agua e alimentos contaminados por fezes humanas.

A observagdo da resisténcia da bactéria E. coli aos antibiéticos pode dar-nos
uma ideia aproximada da propagacdo da resisténcia das bactérias apdés o0s
tratamentos impostos pelas ETAR.

A bactéria E. coli € a bactéria mais frequente nas hemoculturas e €

considerada uma enterobacteriaceae comum multirresistente [11].

3.4 Antibi6ticos

Os antibidticos sao farmacos que contém substancias quimicas produzidas por
organismos vivos para controlar a infegcdo bacteriana, com o0 objetivo de matar os
microrganismos ou inibir o seu crescimento, mesmo sendo em doses baixas [12].

Os diversos tipos de antibiéticos sao antibacterianos, antimicéticos, antiviricos,
antifingicos, antiparasitarios.

Dependendo do tipo do antibidtico, 0 mecanismo de ac¢éo pode ser:

¢ Inibir a producéo de proteinas ou de parede celular;
¢ Inibir da replicacdo de &cido desoxirribonucleico (ADN);

¢ Rutura da membrana de células que mantém o equilibrio quimico [12].

As caracteristicas ideais para um antibiético séo:

e Conter uma acdo antibacteriana seletiva e forte na extensa gama de
microrganismos;

e Ser bactericida;

e Exercer a sua atividade antibacteriana, ndo sendo degradado ou prejudicado
por enzimas;

¢ NA&o danificar o sistema imunitario do organismo;

e Nao causar efeitos adversos, mesmo em doses elevadas;

e Nao criar reacdes alérgicas;

¢ Nao induzir o aparecimento de germes resistentes;

e Possuir caracteristicas de absor¢éo, distribuicdo e excrecdo para que estes
possam ser mantidos por um tempo necessario no sangue e tecidos do
organismo;

o Eficaz tanto por via oral tanto por rectal;

e Ser produzido em grandes quantidades a um preco razoavel.
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No surgimento dos primeiros antibidticos na década de 1940, foram
considerados farmacos milagrosos da era moderna, pois o risco de morte com
infecbes comuns e com doencas como sifilis, gonorreia, tuberculose foi reduzido
significativamente. Apesar da descoberta da cura “milagrosa”, o surgimento e a
propagacdo de microrganismos patogénicos resistentes aos farmacos subiu
drasticamente [13]. Com o aumento da resisténcia das bactérias responsaveis pelas
infecdes dos seres humanos, maior tera que ser a concentracdo dos antibiéticos a
utilizar. Segundo os dados da estatistica do medicamento de 2012, publicado em 15
de Junho de 2015, os antibidticos estdo em 5° lugar, tendo vendidos 7191321
embalagens [14].

Durante os tratamentos das ETAR os microrganismos vao contactar com 0s
antibidticos presentes nas aguas residuais, o que promove a sua selecdo em termos
de resisténcia aos antibiéticos assim como a sua proliferagdo. Assim estes podem ter
como destino final 0 meio hidrico, caso ndo sejam eliminados no processo de
tratamento, o que pode reintroduzi-los nos sistemas de abastecimento de aguas se
nado forem removidos por processos de desinfecao, causando um problema de salde
publica.

Contudo, no ano 2013, a Direcdo-Geral da saude criou uma norma especifica
sobre as resisténcias dos microrganismos para todos os laboratérios do Sistema
Nacional de Saude referente a vigilancia epidemiol6gica das resisténcias aos
antimicrobianos com o intuito de controlar a sua propagacao [15].

Neste trabalho realizou-se um breve estudo sobre a resisténcia na bactéria E.
coli a alguns antibiéticos. Para uma justa selecéo de antibiéticos a analisar, fez-se uma
breve investigacao sobre os antibidticos mais consumidos pela populacdo portuguesa
e o0s antibidticos mais persistentes no meio ambiente, baseada em informagéo obtida
pelo ministério da agricultura e do mar e artigos cientificos [16,17].

Na Tabela 3.1 apresentam-se 0s varios antibioticos e a respetiva doenga a

tratar, isto é, a razao ou o motivo pela toma do antibiético pelo ser humano [18,19].
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Tabela 3.1 - Antibi6tico e respetiva doenca a tratar

Antibidtico Doenca a tratar

Infegbes oculares, infegdes
estreptococicas, doenga do legionario.
Bronquite, pneumonia, amigdalite,

Azitromicina faringite, sinusite, otite média,
infecbes na pele, DST.
Infe¢Bes do trato respiratdrio superior e
Claritromicina inferior. Ulcera duodenal por H. pylori,
Infe¢é@o por Micobacterium avium.
Pneumonia, bronquite e exacerbacoes
Ofloxacina agudas da bronquite cronica,
Infegbes abdominais.
Infe¢Bes oculares, Ulceras que ocorrem
na cérnea do olho.

Eritromicina

Ciprofloxacina

Sulfametoxazol Bronquite, infe¢éo do ouvido medio,
_ _ infecdes do trato urinario, diarreia do
Trimetoprim viajante

Infe¢Bes vaginais, doencas de pele,

Metronidazol , ) L .
Ulceras e gastrite crénica.

3.5 A resisténcia aos antibi6ticos

A resisténcia dos microrganismos aos antibiéticos € uma forma de defesa do
microrganismo a acao do antibiético.

Os microrganismos considerados resistentes, incluindo os multirresistentes,
sdo responsaveis pelas contaminagdes nos centros de saude, pelas contaminacdes
em doentes que ndo estdo em ambiente hospitalar e pelas infecdes dos animais
destinados a alimentacdo, podendo pertencer a flora bacteriana dos seres vivos
saudaveis [20].

Segundo os estudos cientificos publicados [21], a resisténcia das bactérias aos
antibiéticos tem evoluido de uma forma drastica e preocupante.

Alguns estudos cientificos [22,23] revelam que adicdo de antibidticos nos
animais destinados para consumo humano, aumenta a possibilidade de criacdo de
superbactérias resistentes.

No caso das bactérias, como a E. coli, estas j& sdo naturalmente resistentes a
alguns antibidticos (resisténcia intrinseca ou inerente), mas outras bactérias
desenvolvem resisténcia com a ocorréncia de alteracdes genéticas com o contacto
com o antibidtico (resisténcia adquirida) ou por meio de troca de material genético no

interior do organismo do ser vivo [20].
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A aquisicdo e a propagacgdo da resisténcia antibacteriana podem advir de
diversos mecanismos. Os Varios tipos de mecanismos podem ser por resisténcia
natural ou intrinseca, por resisténcia adquirida, por elementos genéticos méveis, por
mecanismos de transmissao genética ou por mecanismos bioquimicos de resisténcia
[24].

No caso da resisténcia antibacteriana através da bactéria E. coli, a resisténcia
€ obtida por mecanismos bioquimicos de resisténcia, mais concretamente, inativacao
ou modificacao enzimética. Uma das enzimas responsaveis por este acontecimento na
bactéria E. coli é a beta-lactamase. Esta enzima contém o essencial mecanismo de
resisténcia aos antibidticos beta-lactdmicos vulgarmente associada aos
microrganismos Gram-negativo (Figura 3.9) [24].

LPs

AN

J J Outer
L
i
!

i

Fo—
T
S
y ']

Gram-negative bacteria

Figura 3.9 - Mecanismos de resisténcia aos agentes antimicrobianos beta-lactdmicos em
microrganismos Gram-negativo como membros da familia Enterobacteriaceae [24].

Algumas bactérias causadoras de doencas reagem a medicagdo utilizada,
tornando-se resistentes a ela. Este processo pode ser rapido ou lento, por isso, a vida
atil dos antibiéticos fica limitada. Por este motivo, 0 uso incorreto dos antibiéticos
potencia o aparecimento da resisténcia das bactérias. Esta questdo, apesar de ser
econOmica, é muito importante para a saude publica, porque uma simples infecdo
comum pode passar a ser uma infecao fatal para o ser humano [25].

Se ndo forem tomadas medidas contra o uso inadequado dos farmacos,
corremos o risco enfrentar uma era pos-antibidtica, em que as infec6es deixam de ter

cura e havera a necessidade de descobrir “novos antibidticos”.
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A evolucao das resisténcias dos microrganismos é um processo natural que vai
acontecer, mais tarde ou mais cedo, com todos os farmacos. Independentemente da
escolha do antibiotico, da infe¢do, da dose ingerida ou do tempo de tratamento, a o
microrganismo ajusta-se ou falece através de um fendmeno conhecido por “pressao
seletiva” [26].

Esta problematica tem uma enorme importancia socioeconémica, porque custa
incontaveis quantias de dinheiro e prejudica imensas vidas humanas, podendo causar
uma crise global no sector dos farmacos [13].

E necessario tomar medidas urgentes para evitar a evolugéo das resisténcias
de forma tdo acelerada.

Este trabalho visa contribuir para a compreenséo deste fenébmeno nas estacdes
de tratamento de aguas residuais, onde contactam prolongadamente microrganismos
e antibidticos. Descrevem-se de seguida alguns dos testes de sensibilidade dos

microrganismos aos antibioticos que poderiam ser usados.

Teste de sensibilidade dos microrganismos aos antibioticos (TSA)

Os TSA podem ser realizados aos seguintes microrganismos:

e Enterobactérias;

e Pseudomonas spp.,

e Acinetobacter spp.;

e Staphylococcus spp.;

e Enterococcus spp.;

e Streptococcus pneumoniae;

e Streptococcus do grupo viridans e beta-hemolitico;
e Haemophilus influenzae;

e Complexo Burkholderia cepacia;

e Stenotrophomonas maltophilia;

e Neisseria gonorrhoeae e Neisseria meningitidis.

Os testes podem ser realizados de diversas formas:

o Macrodiluicdo em tubos;
e Teste em Microplacas;
e Diluicdo em agar;

e FEtest;
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e Automacao;

e Difuséo por disco.

A macrodiluicdo em tubos foi uma das primeiras técnicas disponiveis a ser
usada para a realizacdo dos TSA. Consiste huma preparacao de diluicdes seriadas e
logaritmicas de antibiéticos em meio de cultura liquido, permitindo o crescimento
bacteriano (Figura 3.10) [27].

A vantagem da macrodiluicdo em tubos é a descoberta de um resultado
guantitativo sobre a concentracdo minima de inibicdo de crescimento bacteriano.

As desvantagens desta técnica séo:

e Grande quantidade de reagente utilizado (grande custo);

e [Espacgo necessario para a conservacao dos tubos;

e Enorme possibilidade de ocorrerem erros experimentais durante a preparacao
das concentrac¢des dos antibioticos;

e Muito trabalho manual e muito tempo necessério para a preparacao deste TSA
[27].
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Figura 3.10 - TSA por método de macrodiluicdo em tubos [27]

O Teste por Microplacas (Figura 3.11) é uma réplica em pequena escala da
técnica anterior, em que se substitui os tubos utilizados na macrodiluicdo por placas
plasticas estéreis. Estas placas contém 96 pogos e um fundo em formato em “U”,
permitindo uma melhor visualizacdo do crescimento bacteriano. Em cada placa é

colocado um ndmero de antibioticos, proximo de 12, em diversas concentragdes [27].
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As vantagens desta técnica sao:

e Utilizacdo de pouco espaco de armazenamento e de poucos reagentes;

e Grande reprodutibilidade dos resultados;

e Geragdo de um resultado quantitativo face & concentracdo minima de inibigdo
bacteriana;

o Possibilidade de utilizar placas pré-fabricadas e sistemas informaticos,

fornecidos pelos fabricantes das placas, para a analise dos resultados obtidos.
As desvantagens deste método sao:

e Custo elevado das placas de microdiluicao;
o Inflexibilidade na escolha dos antibidticos a testar quando se utilizam placas

pré-fabricadas.
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Figura 3.11 - TSA por método de teste em microplacas [27]

O TSA pelo método diluicdo em agar consiste em ensaios com concentracdes
seriadas e logaritmicas de um antibiético. Cada placa de Petri com meio de cultura s6
contém uma Unica concentracdo de antibidtico (Figura 3.12) [27].

As vantagens deste método sao:

e Possibilidade de testar um nimero elevado de amostras em simultaneo;
e Custo baixo de operacéo;
e Determinacdo quantitativa da concentracdo minima de inibicdo de crescimento

bacteriano;
As desvantagens deste método sao:

e Muito tempo e trabalho necessarios para a preparacao desta técnica;
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e Possibilidade de perda da poténcia/concentracdo dos antibiéticos;

Figura 3.12 - TSA por método de Agar-Diluicao [27]

A técnica de Etest® consiste numa fita plastica disponivel no mercado (Figura
3.13) que contém concentragdes de antibidticos crescentes numa face e a marcagéo
da escala de concentracbes na outra face, com o intuito de facilitar a leitura dos
resultados. Baseia-se na difus@o do gradiente do antibiético no meio de cultura, com o
objetivo de determinar a concentragdo minima de inibicdo (CMI) do microrganismo em
teste [27].

As vantagens deste método sao:

e Flexibilidade de escolha dos antibidticos em teste;
o Determinacdo quantitativa da concentragdo minima de inibicdo de crescimento
bacteriano;

e F&cil operacao.
As desvantagens deste método séo:

e Custo elevado;
e Limitacdo do numero de antibidticos em teste por placa de Petri.

Figura 3.13 - TSA por método de Etest® [27]
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O TSA por automacéo é um sistema automatico. Os métodos mais utilizados

para a realizagdo dos TSA séo:

e Vitek®;

o Vitek-2® (bioMérieux, Hazelwood, MO);

o Walk-Away® (DADE, West Sacramento, CA);
e BD Phoenix®.

Esta técnica permite uma execucdo eficaz e rapida, visto que os equipamentos
possibilitam sistemas de detecdo OGticas, capazes de detetar alteracdes discretas no
crescimento bacteriano. Também é possivel juntar num soé relatério, os resultados dos
TSA com a identificacdo do Gram das bactérias, em simultaneo. Os resultados obtidos
desta técnica sdo semi-quantitativos, por isso, ndo mudam as informacdes obtidas
pelos métodos de TSA com resultados quantitativos [27].

As principais vantagens desta técnica sao as seguintes:

e Emissao mais rapida dos resultados;
e Padronizacgéao intralaboratorial e interlaboratorial;
¢ Disponibilidade de programas de computador (software) adicionais para facilitar

a emissédo dos relatérios e reducéo do trabalho manual.

O TSA por difuséo por disco consiste em colocacdo de antibiéticos em forma
de disco, numa placa de Petri com meio de cultura, apos aplicado in6culo bacteriano
com 1E+08 a 2E+08 UFC/mL. Os discos com antibiéticos tém uma concentragao fixa e
sdo comerciais. Uma placa de Petri com didmetro 150 mm consegue ter 12 discos,
enquanto uma placa de Petri com 90 mm de didmetro pode conter 4 a 5 discos (Figura
3.14). As placas ficam incubadas entre 16 a 24 horas a temperatura favoravel ao
desenvolvimento do microrganismo em teste [27].

O método de difusdo por disco foi descrito por Bauer e Kirby em 1966. E o
método mais simples e mais confiavel para a realizacdo do TSA. Esta técnica fornece
um resultado qualitativo em vez de um resultado quantitativo [27].

Para a utlizacdo deste método para TSA, é necessario um controlo de
qualidade rigoroso, visto que h& imensas varidveis existentes que podem afetar o

resultado final do TSA. As possiveis variaveis em causa sao as seguintes:

e Preparagdo do meio de cultura;
¢ Controlo do pH do meio de cultura;
e Tempo do TSA;
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e Temperatura e atmosfera da incubacgéo das placas;
e Concentragdo do inoculo bacteriano;
e Colocagéo dos discos com antibidticos;

e Rigor na execucgao da técnica.

Esta técnica apresenta as seguintes vantagens:

e Facilidade na execuc¢édo da técnica;

¢ Reprodutibilidade dos resultados;

e Baixo custo;

e F&cil interpretagcéo dos resultados obtidos;

e Flexibilidade de escolha dos antibioticos em teste;

¢ Nao héa exigéncia de equipamentos proprios/especiais.

Todavia, esta técnica também possui desvantagens:

e Nao-padronizacdo do método para combinacbes entre microrganismos e
antibiéticos;

e Concentragdo minima de inibicdo ndo detetada;

e N&o adequada para detecdo de mecanismos de resisténcia resultantes da

producédo de B-lactamases e de outros mecanismos mais complexos.

Figura 3.14 - TSA por método de difuséo por disco [27]

Nesta dissertacdo, o TSA sera realizado a bactéria E. coli, pertencente as
bactérias enterobactérias e a técnica selecionada para a realizacdo do teste foi a
difusdo por disco [27].
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4. Parte Experimental

A recolha de amostras de agua residual foi feita nas ETAR no interior de Vila
Nova de Gaia, ETAR de Febros e de Lever. A recolha foi efetuada na entrada e na
saida do tratamento secundario, ou seja, a montante e jusante dos reatores biol6gicos
das ETAR.

As andlises microbioldégicas das amostras de agua foram executadas no
laborat6rio de Quimica e Biologia e na unidade de investigacdo GRAQ, ambos do
Instituto Superior de Engenheira do Porto.

4.1 Meios de cultura e biodiscos

A analise microbiol6gica das amostras de agua tem como pressupostos o
isolamento, enumeracgdo, caracterizacdo dos microrganismos de interesse para o
estudo. Foram selecionados os meios de cultura solidos e liquidos, com propriedades
seletivas, diferenciais ou de enriquecimento para crescimento e desenvolvimento de E.

coli, que a seguir se descrevem.

4.1.1 Tryptone Bile X-glucuronide (TBX) Agar

O meio de cultura TBX é um meio cromogénico seletivo para detecao da E. coli
pela enzima B-D-glucuronidase, sendo este meio de cultura aconselhado pela ISO
16649-2 para a detecdo da E. coli em produtos para consumo humano e animal.

A maioria dos estudos tem demonstrado que entre 94 a 97% de E. coli de
origem humana ou a partir do ambiente possuem atividade da enzima B-D-
glucuronidase.

Seguindo as indicac¢des do fabricante (Frilabo), o meio de cultura foi elaborado
e posteriormente autoclavado a 121 °C, durante 15 minutos. Ap6s a autoclavagem, o
meio de cultura foi colocado em placas de Petri esterilizadas.

O resultado final foi obtido pela contagem de col6nias caracteristicas, apos 24-
48h de incubacgéo a 37 °C.

4.1.2 Agua peptonada tamponada (APT)

O meio de cultura APT € um meio ndo seletivo pré-enriquecido utilizado

previamente ao isolamento e sementeira de bactérias pertencentes a familia
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Enterobacteriaceae, como por exemplo Salmonella e E. coli, antes do isolamento e
enriguecimento seletivo. Este meio de cultura € recomendado pela ISO 6579.

Este meio é isento de inibidores e € tamponado, proporcionando condi¢cbes
para a recuperacdo de células que tenham sido prejudicadas, nhomeadamente por
processos de preservacdo da amostra ou técnicas de andlise como filtracdo de
membranas.

Este meio de cultura é utilizado para efetuar diluicbes do meio de cultura
Mueller Hinton em estado liquido.

O meio de cultura foi reconstituido de acordo com as indicacdes do fabricante

(Frilabo) e posteriormente autoclavado em tubos a 121°C, durante 15 minutos.

4.1.3 Mueller Hinton (MH) Broth

O meio MH é um meio de cultura utilizado para a realizacdo de testes de
suscetibilidade antimicrobiana de microrganismos aerébios pelo método de diluicdo
em caldo.

Este meio de cultura é utilizado para a execucdo do teste de sensibilidade a
antibioticos, tanto no estado liquido (caldo) como no estado sélido (placas) com a
adicdo de agar suficiente para a solidificagéo.

Segundo as indicacdes do fabricante (Frilabo), o meio de cultura foi elaborado
e colocado em tubos e posteriormente autoclavado a 121 °C, durante 15 minutos.
Apo6s a autoclavagem, o meio de cultura é reservado a baixas temperaturas (4 °C) e
depois efetua-se a contaminagdo com o microrganismo pretendido. O meio de cultura

com agar foi colocado em placas de Petri esterilizadas.

4.1.4 Discos de Antibiotico

Os discos de antibidtico sdo de papel (com caracteristicas especificas)
impregnado com o antibiético com uma massa definida. Estes discos séo utilizados,
exclusivamente, para a realizacdo de teste de sensibilidade segundo o método de
difusédo em disco.

Os discos séo colocados no meio de cultura, contaminado com a bactéria em
estudo, e posteriormente colocados em incubacao a temperatura 6tima de crescimento
da bactéria. Apés a incubacao, as placas de Petri sdo verificadas e os halos obtidos
pelos discos sdo comparados com os halos-padrdo de forma a classificar os

resultados como resistentes, intermédio e ndo resistente.
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A Tabela 4.1 contém a listagem dos discos utilizados com a sua respetiva

massa.

Tabela 4.1 - Listagem de antibiéticos com a respetiva massa

Antibidtico Massa (pg)
Eritromicina (E) 15
Azitromicina (AZM) 15
Claritromicina (CLR) 15
Ofloxacina (OFX) 5
Ciprofloxacina (CIP)
Sulfametoxazol (SMX) 50
Trimetoprim (TM) 5
Metronidazol (MTZ) 5/50

Todos os discos com os antibiéticos incorporados necessitam de ser
conservadas a baixas temperaturas, no maximo 8 °C.

O planeamento semestral e semanal foram efetuados de forma a dar tempo
para que ocorra 0 crescimento microbiano e para a realizagdo dos ensaios
necessarios (Anexo A). Deste modo o protocolo experimental decorreu inicialmente
numa sequéncia de 5 dias de trabalho, repetida tantas as vezes quanto os dias de
colheita. Posteriormente considerou-se necessario acrescentar mais um dia ao
protocolo para fazer um re-isolamento, num outro meio de TBX, para garantir que a
estirpe em teste provinha de uma unidade formadora de colénia (UFC) tipica de E.

coli.

4.2 Confirmacéao da presenca da bactéria E. coli

Teste Presuntivo:

Coloracéao de Gram:

Colocar uma gota de agua desionizada no centro da lamina;

2. Esterilizar a ansa a chama, retirar uma pequena quantidade de col6nia
bacteriana do meio de cultura sélido e suspender na agua,
Espalhar a gota na superficie da lamina numa area aproximada de 1 cm?;
Marcar a zona do esfregagco com marcador permanente no lado oposto da
lamina;

5. Secar lentamente com o auxilio da chama;
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6. Fixar os microrganismos a lamina com acdo do calor, passando 3 vezes na
chama.

7. Colocar corante cristal de violeta no esfregaco e aguardar 1 min. Lavar com
agua da torneira;

8. Colocar corante lugol no esfregaco e aguardar 1 min. Lavar com agua da
torneira;

9. Colocar alcool a 96% no esfregaco e aguardar 40 min. Lavar com agua da
torneira;

10. Colocar corante safranina no esfrega¢o e aguardar 1 min. Lavar com agua da
torneira;

11. Limpar a lamina com muito cuidado com um papel de filtro préprio;

12. Observar no microscopio a partir da menor objetiva;

13. Aplique uma gota de o6leo de imersdo sobre o esfregagco e observe no
microscopico (Nikon Eclipsa Ti; Camera: Nikon Digital Sight) com objetiva de
imersédo (100 X).

Teste Confirmativo:

Pesquisa de Coliformes Totais e E. coli (Método PA)

1. Esterilizar a ansa a chama, retirar uma pequena quantidade de col6nia
bacteriana do meio de cultura sélido;

2. Adicione o material biolégico ao meio de cultura Fluorocult LMX broth e colocar
a incubar a 36 + 1°C, durante 24 horas;
Examinar a cor do meio de cultura;
Verificar a exibicdo de fluorescéncia, usando uma lampada apropriada;
Apbs a observacao da presenca de fluorescéncia, adicionar algumas gotas do
Reagente de Kovacs.

6. Verificacdo dos resultados de acordo com a Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Leitura dos resultados do teste confirmativo

Cor azul-esverdeada o
. Fluorescéncia Indol
do meio de cultura
Coliformes Totais + - -
E. coli + + +

Nota: Caso haja aparecimento de cor vermelho-cereja/rosa no sobrenadante do meio de cultura, alguns minutos apés a
adicdo do regente de Kovacs, significa que a bactéria é Indol (+); Caso haja aparecimento de uma cor ligeiramente
amarelada, significa que a bactéria é Indol (-).
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4.3 Planeamento laboral:

4.3.1 Etapal — Amostragem e Preparacao:

¢ Recolha das amostras com frascos previamente esterilizados na autoclave;

e Elaboracdo dos meios de cultura segundo as indica¢des do fornecedor;

e Andlise das amostras de agua das ETAR (Figura 4.1) pelo método das
membranas filtrantes (membranas de filtragdo estéreis em éster de celulose,
poro 0.45 pm, didmetro 47 mm)

e Crescimento bacteriano em meio de cultura TBX (24-48h)

Figura 4.1 - Amostras de uma ETAR: 1 - Afluente; 2 - Efluente

4.3.2 Etapa 2 - Isolamento:

e Isolamento da E. coli em placas de Petri com meio de cultura TBX (Figura 4.2)
(24h-48h).

Figura 4.2 - Elaborag&o de um isolamento de um microrganismo [28]

4.3.3 Etapa 3 — Crescimento Bacteriano:

e Crescimento da E. coli em tubos de ensaio no meio de cultura Muller Hinton

com 2/3 colonias de E. coli isolada (18-24h).
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s

Figura 4.3 - Crescimento de E. coli em tubos de ensaios apés inoculacéo a 37 °C

4.3.4 Etapa 4 - Antibiograma:

e Verificagdo da concentragdo de E. coli através da medicdo de turbidez nos
ensaios (medi¢cdo da Absorvancia a 600 nm num espectrofotometro UV/Vis
(Shimadzu, 160A) a qual deve apresentar um valor de 0,5+0,1 na Escala
McFarland;

e Realizagdo do antibiograma com discos com antibidticos em meio de cultura
Muller Hinton Agar (18-24h).

4.3.5 Etapa 5 — Recolha de Resultados:

e Recolha de dados experimentais, medicdo do didmetro do halo com um
paquimetro;

e Analise dos dados experimentais.

P>
o

£
Figura 4.4 - Recolha de resultados com o paquimetro

A recolha das amostras nas ETAR foi efetuada por volta das 9h da manha, com
a ajuda dos operarios presentes nas instalacdes. Ao longo do estudo, a amostragem
manteve constante em maioria das situacdes. Na ETAR de Lever, s houve ligacdo
das lampadas UV a partir do més de Maio.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Curva de calibracéo e testes bioquimicos

Para a elaboracdo dos TSA, é necessario as bactérias estarem em fase de
crescimento exponencial em meio de cultura liquido e atingir o valor 0,5 na Escala de
McFarland. Foram realizados ensaios experimentais para a preparacdo da curva de
calibracdo para quantificar o crescimento bacteriano, relacionando a turvacdo medida
na Escala de McFarland com a Absorvancia a 600 nm. A respetiva curva de calibracao

esta na Figura 5.1.

5,0 -
4,5 -
4,0 - y =4,7251x
35 - R?=0,9978
3,0 -
2,5 -
2,0 -
1,5 -
1,0 -
0,5 -

O'O T T T T T T T T 1
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90

Absorvancia

Turvagao - Escala de McFarland

Figura 5.1 - Calibragédo do equipamento UV em utilizagédo

Os valores usados para a elaboragéo da curva de calibragdo encontram-se no
Anexo B. Como os valores de absorvancia sé séo crediveis entre o 0 e 1, sO
representamos a escala de McFarland entre o valor O e 4 na Figura 5.1.

Para obter a turvacéo desejada, 0,5 na escala de McFarland tal como descrito,
deve-se atingir uma absorvancia com o valor aproximado a 0,1.

Conforme os objetivos definidos para a realizacdo da dissertacdo, a préxima
figura representa a eficacia das lampadas de UV instaladas na ETAR de Lever. A
percentagem de eficiéncia das lampadas é calculada pela diferenca de nimero de
UFC nas amostras recolhidas antes e depois da instalacdo das lampadas de UV,
normalizada pelo valor obtido antes da desinfecdo e multiplicando por 100. A eficiéncia

(%) foi analisada entre o dia 25 de Maio até ao dia 22 de Junho, semanalmente.
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Figura 5.2 — Eficiéncia de remocéo (%) das lampadas UV na ETAR de Lever

Apods uma andlise a Figura 5.2, verifica-se que a eficiéncia das lampadas foi
6tima, nos dias 8 e 15 de Junho. No entanto, verificaram-se valores bastante inferiores
de eficiéncia de remoc&o nos dias 25 de Maio, 1 de Junho e no dia 22 de Junho, o que
foi atribuido a avaria em algumas lampadas/necessidade de limpeza das mesmas. De
gualguer forma, uma vez que este parametro ndo faz parte da licenca de descarga da
ETAR de Lever, os valores obtidos ndo sdo considerados problematicos.

Foi avaliada a resisténcia da bactéria E. coli a diversos antibiticos
selecionados. Esta investigacdo foi efetuada entre o dia 23 de Margo e o dia 15 de
Junho na ETAR de Febros e entre o dia 10 de Abril e o dia 15 de Junho na ETAR de
Lever. Este estudo foi executado semanalmente.

Para o isolamento da bactéria utiliza-se o meio de cultura TBX, que um meio
adequado para enterobactérias. Segundo a ficha técnica do meio de cultura, as
colénias da bactéria E. coli, adquirem uma tonalidade azul/verde durante o seu
crescimento [29]. Para ter a certeza do isolamento da bactéria E. coli, foi necessario a
realizacdo de testes presuntivos e confirmativos da sua presenca. As Figuras 5.3 - 5.5
demonstram os resultados dos testes executados.

Figura 5.3 - Teste Presuntivo: Crescimento da bactéria em meio de cultura TBX.

Vera Alexandra Tavares Barbosa 30|Pagina



Mestrado em Engenharia Quimica

3 - U AP 5 ~ v - -
~ PRy ‘,. ryes % \ y NS O . s |
Y . T ~ " ~ - . At K
- oy : RN L YR PR A A K
- -—rad’ B 4 W ’
~R 7 . e Do . . “w .
¢ - " . : \ - -
e - A - \ A ' Lot s
\ AL , ) A
Lux 2 s / ‘ RN 8 " X VRS LAN
. - ’ - - PN A
. ~al A < -_s ,TPAR N
. NS I . - e - g ’ ~ il Y
\.",~. & > . Rw 2 7 -\ ' > L
R 102 S0 9n - ] ( 7% ‘N
o e R 2 LA AN, ¢ L -
L. ” . ¥ FoiN N ~ ’ IS = WL
- ' ~ ‘ 3 3 | ~ i MR ¢ )
‘4 - ' - » - %
< 5 -/ - o . 2 =1 ¢ X ' S\ T
DO (P o P 3 o NN
o N 4 N o, o'\ 0 ) \"s
S ty M N M '5] s L B
- -.g - . -
- - ' \ - ) -
- - g J
. A ’ - . Y
) 1o - .8 -~ - ! -~ ol S_V,
3 sain ( - ‘= ¢ A, ==
. > . i - . N \
K38 ’ ¥
o Veszp 4% ' ’ ) Y , ‘ Vs \SE 5y %
2. 285 p ot ST > (,1 “ A - ,‘ (2)
< B P . walko g /“‘~ \ I‘\ ) .

"

Figura 5.4 - Teste Presuntivo: Visualizagdo das bactérias no microscopio 6tico apds
coloragcdo de Gram: 1 — Bactéria de coloracao verde no TBX; 2 — bactéria de coloragdo branca
no TBX.

Figura 5.5 - Testes confirmativos:
1 - Crescimento da bactéria em meio de cultura Fluorocult (E. coli presente na tonalidade azul);
2 — Obtencéo de fluorescéncia (E. coli presente na emissao de fluorescéncia);
3 — Obtencéo do anel com adicdo de reagente Kovacs (E. coli presente em Indol (+)).

5.2 Resultados de TSA referentes a ETAR de Febros

Na tabela seguinte, Tabela 5.1, baseada nos resultados experimentais obtidos
na ETAR de Febros. Os exemplos de célculo para a elaboracdo dos resultados
experimentais encontram-se no Anexo C. Os resultados experimentais, com o0s
respetivos desvios padrdo encontram-se no Anexo D. No Anexo E, apresenta-se um
exemplo dos antibiogramas realizados.

A Figura 5.6 demonstra a variacdo dos didmetros dos halos de inibicdo, em
milimetros, entre o afluente e o efluente da ETAR de Febros, para cada antibiético. O

antibiético MTZ como teve halos nulos, ndo esta contido na figura referida.
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Tabela 5.1 - Média dos diametros dos halos de inibicdo obtidos com estirpes de E. coli isoladas no afluente e efluente da ETAR de Febros

Diametro do Halo (mm)

Data 23 de Marco | 7 de Abril 10 de Abril 20 de Abril 27 de Abril 4 de Maio 11 de Maio | 18 de Maio | 25 de Maio | 1 de Junho | 8 de Junho | 15 de Junho

Tipo de amostra Af. Ef. Af. Ef. Af. Ef. Af. Ef. Af. Ef. Af. Ef. Af. Ef. Af. Ef. Af. Ef. Af. Ef. Af. Ef. Af. Ef.

Eritromicina (15) 17,58 17,51 |15,44 | 10,54 | 15,84 | 16,52 | 16,01 | 10,66 | 15,00 | 0,00 |12,65|16,74|12,20|18,15|11,87|10,95|20,77 | 15,83 |14,74|12,23|13,98 | 16,59 | 14,12 | 12,12

Azitromicina (15) | 28,44 |28,51|28,06|23,94|28,48 | 31,24 | 28,06 | 27,62 | 29,49 | 18,40 | 26,30 | 30,89 | 29,18 | 32,34 | 22,70 | 30,89 | 31,90 | 24,80 | 27,14 | 20,20 | 28,14 | 32,16 | 25,42 | 24,15

Claritromicina (15) | 19,44 |18,51|19,32|10,76|16,67 | 15,82 (17,13 | 0,00 |16,17| 0,00 |13,05|17,19 | 14,70 (21,36 |12,56 | 12,04 | 18,47 | 16,36 | 14,90 | 13,28 | 14,12 | 21,51 | 11,62 | 13,39

Ofloxacina (5) 28,84 (11,38 | 9,54 |14,73|29,24|23,76|28,41|28,14| 0,00 | 7,34 | 28,42 |27,62|31,18 | 33,51 | 24,24 | 28,25| 32,09 | 29,28 | 27,56 | 27,08 | 30,17 | 32,92 | 28,57 | 26,72

Ciprofloxacina (5) |34,78|13,04|12,26 | 22,28 | 36,99 | 33,14 | 33,76 | 36,09 | 9,54 | 12,28 | 33,20 |31,94| 32,59 | 38,58 | 29,36 | 30,50 | 36,68 | 33,22 | 35,34 | 29,46 | 35,43 | 40,88 | 31,32 | 29,31

Antibidtico (Massa em pug)

Sulfametoxazol (50) |21,44|21,98| 0,00 | 0,00 |23,01| 0,00 |18,82| 0,00 | 0,00 | 0,00 |24,24|23,19|20,40|25,12| 0,00 |24,82| 0,00 |20,66|19,79|22,28| 0,00 | 0,00 | 16,18 | 21,46

Trimetoprim (5) 23,51 25,64 | 0,00 | 0,00 |23,86| 0,00 |22,45| 0,00 |22,26| 0,00 |21,10|20,02|24,43|26,38| 0,00 |24,33|24,70|21,94|17,53|20,16| 0,00 |24,71|17,46 | 23,16

Metronidazol (5) 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | O,00 | 0,00 | 0,00 | O,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | O,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

Metronidazol (50) 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | O,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

Legenda: Af. — afluente; Ef. — efluente.
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Figura 5.6 - Variacé@o dos didmetros dos halos em milimetros para cada antibiético conforme a data de execugédo do ensaio na ETAR de Febros
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De acordo com os estudos realizados em Portugal, estes mesmos antibiéticos sdo encontrados em
maior quantidade em ETAR hospitalares [17, 30, 31], estando também presentes em ETAR domésticas.
Esta situacdo necessita de uma atencao especial, porque a sua presenca nas ETAR pode contribuir para a
selecdo e propagacao de bactérias resistentes a farmacos.

Apo6s uma andlise a Tabela 5.1 e a Figura 5.6, na ETAR de Febros, verifica-se que ha variagbes
significativas, da resisténcia da bactéria E. coli aos antibiéticos ao longo deste estudo. As ocorréncias
destas variacdes podem ser atribuidas a pressédo seletiva causada pela presenca de antibiéticos nas
aguas residuais.

Para uma melhor compreensao vai ser feita uma analise mais especifica, para cada antibittico, dai
as préximas figuras, Figuras 5.7 — 5.13, apresentam os valores do didmetro do halo no afluente e no

efluente para cada dia de ensaio, respetivamente para cada um dos antibiéticos estudados.
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Figura 5.7 - Diametro dos halos da E. coli no Afluente e Efluente da
ETAR de Febros para o antibiético Eritromicina
Para o antibiético Eritromicina (Figura 5.7), a variacdo no dia 27 de Abril é a mais significativa,
ocorrendo um aumento da resisténcia da bactéria, observando-se a inexisténcia de qualquer halo de
inibicio de crescimento da E. coli isolada no efluente. Em contrapartida nos dias 4 e 11 de Maio
observam-se os maiores aumentos dos halos, isto é, diminuicdo de resisténcia da E. coli presente nos

efluentes. Em 50% dos dias avaliados verificou-se um aumento da resisténcia da E. coli a saida da ETAR.
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Figura 5.8 - Diametro dos halos da E.coli no Afluente e Efluente da
ETAR de Febros para o antibiético Azitromicina

Para o antibi6tico Azitromicina (Figura 5.8), os halos sdo maiores do que no caso da Eritromicina
consequentemente os efeitos relativos verificados consideram-se menos significativos (Figura 5.6). A
semelhangca da Eritromicina verifica-se um aumento de resisténcia em 50% dos dias analisados,

observando-se a 27 de Abril 0 aumento mais significativo de resisténcia da E. coli e no dia 18 de Maio

verifica-se a maior diminuicdo da resisténcia.
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Figura 5.9 - Didmetro dos halos da E.coli no Afluente e Efluente da
ETAR de Febros para o antibiético Claritromicina

Para o antibiético Claritromicina (Figura 5.9), identificaram-se 67% de situacdes de aumento da
resisténcia, tendo as variagées mais significativas ocorrido nos dias 20 e 27 de Abril, havendo um aumento
de resisténcia da bactéria E. coli ao antibiético com um halo inexistente, no caso da E. coli presente nos
efluentes destes dias. Por outro lado, tal como com os antibioticos anteriores, observou-se um aumento da
sensibilidade em alguns dias, sendo os mais significativos os dias 11 de Maio e 8 de Junho. Considerando
que o antibidtico Claritromicina é o prescrito com maior frequéncia para infegdes do trato respiratério, €
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interessante verificar as situacdes de resisténcia maxima coincidem com possiveis aumentos do seu
consumo.
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Figura 5.10 - Didametro dos halos da E. coli no Afluente e Efluente da
ETAR de Febros para o antibiético Ofloxacina
Para o antibiético Ofloxacina (Figura 5.10), observam-se halos maiores como no caso da
Azitromicina e apenas em 33% das situagfes foi identificado um aumento da resisténcia a este farmaco,
sendo o caso mais significativo identificado a 23 de Margo. Destaca-se a variagdo mais significativa no
sentido da reducdo da resisténcia no dia 27 de Abril, com resisténcia maxima verificada para a E. coli
presente no afluente, fendmeno inverso ao verificado nos antibidticos anteriores.
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Figura 5.11 - Didmetro dos halos da E.coli no Afluente e Efluente da
ETAR de Febros para o antibiético Ciprofloxacina

Para o antibiético Ciprofloxacina (Figura 5.11), observam-se também halos de maiores dimensdes
e apenas em 42% das situacOes foi identificado um aumento da resisténcia da E. coli, correspondendo o
caso mais extremo ao dia 23 de Marco, tal como na Ofloxacina. O tratamento da ETAR n&o provocou
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variagbes muito significativas no nivel de resisténcia da bactéria, ou verificou-se uma diminuicdo da

resisténcia nos restantes casos, sendo a mais significativa no dia 7 de Abril.
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Figura 5.12 - Didametro dos halos da E.coli no Afluente e Efluente da
ETAR de Febros para o antibiético Sulfametoxazol
Para o antibiético Sulfametoxazol (Figura 5.12), ocorreram varias variacdes significativas, com
efeitos diferentes. As situacdes mais graves correspondem aos dias 10 e 20 de Abril, em que ocorreu um
aumento extremo de resisténcia, e aos dias 7 e 27 de Abril e 8 de Junho em que se verificou resisténcia
maxima (halo nulo) a este farmaco (inalterada pela passagem na ETAR). Contrariamente, nos dias 18 e 25
de maio identificou-se uma diminuic&o extrema de resisténcia da bactéria ao antibidtico Sulfametoxazol, ja
gue a E. coli presente no afluente apresentava resisténcia maxima ao antibiético. De facto, de acordo com
0 observado na Figura 5.6 associam-se a este antibidtico as situacdes de variacdo de resisténcia mais

extremas e preocupantes devido aos halos nulos correspondentes a resisténcia maxima identificados em

® Afluente
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Figura 5.13 - Didmetro dos halos da E.coli no Afluente e Efluente da
ETAR de Febros para o antibiético Trimetoprim
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Para o antibidtico Trimetoprim (Figura 5.13) verifica-se um comportamento semelhante ao
antibiotico Sulfametoxazol, o que pode ser explicado devido a sua utilizacdo em conjunto. ldentificam-se
situacBes extremas de aumento de resisténcia ao antibiético nos dias 10, 20 e 27 de Abril. Observa-se
uma situacdo de resisténcia maxima no dia 7 de Abril, inalterada pela passagem na ETAR, e uma
diminuicdo drastica da mesma no dia 8 de Junho. Tal como o Sulfametoxazol, associam-se a este
antibiotico as situagdes de variagdo de resisténcia mais extremas e preocupantes pela resisténcia maxima
(halos nulos) identificados em varias amostras (29%).

A Claritromicina, o Trimetoprim e Sulfametoxazol sdo antibidticos prescritos para infecfes
respiratorios tendo-se verificado (relativamente ao periodo estudado na ETAR de Febros) um aumento de
resisténcia para estes trés antibidticos num espaco temporal associado a estes problemas de saude. O
més mais critico, com maior numero de ocorréncias de halo nulo, foi o0 més de Abril, nomeadamente no dia
27 de Abril. As situacbes mais criticas observadas na ETAR de Febros foram detetadas para estes
farmacos, principalmente para o Sulfametoxazol e o Trimetoprim.

Para o antibi6tico Metronidazol todos os halos foram nulos ao longo do estudo porque este mesmo
antibiotico tem caracteristicas antifingicas e antiparasitarias sendo esperada uma capacidade reduzida
para evitar o crescimento da E. coli.

A comparacao dos halos experimentais com os halos-padrédo para a obtencdo de uma classificagéo
de resisténcia ndo foi efectuada devido a inexisténcia de dados para os antibiéticos em estudo pela

bactéria E. coli.

5.3 Resultados de TSA referentes a ETAR de Lever

A tabela seguinte, Tabela 5.2, contém os resultados experimentais obtidos através da média dos
didmetros dos halos de inibicdo obtidos nos ensaios realizados na ETAR de Lever. Os exemplos de
calculo para a elaboragéo dos resultados experimentais encontram-se no Anexo C. Os dados préticos para
obtencdo dos resultados experimentais, com os respetivos desvios padrdo encontram-se no Anexo F. No
anexo E, esta um exemplo dos antibiogramas realizados.

A Figura 5.14 demonstra a variacdo dos didmetros dos halos de inibicdo, em milimetros, entre o
afluente e o efluente da ETAR de Lever, para cada antibiético. O antibiético MTZ como tem sempre halos

nulos, ndo esté contido na figura referida.
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Tabela 5.2 - Média dos diametros dos halos de inibigdo obtidos com estirpes de E. coli isoladas no afluente e efluente da ETAR de Lever
Didmetro do Halo (mm)

Data 10 de Abril 20 de Abril 27 de Abril 4 de Maio 11 de Maio 18 de Maio 25 de Maio 1 de Junho 8 de Junho | 15 de Junho

Tipo de amostra Af. Ef. Af. Ef. Af. Ef. Af. Ef. Af. Ef. Af. Ef. Af. Ef. Af. Ef. Af. Ef. Af. Ef.

Eritromicina (15) 11,40 | 10,07 | 7,84 | 7,81 | 7,13 | 6,87 |12,92|14,03| 0,00 |14,11|13,48|10,25|17,28|12,63|13,35|16,63|16,12|17,67|13,64|12,80

Azitromicina (15) 21,69 | 21,54 22,90 (24,03 (22,78 | 22,35 | 27,60 | 28,18 | 10,51 | 25,54 | 25,52 | 30,20 | 28,43 | 28,79 | 27,47 | 27,24 | 26,47 | 30,20 | 24,70 | 25,40

Claritromicina (15) | 11,48 |11,80|10,95| 0,00 | 8,80 | 7,95 | 12,68 | 13,82 | 0,00 | 14,88 | 14,32|12,87 | 15,18 | 13,22 | 16,78 | 16,58 | 17,09 | 18,05 | 14,84 | 14,12

Ofloxacina (5) 27,87 | 22,54 13,72 30,91 | 23,25 | 22,66 | 30,69 | 29,43 | 32,30 | 23,17 | 19,87 | 7,54 | 31,36 | 22,46 | 30,89 | 30,46 | 28,04 | 28,48 | 26,48 | 27,07

Ciprofloxacina (5) 33,05 | 28,57 18,83 30,00 (31,12 | 29,32 | 35,28 | 35,57 | 36,87 | 31,40 | 28,05 | 10,00 | 37,38 | 31,26 | 38,76 | 35,84 | 31,20 | 36,15 | 33,05 | 24,53

Sulfametoxazol (50) | 14,60 | 0,00 | 0,00 |17,93|16,93|13,06|19,96 | 20,56 | 0,00 | 24,44 |20,00|22,64|22,85|22,11|22,56|22,94|18,04|21,27|18,15| 16,00

Antibidtico (massa em ug)

Trimetoprim (5) 15,99 | 0,00 | 0,00 |19,83|15,46|14,40|21,61|23,87| 0,00 |21,58|21,18|18,57 25,98 |21,83|25,30(21,79|22,86|21,60|21,10|18,32

Metronidazol (5) 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

Metronidazol (50) 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

Legenda: Af. — afluente; Ef. — efluente.
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Figura 5.14 - Variacéo dos didmetros dos halos em milimetros para cada antibidtico conforme a data de execugédo do ensaio para a ETAR de Lever
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Apo6s uma analise a Tabela 5.2 e a Figura 5.14, na ETAR de Lever verifica-se que h& variagcdes
positivas e negativas significativas, variando o nivel de resisténcia da bactéria E. coli aos antibiéticos. As
ocorréncias destas variacdes podem estar relacionadas com a presenca de antibidticos nas aguas
residuais domésticas.

Vai ser apresentada uma andlise individual, para cada antibiético, nas Figuras 5.15 — 5.21, em que
se apresentam os valores do didametro do halo no afluente e no efluente para cada dia de ensaio,

respetivamente para cada um dos antibioticos estudados.
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Figura 5.15 - Didmetro dos halos da E. coli no Afluente e Efluente da
ETAR de Lever para o antibiotico Eritromicina
Para o antibiético Eritromicina (Figura 5.15), a variacdo no dia 11 de Maio é a mais significativa,
ocorrendo uma perda da resisténcia da bactéria E. coli isolada no efluente, que apresentava resisténcia
maxima (halo nulo) a entrada do tratamento. Nos dias 1 e 8 de Junho também houve um aumento da
sensibilidade. Todavia, nos dias 18 e 25 de Maio observa-se uma reducgéo dos halos, isto €, acréscimo de
resisténcia nos efluentes. S6 em 50% dos dias avaliados foi verificado um aumento da resisténcia da E.

coli a saida da ETAR.
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Figura 5.16 - Didmetro dos halos da E. coli no Afluente e Efluente da
ETAR de Lever para o antibiético Azitromicina
Para o antibiotico Azitromicina (Figura 5.16), a variagdo mais significativa foi no 11 de Maio
havendo uma diminui¢cdo da resisténcia da bactéria, como ocorreu no antibidtico Eritromicina. Para este
antibittico, os didmetros dos halos foram superiores aos didmetros do antibiético Eritromicina. O perfil de
variacdo destes dois antibiéticos revelou-se no entanto similar (Figura 5.14). Nos dias 18 de Maio e 8 de
Junho também houve uma subida da sensibilidade. Nos restantes dias, as mudancas nao foram muitas
significativas. Considerando que o antibiético Azitromicina € prescrito para doencas do trato respiratorio
como bronquite e pneumonia, a diminui¢cdo do diametro do halo inibi¢éo, ou seja, 0 aumento da resisténcia

podera estar coincidente com a época do ano em que as referidas doencas sao mais frequentes.
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Figura 5.17 - Didmetro dos halos da E.coli no Afluente e Efluente da
ETAR de Lever para o antibiético Claritromicina

Para o antibidtico Claritromicina (Figura 5.17), as variagBes mais significativas aconteceram nos
dias 20 de Abril (aumento da resisténcia) e 11 de Maio (reducdo da resisténcia), tendo sido identificados
halos nulos (10%) nestas situacdes. Foram detetados 50% de casos de diminuicdo de sensibilidade na
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ETAR. Considerando que o antibiético Claritromicina é prescrito com frequéncia para infe¢bes do trato
respiratorio, a diminuicdo do halo, isto é, o aumento da resisténcia podera estar relacionado com um

aumento destas referidas infegoes.
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Figura 5.18 - Diametro dos halos da E.coli no Afluente e Efluente da
ETAR de Lever para o antibiético Ofloxacina
Para o antibidtico Ofloxacina (Figura 5.18), as variacdes mais significativas aconteceram nos dias
20 de Abril (aumento da sensibilidade) e 11, 18 e 25 de Maio (aumento da resisténcia). Em 40% das
situacdes foi identificado um aumento da resisténcia a este farmaco. Para este antibidtico, os didmetros
dos halos foram superiores a dos outros antibioticos estudados, e equivalentes aos verificados para o

antibiotico Azitromicina.
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Figura 5.19 - Didmetro dos halos da E.coli no Afluente e Efluente da
ETAR de Lever para o antibiético Ciprofloxacina

Para o antibiético Ciprofloxacina (Figura 5.19), a semelhanca do antibiético Ofloxacina, as
mudancgas dos valores de didmetros dos halos sdo significativas nos dias 20 de Abril (redugcédo de
resisténcia) e 18 de Maio (aumento da resisténcia). Para este antibiético, os didmetros dos halos foram
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superiores a dos outros antibidticos estudados. Existem 50% de situa¢cdes de aumento da resisténcia na
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Figura 5.20 - Diametro dos halos da E.coli no Afluente e Efluente da
ETAR de Lever para o antibiético Sulfametoxazol
Para o antibidtico Sulfametoxazol (Figura 5.20), houve algumas varia¢des significativas no dia 10
de Abril (aumento de resisténcia) e 20 de Abril e 11 de Maio (aumento da sensibilidade), havendo halos

nulos em 15% das situagfes. S6 apenas 30% dos dias testados houve aumento de resisténcia.
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Figura 5.21 - Didmetro dos halos da E.coli no Afluente e Efluente da
ETAR de Lever para o antibiético Trimetoprim
Para o antibiético Trimetoprim (Figura 5.21) verificaram-se alteracfes semelhantes ao antibi6tico
Sulfametoxazol, devido a sua utilizacdo em conjunto. Tal como o antibiético Sulfametoxazol, as variagbes
mais significativas foram no dia 10 de Abril (aumento dréastico de resisténcia) e nos dias 20 de Abril e 11 de
Maio (diminuicdo drastica de resisténcia), tendo-se identificado 15% de situa¢des de resisténcia maxima.
Neste farmaco, 50% dos casos de analise ocorreu aumento de resisténcia por parte da bactéria E.coli.
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Para o antibiético Metronidazol foram obtidos halos nulos em todo o estudo, uma vez que este
antibiético tem caracteristicas antifungicas e antiparasitérias, a que corresponde a uma capacidade
reduzida de eliminar a E. coli.

Sinteticamente, a ETAR de Lever teve uma evolucdo um pouco diferente da ETAR de Febros. A
época em que se identificaram mais situagdes criticas foi entre final do més de Abril e meados do més de
Maio.

No periodo estudado, as situacfes mais criticas observadas na ETAR de Lever foram detetadas
para os farmacos Claritromicina, o Trimetoprim e Sulfametoxazol, principalmente os dois ultimos. Estes
antibioticos sao prescritos para infecbes respiratorios, podendo as situacdes de resisténcia maxima
corresponder ao periodo de maior consumo destes farmacos.

A classificacdo de resisténcia da batéria E. coli face aos antibioticos estudados néo foi possivel ter

acesso aos valores padréo para a realizagdo da comparagdo com os resultados experimentais.

5.4 Andlise da evolucéo do afluente das ETAR ao longo do estudo

Para obtengéo de conclus6es mais concretas, verificamos a evolucdo dos didmetros dos halos no

afluente nas Figuras 5.22 e 5.23.
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Figura 5.22 - Variagdo do didametro do halo do afluente ao longo do tempo na ETAR de Febros
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Figura 5.23 - Variacdo do didametro do halo do afluente ao longo do tempo na ETAR de Lever
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Na ETAR de Febros, os didametros dos halos no afluente diminuem ao longo do tempo, exceto nos
antibiéticos Ciprofloxacina e Ofloxacina. Na ETAR de Lever, os didametros dos halos no afluente aumentam
ligeiramente ao longo do tempo, apesar de haver uma subita descida no inicio do més de Maio. Este
fendmeno pode ser explicado por um aumento do consumo destes antibioticos neste periodo de tempo.

Conclui-se que as ETAR de Febros e Lever recebem diariamente estirpes resistentes aos
antibiéticos da bactéria E. coli no seu afluente, o que é um caso preocupante pois se estas estirpes

resistentes ndo forem removidas pela ETAR através de desinfecao, irdo para o meio hidrico.
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6. Conclusdes e sugestdes para trabalhos futuros

Esta dissertacdo teve como objetivo a avaliagdo do funcionamento de duas ETAR do interior do
municipio de Vila Nova de Gaia quanto a eliminacdo ou disseminagcdo de bactérias resistentes a
antibidticos. Assim, realizaram-se testes de sensibilidade a alguns antibiéticos na ETAR de Febros e na
ETAR de Lever nos seus afluentes e efluentes e foi avaliada a eficiéncia da desinfe¢édo por radiagdo UV na
ETAR de Lever.

Foram selecionados para este estudo alguns dos antibiéticos mais consumidos e persistentes no
ambiente: Eritromicina; Azitromicina; Claritromicina; Ofloxacina; Ciprofloxacina; Sulfametoxazol,
Trimetoprim e Metronidazol. A bactéria usada nestes ensaios foi a E. coli isolada a partir de amostras das
aguas residuais estudadas, uma vez que esta é uma bactéria suscetivel de adquirir resisténcias.

Em ambas as ETAR, as situagdes mais criticas (maior numero de ocorréncias de halo nulo) foram
observadas para os farmacos Claritromicina, Sulfametoxazol e o Trimetoprim, principalmente estes dois
Gltimos. Para a ETAR de Febros o més mais critico foi o de Abril, enquanto que para ETAR de Lever foi
entre final do més de Abril e meados do més de Maio. Dentro do periodo estudado (de Margo a Junho de
2015) considera-se que esses periodos poderdo coincidir com a ocorréncia de infegdes respiratorias
associadas a esta época do ano e consequente aumento do consumo destes antibioticos.

Para o antibiotico Metronidazol todos os halos foram nulos ao longo do estudo porque este mesmo
antibiético tem caracteristicas antifingicas e antiparasitarias sendo esperada uma capacidade reduzida
para evitar o crescimento da E. coli.

Sintetizando, na ETAR de Febros, os diametros dos halos no afluente diminuem ao longo do
tempo, exceto nos antibiéticos Ciprofloxacina e Ofloxacina e na ETAR de Lever, os diametros dos halos no
afluente aumentam ligeiramente ao longo do tempo, apesar de haver uma subita descida no inicio do més
de Maio.

Quando a unidade de desinfecdo por radiacdo UV na ETAR de Lever funcionou de forma normal
(sem avaria e com limpeza adequada) a eficiéncia revelou-se satisfatoria.

Conclui-se que as ETAR de Febros e Lever recebem diariamente estirpes resistentes aos
antibioticos da bactéria E. coli no seu afluente, 0 que é um caso preocupante pois se estas estirpes
resistentes ndo forem removidas pela ETAR através de desinfe¢do, seram descarregadas para 0 meio
hidrico.

Para a realizacéo de trabalhos futuros apresentam-se as seguintes sugestoes:

e Alargar o periodo de estudo a pelo menos 12 meses;
e Realizar este estudo com outras bactérias nomeadamente a Pseudomonas aeruginosa,;

e Expandir o estudo a outras ETAR em funcionamento do distrito do Porto.
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Anexos

Tecnologias de Protecdo Ambiental

Anexo A: Planeamento semestral da dissertacéo

Tabela Al - Planeamento semestral da dissertacdo

Data Inicial Data Final Acdo a decorrer

15 Set 2014 28 Fev 2015 Pesquisa e elaboracdo da parte tedrica da dissertacao.
01 Mar 2015 | 31 Mar 2015 Realizacdo de testes e aprendizagem da técnica.

Recolha de Amostras na entrada e na saida dos reatores
. biolégicos nas ETAR,;
01 Abr 2015 | 31 Mai 2015 L . L
Realizacdo dos testes microbioldgicos das amostras;
Andlise de resultados experimentais.

01 Jun 2015 30 Set 2015 Escrita mais elaborada da dissertacao.
01 Out 2015 | 23 Nov 2015 Finalizacdo da dissertacao e defesa da mesma.
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Anexo B: Curva de calibracdo da Escala McFarland num espectrofotometro UV

Tabela B1 - Indicacdes da preparacdo dos padrdes da escala de McFarland e absorvancias obtidas

Padrdo da
Escala BaCl, | HxS0, Réplicas (Abs) Absorvancia
McFarland 1% 1%
0,5 0,05 | 9,95 [0,096|0,113|0,096 0,102
1 0,10 | 9,90 [0,204|0,217|0,213 0,211
2 0,20 | 9,80 [0,451|0,448|0,445 0,448
3 0,30 | 9,70 |{0,643|0,625|0,640 0,636
4 0,40 | 9,60 [0,840|0,828|0,831 0,833
5 0,50 | 9,50 [1,056|1,050|1,021 1,042
6 0,60 | 9,40 |1,229|1,223 1,226
7 0,70 | 9,30 |1,333|1,323 1,328
8 0,80 | 9,20 |1,658 1,677 1,668
9 0,90 | 9,10 |1,600 1,590 1,595
10 1,00 | 9,00 |1,671|1,707 1,689
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Anexo C: Exemplo de célculo

e Célculo do desvio padrédo dos ensaios:
desvio padrdao = DESVPAD(ensaiol; ensaio2; ensaio3)

o Exemplo para os ensaios no dia 24 de Marc¢o para o antibiético Eritromicina para a ETAR de
Febros:

desvio padrdao = DESVPAD(5,50; 7,00; 5,00) = 1,041
e Calculo da média dos diametros dos halos de inibig&o:
didmetro disco = 5,91 mm
(ensaiol + ensaio2 + ensaio3)

3
média diametro halos (mm) = 2 X média raio + didmetro disco

média raio halos (mm) =

o Exemplo para os ensaios no dia 24 de Mar¢o para o antibiotico Eritromicina para a ETAR de
Febros:
e (5,50 + 7,00 + 5,00)
média raio halos = 3 = 5,833 mm

média diametro halos = 2 X 5,833 + 5,91 = 17,577 mm

e Caélculo da variagédo dos didametros dos halos de inibig&o:

Variagdo didmetro halos (mm) = média do afluente — média do efluente

o Exemplo para os ensaios no dia 24 de Mar¢o para o antibiotico Eritromicina para a ETAR de
Febros:
Variagdo didmetro halos = 17,58 — 17,51 = 0,07 mm
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Anexo D: Resultados experimentais obtidos da ETAR de Febros

e Diametro do disco de antibi6tico = 5,91 mm

Tecnologias de Protecdo Ambiental

Tabela D1 - Resultados experimentais no dia 24 de Mar¢o para a ETAR de Febros

Afluente Efluente
Antibiotico Réplicas Desvio Raio Halo Diametro Réplicas Desvio |Raio Halo| Diametro
(Massa) (mm) Padrao (mm) Halo (mm) (mm) Padréao (mm) Halo (mm)
- 5,50 6,70
E””(Olmsﬁc'”a 7,00 1,041 5,833 17,577 5,70 0,854 5,800 17,510
5,00 5,00
o 10,60 12,90
Az'tr(irg)'c'”a 11,70 0,586 11,267 28,443 9,80 1,552 11,300 28,510
11,50 11,20
- 6,90 5,70
C'a“t(rfg)“c'”a 8,40 1,704 6,767 19,443 7,00 0,656 6,300 18,510
5,00 6,20
11,20 3,90
Ofloxacina (5) | 10,20 1,419 11,467 28,843 2,00 1,021 2,733 11,377
13,00 2,30
14,00 250
Cipmfég;‘a‘:i”a 12,90 1,790 14,433 34,777 4,20 0,929 3,567 13,043
16,40 4,00
8,40 9,00
S“'far?seé;”(azo' 8,40 1,097 7,767 21,443 7,70 0,850 8,033 21,977
6,50 7,40
9,00 10,40
Trimetoprim (5)| 8,80 0,200 8,800 23,510 10,00 0,611 9,867 25,643
8,60 9,20
. 0,00 0,00
Me”o(g')dazo' 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
. 0,00 0,00
Me”g‘(')‘;azo' 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
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Tabela D2 - Resultados experimentais no dia 7 de Abril para a ETAR de Febros

Afluente Efluente
Antibiotico Réplicas Desvio Raio Halo Diametro Réplicas | Desvio | Raio Halo | Diametro
(Massa) (mm) Padrao (mm) Halo (mm) (mm) | Padréo (mm) Halo (mm)

4,06 2,69

Eritromicina (15) 3,80 1,455 4,767 15,443 2,31 0,370 2,317 10,543
6,44 1,95
10,51 10,36

Azitromicina (15) 11,38 0,491 11,077 28,063 7,64 1,360 9,017 23,943
11,34 9,05
7,33 2,22

Claritromicina (15) 5,19 1,320 6,707 19,323 2,84 0,361 2,423 10,757
7,60 2,21
2,18 4,35

Ofloxacina (5) 1,83 0,370 1,817 9,543 4,66 0,226 4,410 14,730
1,44 4,22
3,18 7,57

Ciprofloxacina (5) 3,04 0,135 3,177 12,263 8,80 0,615 8,187 22,283
3,31 8,19
0,00 0,00

Sulfametoxazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Trimetoprim (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00

Vera Alexandra Tavares Barbosa
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Tabela D3 - Resultados experimentais no dia 10 de Abril para a ETAR de Febros

Afluente Efluente
Antibiotico Réplicas Desvio Raio Halo Diametro Réplicas Desvio Raio Halo Didmetro
(Massa) (mm) Padréo (mm) Halo (mm) (mm) Padrao (mm) Halo (mm)

5,20 4,57

Eritromicina (15) 5,50 0,681 4,967 15,843 5,76 0,641 5,303 16,517
4,20 5,58
11,09 13,11

Azitromicina (15) 11,27 0,200 11,283 28,477 13,29 0,934 12,663 31,237
11,49 11,59
5,18 4,02

Claritromicina (15) 4,64 0,858 5,380 16,670 4,74 1,056 4,953 15,817
6,32 6,10
11,01 10,82

Ofloxacina (5) 11,90 0,573 11,663 29,237 8,44 1,703 8,927 23,763
12,08 7,52
14,56 13,63

Ciprofloxacina (5) 16,32 0,897 15,540 36,990 12,53 1,080 13,617 33,143
15,74 14,69
7,90 0,00

Sulfametoxazol (50) 8,91 0,564 8,550 23,010 0,00 0,000 0,000 0,000
8,84 0,00
9,31 0,00

Trimetoprim (5) 8,68 0,317 8,977 23,863 0,00 0,000 0,000 0,000
8,94 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00

Vera Alexandra Tavares Barbosa

6l|Pagina




Mestrado em Engenharia Quimica

Tecnologias de Protecdo Ambiental

Tabela D4 - Resultados experimentais no dia 20 de Abril para a ETAR de Febros

Afluente Efluente
Antibiotico Réplicas Desvio | Raio Halo | Diametro Réplicas Desvio | Raio Halo | Diametro
(Massa) (mm) Padréo (mm) Halo (mm) (mm) Padrao (mm) Halo (mm)

5,00 2,21

Eritromicina (15) 5,18 0,114 5,050 16,010 2,74 0,315 2,377 10,663
4,97 2,18
10,55 10,79

Azitromicina (15) 11,14 0,493 11,073 28,057 11,13 0,251 10,853 27,617
11,53 10,64
6,42 0,00

Claritromicina (15) 5,47 0,750 5,610 17,130 0,00 0,000 0,000 0,000
4,94 0,00
11,13 10,58

Ofloxacina (5) 11,65 0,356 11,250 28,410 11,54 0,490 11,117 28,143
10,97 11,23
14,53 14,95

Ciprofloxacina (5) 12,81 0,965 13,923 33,757 15,00 0,201 15,090 36,090
14,43 15,32
6,95 0,00

Sulfametoxazol (50) 5,63 0,720 6,457 18,823 0,00 0,000 0,000 0,000
6,79 0,00
8,54 0,00

Trimetoprim (5) 8,32 0,298 8,270 22,450 0,00 0,000 0,000 0,000
7,95 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00

Vera Alexandra Tavares Barbosa
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Tabela D5 - Resultados experimentais no dia 27 de Abril para a ETAR de Febros

Afluente Efluente
Antibiodtico Réplicas | Desvio Raio Halo Diametro Réplicas Desvio | Raio Halo | Diametro
(Massa) (mm) Padréo (mm) Halo (mm) (mm) Padrao (mm) Halo (mm)

4,30 0,00

Eritromicina (15) 4,56 0,240 4,547 15,003 0,00 0,000 0,000 0,000
4,78 0,00
11,17 6,66

Azitromicina (15) 12,70 0,805 11,790 29,490 6,04 0,361 6,243 18,397
11,50 6,03
4,48 0,00

Claritromicina (15) 5,36 0,571 5,130 16,170 0,00 0,000 0,000 0,000
5,55 0,00
0,00 0,77

Ofloxacina (5) 0,00 #DIV/0! 0,000 0,000 0,70 0,047 0,717 7,343
0,00 0,68
1,99 3,61

Ciprofloxacina (5) 1,93 0,250 1,817 9,543 3,48 0,630 3,183 12,277
1,53 2,46
0,00 0,00

Sulfametoxazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
8,31 0,00

Trimetoprim (5) 8,16 0,126 8,177 22,263 0,00 0,000 0,000 0,000
8,06 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00

Vera Alexandra Tavares Barbosa
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Tabela D6 - Resultados experimentais no dia 4 de Maio para a ETAR de Febros

Afluente Efluente
Antibiodtico Réplicas| Desvio | Raio Halo| Diametro Réplicas Desvio | Raio Halo Diadmetro
(Massa) (mm) Padréo (mm) Halo (mm) (mm) Padrao (mm) Halo (mm)

3,53 5,04

Eritromicina (15) 3,67 0,404 3,370 12,650 5,68 0,333 5,413 16,737
2,91 5,52
10,38 12,06

Azitromicina (15) 10,04 0,172 10,193 26,297 12,54 0,407 12,490 30,890
10,16 12,87
3,45 5,17

Claritromicina (15) 3,85 0,243 3,570 13,050 5,99 0,423 5,640 17,190
3,41 5,76
11,13 10,67

Ofloxacina (5) 11,26 0,125 11,257 28,423 10,70 0,292 10,853 27,617
11,38 11,19
13,85 13,21

Ciprofloxacina (5) 13,61 0,192 13,643 33,197 13,29 0,406 13,017 31,943
13,47 12,55
9,04 8,36

Sulfametoxazol (50) 9,43 0,231 9,163 24,237 9,05 0,363 8,640 23,190
9,02 8,561
7,89 6,91

Trimetoprim (5) 7,86 0,488 7,593 21,097 7,04 0,150 7,053 20,017
7,03 7,21
0,00 0,00

Metronidazol (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00

Vera Alexandra Tavares Barbosa
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Tabela D7 - Resultados experimentais no dia 11 de Maio para a ETAR de Febros

Afluente Efluente
Antibiotico Réplicas | Desvio | Raio Halo Diametro Réplicas | Desvio | Raio Halo Didmetro
(Massa) (mm) Padréo (mm) Halo (mm) (mm) Padrao (mm) Halo (mm)

Eritromicina (15) 3,31 0,233 3,145 12,200 6,79 0,580 6,120 18,150
2,98 5,78
11,59 12,70

Azitromicina (15) 11,88 0,228 11,633 29,177 12,81 0,802 13,217 32,343
11,43 14,14
4,27 7,44

Claritromicina (15) 5,28 0,827 4,397 14,703 6,98 0,918 7,723 21,357
3,64 8,75

Ofloxacina (5) 12,55 0,168 12,637 31,183 13,68 0,170 13,800 33,510
12,53 13,92
14,55 16,37

Ciprofloxacina (5) 13,21 1,151 13,340 32,590 16,99 0,671 16,337 38,583
12,26 15,65
7,63 8,76

Sulfametoxazol (50) 7,18 0,355 7,247 20,403 10,31 0,785 9,607 25,123
6,93 9,75
9,03 10,50

Trimetoprim (5) 9,34 0,202 9,260 24,430 10,09 0,231 10,233 26,377
9,41 10,11
0,00 0,00

Metronidazol (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00

Vera Alexandra Tavares Barbosa
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Tabela D8 - Resultados experimentais no dia 18 de Maio para a ETAR de Febros

Afluente Efluente
Antibiotico Réplicas Desvio | Raio Halo | Diametro Réplicas Desvio | Raio Halo | Diametro
(Massa) (mm) Padrao (mm) Halo (mm) (mm) Padrao (mm) Halo (mm)

2,84 2,89

Eritromicina (15) 3,04 0,122 2,980 11,870 2,78 0,548 2,520 10,950
3,06 1,89
8,69 13,33

Azitromicina (15) 7,89 0,438 8,393 22,697 12,71 0,969 12,490 30,890
8,60 11,43
2,81 2,71

Claritromicina (15) 3,20 0,585 3,323 12,557 3,73 0,575 3,067 12,043
3,96 2,76
9,54 11,83

Ofloxacina (5) 9,64 0,741 9,163 24,237 10,57 0,632 11,170 28,250
8,31 11,11
12,60 11,89

Ciprofloxacina (5) 11,98 1,029 11,723 29,357 12,27 0,415 12,293 30,497
10,59 12,72
0,00 9,86

Sulfametoxazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 9,75 0,612 9,453 24,817
0,00 8,75
0,00 8,75

Trimetoprim (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 9,89 0,601 9,210 24,330
0,00 8,99
0,00 0,00

Metronidazol (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00

Vera Alexandra Tavares Barbosa
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Tabela D9 - Resultados experimentais no dia 25 de Maio para a ETAR de Febros

Afluente Efluente
Antibiotico Réplicas Desvio | Raio Halo | Diametro Réplicas Desvio | Raio Halo | Diametro
(Massa) (mm) Padrao (mm) Halo (mm) (mm) Padrao (mm) Halo (mm)

Eritromicina (15) 7,73 0,822 7,430 20,770 4,73 0,325 4,960 15,830
6,50 5,19
13,66 9,25

Azitromicina (15) 13,28 0,847 12,993 31,897 8,62 0,941 9,447 24,803
12,04 10,47
6,72 4,96

Claritromicina (15) 6,51 0,590 6,280 18,470 4,79 0,615 5,227 16,363
5,61 5,93
13,07 11,67

Ofloxacina (5) 13,40 0,300 13,090 32,090 11,28 0,410 11,683 29,277
12,80 12,10
15,43 12,55

Ciprofloxacina (5) 15,24 0,127 15,383 36,677 14,47 0,992 13,653 33,217
15,48 13,94
0,00 6,74

Sulfametoxazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 7,76 0,555 7,377 20,663
0,00 7,63
9,71 7,99

Trimetoprim (5) 9,58 0,435 9,397 24,703 8,08 0,059 8,013 21,937
8,90 7,97
0,00 0,00

Metronidazol (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
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Tabela D10 - Resultados experimentais no dia 1 de Junho para a ETAR de Febros

Afluente Efluente
Antibiotico Réplicas | Desvio | Raio Halo Diametro Réplicas | Desvio | Raio Halo Didmetro
(Massa) (mm) Padréo (mm) Halo (mm) (mm) Padrao (mm) Halo (mm)

5,23 2,96

Eritromicina (15) 3,99 0,707 4,413 14,737 3,51 0,304 3,160 12,230
4,02 3,01
11,04 7,44

Azitromicina (15) 10,53 0,392 10,613 27,137 7,23 0,343 7,147 20,203
10,27 6,77

Claritromicina (15) 4,86 0,325 4,493 14,897 3,49 0,276 3,685 13,280
4,24 3,88
10,73 10,12

Ofloxacina (5) 10,92 0,095 10,827 27,563 10,23 0,709 10,583 27,077
10,83 11,40
14,61 11,55

Ciprofloxacina (5) 14,77 0,090 14,713 35,337 12,41 0,556 11,777 29,463
14,76 11,37
8,56 8,42

Sulfametoxazol (50) 5,86 1,429 6,940 19,790 8,36 0,359 8,183 22,277
6,40 7,77
7,08 7,55

Trimetoprim (5) 4,78 1,169 5,810 17,530 7,50 0,690 7,127 20,163
5,57 6,33
0,00 0,00

Metronidazol (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00

Vera Alexandra Tavares Barbosa
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Tabela D11 - Resultados experimentais no dia 8 de Junho para a ETAR de Febros

Afluente Efluente
Antibiotico Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro | Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro
(Massa) (mm) Padrao (mm) Halo (mm) (mm) Padrao (mm) Halo (mm)

4,04 5,93

Eritromicina (15) 3,27 0,760 4,033 13,977 5,79 0,903 5,340 16,590
4,79 4,30
11,11 13,29

Azitromicina (15) 10,47 0,650 11,117 28,143 13,78 0,748 13,127 32,163
11,77 12,31
3,78 8,49

Claritromicina (15) 4,14 0,311 4,107 14,123 7,99 0,802 7,800 21,510
4,40 6,92
12,54 13,57

Ofloxacina (5) 10,91 1,075 12,130 30,170 13,42 0,078 13,507 32,923
12,94 13,53
14,36 16,83

Ciprofloxacina (5) 15,39 0,552 14,760 35,430 17,84 0,567 17,483 40,877
14,53 17,78
0,00 0,00

Sulfametoxazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 9,46

Trimetoprim (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 9,17 0,207 9,400 24,710
0,00 9,57
0,00 0,00

Metronidazol (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
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Tabela D12 - Resultados experimentais no dia 15 de Junho para a ETAR de Febros

Afluente Efluente
Antibiotico Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro | Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro
(Massa) (mm) Padrao (mm) Halo (mm) (mm) Padrao (mm) Halo (mm)

Eritromicina (15) 3,54 0,505 4,107 14,123 3,02 0,120 3,105 12,120
4,51 3,19
10,37 8,97

Azitromicina (15) 10,30 1,008 9,753 25,417 9,13 0,145 9,120 24,150
8,59 9,26
2,45 3,36

Claritromicina (15) 2,94 0,372 2,857 11,623 4,64 0,783 3,740 13,390
3,18 3,22
10,95 10,44

Ofloxacina (5) 11,73 0,390 11,330 28,570 9,72 0,666 10,403 26,717
11,31 11,05
12,18 11,31

Ciprofloxacina (5) 12,47 0,677 12,707 31,323 12,07 0,380 11,700 29,310
13,47 11,72
4,81 7,90

Sulfametoxazol (50) 5,06 0,366 5,133 16,177 7,78 0,130 7,773 21,457
5,53 7,64
5,59 8,24

Trimetoprim (5) 5,42 0,472 5,773 17,457 9,65 0,895 8,627 23,163
6,31 7,99
0,00 0,00

Metronidazol (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00

Vera Alexandra Tavares Barbosa
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Anexo E: Exemplo dos Antibiogramas realizados ao efluente da ETAR de Febros no dia
24 de Marco de 2015

Figura E1 - Exemplo dos Antibiogramas realizados ao efluente da ETAR de Febros
no dia 24 de Marco de 2015
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Anexo F: Resultados experimentais obtidos da ETAR de Lever

Tabela F1 - Resultados experimentais no dia 10 de Abril para a ETAR de Lever

Afluente Efluente
Antibiotico Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro | Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro
(Massa) (mm) Padrao (mm) Halo (mm) (mm) Padrao (mm) Halo (mm)

6,03 4,64

Eritromicina (15) 5,39 0,320 5,700 11,400 5,10 0,365 5,033 10,067
5,68 5,36
10,73 10,80

Azitromicina (15) 10,36 0,549 10,843 21,687 10,21 0,546 10,770 21,540
11,44 11,30
5,08 5,45

Claritromicina (15) 6,14 0,576 5,740 11,480 4,10 2,062 5,900 11,800
6,00 8,15
13,70 11,41

Ofloxacina (5) 14,34 0,351 13,937 27,873 11,25 0,131 11,270 22,540
13,77 11,15
16,50 14,06

Ciprofloxacina (5) 16,57 0,038 16,527 33,053 14,51 0,318 14,285 28,570
7,17 0,00

Sulfametoxazol (50) 7,47 0,154 7,300 14,600 0,00 0,000 0,000 0,000
7,26 0,00
7,64 0,00

Trimetoprim (5) 8,33 0,345 7,993 15,987 0,00 0,000 0,000 0,000
8,01 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
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Tabela F2 - Resultados experimentais no dia 20 de Abril para a ETAR de Lever

Afluente Efluente
Antibiotico Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro | Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro
(Massa) (mm) Padrao (mm) Halo (mm) (mm) Padrao (mm) Halo (mm)

3,50 3,54

Eritromicina (15) 4,63 0,618 3,920 7,840 4,13 0,318 3,903 7,807
3,63 4,04
11,63 11,18

Azitromicina (15) 11,93 0,591 11,450 22,900 12,39 0,723 12,013 24,027
10,79 12,47
571 0,00

Claritromicina (15) 5,32 0,208 5,473 10,947 0,00 0,000 0,000 0,000
5,39 0,00
6,91 12,20

Ofloxacina (5) 6,67 0,171 6,860 13,720 12,37 5,488 15,453 30,907
7,00 21,79
9,54 16.27

Ciprofloxacina (5) 9,25 0,148 9,413 18,827 14,95 0,071 15,000 30,000
9,45 15,05
0,00 9,17

Sulfametoxazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 8,81 0,186 8,963 17,927
0,00 8,91
0,00 9,90

Trimetoprim (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 9,79 0,131 9,913 19,827
0,00 10,05
0,00 0,00

Metronidazol (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
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Tabela F3 - Resultados experimentais no dia 27 de Abril para a ETAR de Lever

Afluente Efluente
Antibiotico Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro | Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro
(Massa) (mm) Padrao (mm) Halo (mm) (mm) Padrao (mm) Halo (mm)

2,93 3,62

Eritromicina (15) 4,11 0,596 3,567 7,133 3,27 0,176 3,433 6,867
3,66 3,41
10,96 11,66

Azitromicina (15) 11,15 0,588 11,390 22,780 11,30 0,561 11,173 22,347
12,06 10,56
5,37 3,74

Claritromicina (15) 3,65 0,881 4,400 8,800 4,30 0,290 3,977 7,953
4,18 3,89
10,96 11,61

Ofloxacina (5) 11,93 0,578 11,627 23,253 11,96 0,807 11,330 22,660
11,99 10,42
16,02 14,35

Ciprofloxacina (5) 16,15 0,912 15,560 31,120 15,45 0,689 14,660 29,320
14,51 14,18
8,52 6,09

Sulfametoxazol (50) 8,04 0,398 8,463 16,927 6,38 0,531 6,530 13,060
8,83 7,12
7,42 7,02

Trimetoprim (5) 7,85 0,271 7,730 15,460 7,46 0,231 7,200 14,400
7,92 7,12
0,00 0,00

Metronidazol (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00

Vera Alexandra Tavares Barbosa

75|Pagina




Mestrado em Engenharia Quimica

Tecnologias de Protecdo Ambiental

Tabela F4 - Resultados experimentais no dia 4 de Maio para a ETAR de Lever

Afluente Efluente
Antibiotico Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro | Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro
(Massa) (mm) Padrao (mm) Halo (mm) (mm) Padréo (mm) Halo (mm)

3,78 3,94

Eritromicina (15) 3,00 0,437 3,503 12,917 4,00 0,159 4,060 14,030
3,73 4,24
11,18 11,43

Azitromicina (15) 10,50 0,340 10,847 27,603 10,47 0,576 11,133 28,177
10,86 11,50
3,00 3,29

Claritromicina (15) 3,37 0,395 3,387 12,683 5,02 0,931 3,957 13,823
3,79 3,56
12,18 12,06

Ofloxacina (5) 12,20 0,347 12,390 30,690 12,26 0,700 11,760 29,430
12,79 10,96
14,95 14,70

Ciprofloxacina (5) 14,62 0,237 14,687 35,283 15,04 0,184 14,830 35,570
14,49 14,75
7,22 6,57

Sulfametoxazol (50) 6,83 0,195 7,027 19,963 7,76 0,655 7,323 20,557
7,03 7,64
7,95 9,11

Trimetoprim (5) 7,77 0,092 7,850 21,610 8,69 0,252 8,980 23,870
7,83 9,14
0,00 0,00

Metronidazol (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00

Vera Alexandra Tavares Barbosa
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Tabela F5 - Resultados experimentais no dia 11 de Maio para a ETAR de Lever

Afluente Efluente
Antibiotico Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro | Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro
(Massa) (mm) Padrao (mm) Halo (mm) (mm) Padrao (mm) Halo (mm)

0,00 4,01

Eritromicina (15) 0,00 0,000 0,000 0,000 3,78 0,373 4,100 14,110
0,00 4,51
2,15 9,60

Azitromicina (15) 2,18 0,234 2,300 10,510 9,92 0,185 9,813 25,537
2,57 9,92
0,00 4,65

Claritromicina (15) 0,00 0,000 0,000 0,000 4,38 0,146 4,483 14,877
0,00 4,42
13,91 8,31

Ofloxacina (5) 12,09 0,972 13,197 32,303 8,75 0,280 8,630 23,170
13,59 8,83
14,80 12,67

Ciprofloxacina (5) 15,49 0,675 15,480 36,870 12,12 0,668 12,747 31,403
16,15 13,45
0,00 9,59

Sulfametoxazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 9,22 0,307 9,263 24,437
0,00 8,98
0,00 7,73

Trimetoprim (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 7,98 0,131 7,833 21,577
0,00 7,79
0,00 0,00

Metronidazol (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00

Vera Alexandra Tavares Barbosa

77|Pagina




Mestrado em Engenharia Quimica

Tecnologias de Protecdo Ambiental

Tabela F6 - Resultados experimentais no dia 18 de Maio para a ETAR de Lever

Afluente Efluente
Antibiotico Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro | Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro
(Massa) (mm) Padrao (mm) Halo (mm) (mm) Padréo (mm) Halo (mm)

Eritromicina (15) 3,93 0,205 3,785 13,480 1,92 0,382 2,170 10,250
3,64 1,98
9,00 11,85

Azitromicina (15) 10,16 0,700 9,807 25,523 12,82 0,588 12,143 30,197
10,26 11,76
3,53 3,57

Claritromicina (15) 4,19 0,685 4,207 14,323 3,93 0,501 3,480 12,870
4,90 2,94
6,96 0,73

Ofloxacina (5) 5,55 1,440 6,980 19,870 1,14 0,290 0,817 7,543
8,43 0,58
11,42 2,26

Ciprofloxacina (5) 11,71 0,870 11,070 28,050 1,78 0,243 2,043 9,997
10,08 2,09
6,71 9,12

Sulfametoxazol (50) 7,98 0,819 7,047 20,003 8,25 0,707 8,363 22,637
6,45 7,72
6,87 5,93

Trimetoprim (5) 7,99 0,662 7,633 21,177 6,48 0,350 6,330 18,570
8,04 6,58
0,00 0,00

Metronidazol (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00

Vera Alexandra Tavares Barbosa
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Tabela F7 - Resultados experimentais no dia 25 de Maio para a ETAR de Lever

Afluente Efluente
Antibiotico Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro | Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro
(Massa) (mm) Padrao (mm) Halo (mm) (mm) Padrao (mm) Halo (mm)

6,13 3,63

Eritromicina (15) 5,49 0,385 5,687 17,283 3,41 0,298 3,360 12,630
5,44 3,04
11,18 10,83

Azitromicina (15) 11,20 0,122 11,260 28,430 12,04 0,605 11,440 28,790
11,40 11,45
4,40 4,17

Claritromicina (15) 4,70 0,212 4,637 15,183 2,80 0,744 3,653 13,217
4,81 3,99
12,53 8,72

Ofloxacina (5) 13,35 0,552 12,727 31,363 9,10 1,113 8,277 22,463
12,30 7,01
16,26 12,42

Ciprofloxacina (5) 15,85 0,588 15,737 37,383 12,80 0,222 12,677 31,263
15,10 12,81
7,90 8,36

Sulfametoxazol (50) 8,61 0,514 8,470 22,850 7,98 0,225 8,100 22,110
8,90 7,96
9,86 7,83

Trimetoprim (5) 10,48 0,390 10,033 25,977 8,64 0,625 7,960 21,830
9,76 7,41
0,00 0,00

Metronidazol (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00

Vera Alexandra Tavares Barbosa
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Tabela F8 - Resultados experimentais no dia 1 de Junho para a ETAR de Lever

Afluente Efluente
Antibidtico Réplicas | Desvio | Raio Halo Diametro Réplicas | Desvio | Raio Halo Diametro
(Massa) (mm) Padrao (mm) Halo (mm) (mm) Padréo (mm) Halo (mm)

3,97 4,84

Eritromicina (15) 3,63 0,219 3,720 13,350 5,25 0,583 5,360 16,630
3,56 5,99
10,09 11,80

Azitromicina (15) 11,20 0,602 10,780 27,470 10,08 0,982 10,667 27,243
11,05 10,12
5,72 5,41

Claritromicina (15) 5,51 0,332 5,433 16,777 5,03 0,277 5,337 16,583
5,07 5,57
12,51 12,62

Ofloxacina (5) 12,22 0,261 12,490 30,890 12,56 0,544 12,277 30,463
12,74 11,65
15,86 15,57

Ciprofloxacina (5) 17,05 0,598 16,423 38,757 14,73 0,530 14,963 35,837
16,36 14,59
8,63 7,80

Sulfametoxazol (50) 8,38 0,333 8,327 22,563 9,23 0,715 8,513 22,937
7,97 8,51
9,50 7,64

Trimetoprim (5) 9,88 0,190 9,697 25,303 8,38 0,389 7,940 21,790
9,71 7,80
0,00 0,00

Metronidazol (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00

Vera Alexandra Tavares Barbosa
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Tabela F9 - Resultados experimentais no dia 8 de Junho para a ETAR de Lever

Afluente Efluente
Antibiotico Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro | Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro
(Massa) (mm) Padrao (mm) Halo (mm) (mm) Padréao (mm) Halo (mm)

5,89 4,88

Eritromicina (15) 4,10 0,914 5,103 16,117 6,55 0,883 5,880 17,670
5,32 6,21
9,50 12,54

Azitromicina (15) 10,48 0,702 10,280 26,470 11,78 0,381 12,143 30,197
10,86 12,11
6,50 5,36

Claritromicina (15) 5,34 0,814 5,590 17,090 6,05 0,720 6,070 18,050
4,93 6,80
11,69 10,22

Ofloxacina (5) 11,23 0,725 11,063 28,037 11,87 0,925 11,287 28,483
10,27 11,77
12,67 15,50

Ciprofloxacina (5) 12,36 0,271 12,643 31,197 13,87 1,110 15,120 36,150
12,90 15,99
6,54 7,55

Sulfametoxazol (50) 5,53 0,507 6,063 18,037 7,72 0,115 7,680 21,270
6,12 7,77
8,94 8,05

Trimetoprim (5) 8,30 0,405 8,477 22,863 7,68 0,189 7,843 21,597
8,19 7,80
0,00 0,00

Metronidazol (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00

Vera Alexandra Tavares Barbosa
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Tabela F10 - Resultados experimentais no dia 15 de Junho para a ETAR de Lever

Afluente Efluente
Antibiotico Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro | Réplicas Desvio Raio Halo | Diametro
(Massa) (mm) Padrao (mm) Halo (mm) (mm) Padréao (mm) Halo (mm)

3,64 3,31

Eritromicina (15) 3,97 0,193 3,863 13,637 3,34 0,211 3,447 12,803
3,98 3,69
8,98 9,66

Azitromicina (15) 9,65 0,364 9,397 24,703 9,42 0,372 9,743 25,397
9,56 10,15
4,63 4,49

Claritromicina (15) 3,97 0,438 4,467 14,843 3,73 0,380 4,103 14,117
4,80 4,09
9,49 10,37

Ofloxacina (5) 10,84 0,705 10,283 26,477 10,83 0,233 10,580 27,070
10,52 10,54
13,28 9,44

Ciprofloxacina (5) 13,55 0,300 13,570 33,050 9,35 0,154 9,310 24,530
13,88 9,14
5,77 4,97

Sulfametoxazol (50) 5,84 0,547 6,120 18,150 4,66 0,425 5,043 15,997
6,75 5,50
7,27 6,02

Trimetoprim (5) 7,81 0,287 7,597 21,103 6,86 0,583 6,207 18,323
7,71 5,74
0,00 0,00

Metronidazol (5) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00
0,00 0,00

Metronidazol (50) 0,00 0,000 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00

Vera Alexandra Tavares Barbosa
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