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RESUMO

A variacdo da estrutura da comunidade bacteriana de aguas residuais de uma estacao
municipal de tratamento (ETAR) foi avaliada em amostras colhidas antes e apés o tratamento,
através do método de eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE). Os padrdes de
DGGE da comunidade correspondentes a catorze amostragens realizadas em diferentes
estacdes do ano, foram analisados em funcéo de variaveis bidticas e abibticas com recurso a
andlise estatistica multivariada.

Com base na analise das sequéncias nucleotidicas das bandas de DGGE, foi possivel
concluir que as populagfes predominantes pertencem ao filo Proteobacteria, as classes Beta-,
Epsilon- e Gama-, e ao filo Bacteroidetes. A analise de componentes principais (PCA) com
base em padrées de DGGE mostrou que a composicdo e estrutura das comunidades
bacterianas variaram ao longo do tempo e de forma diferente para cada tipo de aguas residuais
(dgua residual bruta ou efluente tratado).

A analise de correspondéncia canonica (CCA) dos padrdes de DGGE em relagcao as
variaveis ambientais sugere que alguns fatores, como a temperatura e humidade relativa do ar
exercem uma influéncia significativa na composicao do efluente tratado. A presenca de alguns
compostos quimicos, tais como as tetraciclinas, ou a abundancia de coliformes cultivaveis
resistentes a ciprofloxacina ou a sulfametoxazol também mostraram estar relacionados com a

estrutura da comunidade.

Segundo este estudo, a comunidade bacteriana presente no efluente tratado € influenciada
por populacbes de bactérias cultivaveis resistentes a antibiéticos, pela presenca de agentes
antimicrobianos e pelas condicdes fisico-quimicas. E possivel concluir que a comunidade
bacteriana pode sofrer rearranjos durante o tratamento, o que podera contribuir para o

desenvolvimento de resisténcia a antibidticos e eventual disseminacdo no meio ambiente.

Palavras-chave: Estacdo de Tratamento de Aguas Residuais Urbanas; PCR-DGGE;

comunidades bacterianas






ABSTRACT

The variation of the bacterial community structure in a municipal activated sludge
wastewater treatment plant (WWTP) was assessed before and after treatment, through the
method of denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE). The DGGE community patterns,
corresponding to fourteen sampling campaigns over different seasons, were analysed as a
function of different biotic and abiotic environmental variables through multivariate statistical
analysis.

Based on the analysis of the nucleotide sequences of the excised DGGE bands, it was
possible to conclude that the predominant populations were Proteobacteria of the classes Beta-,
Epsilon- and Gamma-, and Bacteroidetes. A principal component analysis (PCA) based on
DGGE patterns showed that the composition and structure of bacterial communities varied over
time and differently for each type of wastewater (raw or treated).

The canonical correspondence analysis (CCA) of the DGGE patterns versus environmental
variables suggested a significant influence of some factors, such as temperature and the
relative humidity, in the treated effluent. The presence of some chemical compounds such as
tetracyclines, and culturable coliforms resistant to ciprofloxacin or to sulfamethoxazole showed

also to have a relationship with the structure of the community.

According to this study, the bacterial community of the treated effluent is influenced by
culturable antibiotic resistant populations, the presence of antimicrobial agents and the
physicochemical conditions. It is possible to conclude that the bacterial community may suffer
rearrangements throughout the wastewater treatment, eventually leading to the development of

antibiotic resistance in the environment.

Keywords: Municipal Wastewater Treatment Plant; PCR-DGGE; bacterial communities
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Introducgéo

INTRODUCAO

Aguas residuais

As aguas que arrastam residuos liquidos e sélidos de pequenas dimensdes provenientes da
atividade humana designam-se aguas residuais. De acordo com a sua origem, podem ser
classificadas como hospitalares, industriais ou domésticas. Estas sao lancadas na rede de
esgotos, com ou sem qualquer pré-tratamento, sendo conduzidas as estacfes de tratamento
de aguas residuais (ETAR) municipais (Tchobanoglous et al., 2003).

A composicao dos residuos liquidos industriais € muito variavel e depende essencialmente
do tipo de indlstria em questédo. Estes requerem normalmente um tratamento dedicado para
eliminar contaminantes especificos. As aguas residuais originadas na producdo animal e de
géneros alimenticios apresentam elevada concentracdo de matéria organica, enquanto as
destilarias e petroquimicas sao ricas em substancias téxicas como os metais pesados (Pita,
2002).

As aguas residuais domésticas apresentam uma composi¢cdo relativamente constante,
resultante de um conjunto de atividades caracteristico, como seja a alimentacdo, a higiene
pessoal e dos edificios. O tipo de residuos produzidos e rejeitados na agua, como detergentes,
residuos organicos e matérias fecais €, assim, relativamente constante no que diz respeito ao
volume de agua usada por dia e por habitante, a sua carga organica e aos horarios de rejeicdo
(cerca de 70 a 80 gramas/pessoa/dia) (Pita, 2002). Estes residuos caracterizam-se por um
elevado potencial de putrefacdo, muitas vezes associado a um elevado nimero de bactérias e

outros microrganismos que 0s acompanham.

Estacdes de tratamento de aguas residuais

Na maioria das estagfes de tratamento de esgotos municipais o afluente bruto sofre um pré-
tratamento que consiste na remogao de solidos volumosos (gradagem) e de areias (decantador
primario). Estes tratamentos preliminares tém como principal objetivo a remocédo de particulas
que possam desgastar 0s equipamentos mecéanicos. Os tanques de decantacdo otimizam a
separacao de pequenas particulas sélidas em suspensao, que arrastam consigo cerca de 40%
da matéria orgénica presente, antes do afluente seguir para o tratamento secundario
(Tchobanoglous et al., 2003).

Nas estacdes de tratamento, as maiores transformagdes acontecem durante o processo
biologico do tratamento. O processo de lamas ativadas consiste numa complexa comunidade
microbiana que metaboliza, num tanque arejado, substancias orgénicas e inorganicas. As
aguas residuais sao tratadas de modo a originar efluentes com baixa carga de matéria
organica, e de microrganismos, compativeis com as recomendacdes legais. De uma forma
geral, a biomassa num processo de lamas ativadas é constituida, aproximadamente, por 95%

de bactérias e 5% de outros organismos, dos quais fazem parte o0s protozoarios



(Tchobanoglous et al., 2003). As bactérias aerébias sdo as principais responsaveis pela
oxidacdo da matéria organica e certos protozodarios possuem caracteristicas bioquimicas Uteis
na mineralizacdo de compostos como o azoto e fosforo presentes nas aguas residuais
(Ziembinska et al., 2009).

Ao fim do tempo de retengdo conveniente, o efluente arrastando alguma biomassa é
conduzido a um decantador secundario, onde se da a deposi¢édo da biomassa, apés a qual, na

maioria das ETAR é lancado num curso de agua ambiental.

Antibiéticos no meio ambiente

A maior parte dos antibiéticos comercializados hoje em dia sdo derivados de compostos
naturais produzidos por bactérias ou fungos. Antes da sua aplicacdo na terapéutica humana, as
concentracfes destes compostos eram baixas e confinadas ao sitio onde eram produzidas.
Pensa-se que na natureza esses metabolitos secundarios podem atuar como armas de defesa
microbiana, inibindo o crescimento de concorrentes (Davies & Davies,2010). O equilibrio
natural, que se verificava entre bactérias totalmente suscetiveis e resistentes tem-se vindo a
alterar nos ultimos 70 anos devido a utilizacdo massiva de antibioticos e outras substancias
com atividade antimicrobiana (Manaia et al., 2012).

Os antibioticos sdo compostos quimicos de origem natural (penicilinas e tetraciclinas) ou
semissintéticos (sulfonamidas e quinolonas). Gragas a sua atividade antimicrobiana séo
amplamente utilizados na medicina humana e veterinaria (producdo avicola, suina e
aquicultura) (Kimmerer, 2003; Martinez, 2009). Estes farmacos séo, em geral, quimicamente
estaveis. Assim, 50 a 90% da dosagem de um antibiético pode ser excretada inalterada e
persistir no meio ambiente e grande parte destes residuos de antibiéticos tém como destino o

esgoto doméstico (Radjenovic et al., 2009).

Resisténcia a antibi6ticos

O aumento dos indices de resisténcia a uma ampla gama de antibidticos por uma grande
variedade de organismos estd a tornar-se uma preocupacao prioritaria para a medicina
moderna (Wright, 2010). Ha4 a ideia de que 0s ambientes aquaticos em geral e muito
particularmente as ETAR, sdo locais propicios ao desenvolvimento e propagacdo de bactérias
resistentes a antibioticos. Estas populagdes compreendem dois tipos de organismos, 0s
intrinsecamente resistentes e as bactérias que adquiram determinantes genéticos capazes de
conferir essa resisténcia (Baquero et al., 2008; Kimmerer et al., 2009; Jury et al., 2011).

Um dos fatores chave para a aquisicao e proliferagdo da resisténcia a antibiéticos entre as
bactérias parece ser a presenca concomitante de elevadas doses de bactérias fecais e de
antibiéticos em concentracdes subletais, como acontece nos tanques de tratamento de aguas

residuais (Jury et al., 2011).
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O tratamento biologico pode reduzir a quantidade de bactérias, como os coliformes e
enterococos (entre uma a quatro unidades logaritmicas, dependendo da eficiéncia), presentes
nos esgotos domésticos (Novo & Manaia, 2010). Contudo, h& indicios de que, em algumas
ETAR e para alguns antibidticos pode ocorrer um aumento na percentagem relativa de
bactérias resistentes a antibidticos, apos o tratamento (Ferreira da Silva et al., 2006; Ferreira
da Silva et al., 2007; Jury et al., 2011).

Alguns estudos tém mostrado variagdes significativas nos niveis de resisténcia bacteriana
nas aguas residuais antes e apdés o tratamento. Por exemplo, estudos realizados com
populacdes de enterococos mostram que o tratamento por lamas ativadas néo foi eficiente na
sua eliminagdo, em particular de E. faecium resistentes a ciprofloxacina (Ferreira da Silva et al.,
2006). Na mesma ETAR, estudada mais tarde, observou-se uma remoc¢ao menos eficiente de
enterococos resistentes a amoxicilina (p <0,001) do que bactérias pertencentes a outros grupos
(Novo & Manaia, 2010). Os resultados destes estudos apontam no sentido de que o efeito na
prevaléncia de resisténcia apés o tratamento varia consoante o0 método de tratamento usado,
em particular com o tempo de retengdo hidraulica a este associado, do antibiético em questédo
e do tipo de bactérias em estudo (Manaia et al., 2009; Novo & Manaia, 2010).

A presenca de antibiéticos em baixas concentracdes, como as detetadas nas ETAR, pode
servir como uma pressdo seletiva para a proliferacdo preferencial das bactérias resistentes.
Segundo um estudo publicado em 2006, Davies e colaboradores descrevem diversos efeitos
observados em células bacterianas expostas a baixas concentracdes de antibidticos e referem
o efeito de hormese. Este conceito foi primeiramente aplicado para descrever os efeitos de
baixas doses de radiacdo (Calabrese et al., 2002). No entanto, hoje em dia, este termo é
geralmente usado para descrever respostas biolégicas a sinais ambientais que séo
caracterizados por relagdes bifasicas de dose-resposta, apresentando sinais de estimulagéo
celular, 0 aumento da taxa de mutacéo e da transferéncia horizontal de genes, o aumento ou
diminuicdo da capacidade de formar biofilmes, bem como, alteracées no invélucro celular,
quando presentes em baixa concentracdo e de inibicdo em altas concentra¢gdes (Davies et al.,
2006; Yergeau et al., 2010).

Outras substancias, tais como metais pesados, desinfetantes e alguns produtos de cuidado
pessoal, sdo também importantes poluentes que podem atuar na promogao da disseminacgao
da resisténcia. Existem varias indica¢des da sobreposi¢cdo entre mecanismos de resisténcia a
metais e antibiéticos, tais como aqueles para o cobre e as tetraciclinas, cobre e ciprofloxacina,
e arsénio e B-lactamicos (Baker-Austin et al.,, 2006). Assim, embora ainda seja dificil
estabelecer relacdes claras de causa-efeito, € amplamente aceite que a poluicdo quimica
contribui para a disseminacao da resisténcia aos antibioticos (Davies & Davies, 2010; Knapp et
al., 2011). Por vezes, esse efeito pode ser mediado por co selecdo devido a ligacdo genética
(Jury et al., 2011) entre antibiéticos e metais. Noutros casos, esta disseminagdo esta associada
com alteragdes celulares ao nivel da transcricdo proteica, induzida por outros produtos

farmacéuticos que nado os antibiéticos (Baker-Austin et al.,2006).



Analise de comunidades

Durante algum tempo, devido a falta de conhecimento detalhado sobre os organismos
envolvidos no processo, as ETAR foram projetadas sobretudo com base em parametros fisico-
quimicos. Mesmo assim, a engenharia processual tem permitido tirar bom proveito do potencial
metabolico dos microrganismos (Gilbride et al., 2006). O conhecimento detalhado das
comunidades microbianas presentes nos sistemas de tratamento de aguas residuais, bem
como a andlise da sua dindmica ao longo do tempo, pode ajudar a compreender o
funcionamento bidtico do processo e portanto transformar-se numa ferramenta de gestdo na
operacao do sistema, com vista @ maxima eficiéncia.

A avaliacdo da diversidade das comunidades microbianas, em termos de riqueza e
estrutura, € uma forma de tentar perceber como estas evoluem no seu ambiente e permite
ainda inferir acerca da influéncia de parametros ambientais na modula¢céo destas comunidades
(Fromin et al., 2002). Durante quase um século, a avaliagao da qualidade microbiologica das
aguas foi baseada em métodos dependentes de cultivo em laboratério e muitas vezes de
processamento de culturas puras. Ao longo dos anos estes métodos tém sido continuamente
otimizados para detetar e quantificar a presencga de organismos relevantes. Mais recentemente,
os métodos de analise independentes de cultivo revelaram uma imensa diversidade de
organismos, que geralmente ndo sdo recuperados nos meios e condi¢Bes utilizados em
laboratério e que portanto se designam de ndo-cultivaveis. Assim, tem vindo a salientar-se a
necessidade de implementar abordagens alternativas para a analise da diversidade bacteriana
em amostras ambientais. Estima-se que 0s organismos ndo-cultivaveis representem cerca de
99% da diversidade bacteriana em ambientes mesotroficos e entre 85-99% em lamas ativadas
(Amann et al.,, 1995). A incapacidade para crescer em condi¢cbes laboratoriais inclui: i) os
organismos que possuem requisitos de crescimento especificos (nutricionais, de arejamento e
de temperatura, entre outros) e que ndo sao conhecidos ou ndo estao disponiveis, ii) o0s
organismos de crescimento lento que ndo sdo capazes de competir com outros, que mais
rapidamente esgotam os nutrientes disponiveis e iii) 0os organismos injuriados, que nao
suportam as condi¢des adversas impostas pelo cultivo. Estas categorias nao estdo diretamente
relacionadas com grupos taxonémicos especificos (Vaz-Moreira et al., 2011).

A construcdo de bibliotecas genémicas com base no gene para o rRNA 16S bem como a
eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) sdo metodologias muito comuns
atualmente usadas recorrentemente na andlise da diversidade bacteriana em amostras de
aguas (Cébron et al., 2004; de Figueiredo et al., 2007; Moura et al., 2007; Shen et al., 2011).
Para além desta, outras técnicas como a pirosequenciacdo, a hibridacdo in situ de acidos
nucleicos com uso de sondas fluorescentes (FISH) ou a microscopia de varrimento de laser
confocal (CLSM) sao exemplos de outras técnicas que facilitam o estudo a das populacdes
microbianas (Gilbride et al., 2006).



Introducgéo

Estudo de comunidades por electroforese em gel de g radiente
desnaturante (DGGE) do gene rRNA 16S

A aplicacdo da electroforese em gel desnaturante a Microbiologia tem j& cerca de 20 anos.
Os pioneiros (Muyzer et al., 1993) analisaram comunidades bacterianas de sedimentos
marinhos e de biofilmes isolados de reatores de tratamento de aguas residuais. No mesmo
estudo, eles analisaram comunidades simuladas a partir de culturas laboratoriais, e
demonstraram que a sensibilidade desta técnica permite detetar organismos que representam
apenas 1% da comunidade total.

O método baseia-se na extracdo de DNA gendmico total diretamente da amostra e
amplificagdo por PCR de uma zona variavel do gene que codifica para o0 RNA da subunidade
menor do ribossoma bacteriano (16S rRNA), recorrendo a primers para zonas conservadas
deste gene. O passo da extracdo e a escolha dos primers podem ser determinantes pois
podem de alguma forma enviesar a andlise (extracdo e amplificacdo preferencial de certas
moléculas de DNA).

A electroforese em gel desnaturante permite a separacao de pequenos fragmentos de DNA
(até 400-500 pb) de cadeia dupla, que sdo iguais em tamanho mas diferem na sequéncia
nucleotidica. A concentracdo do agente desnaturante, gradualmente maior ao longo do gel,
provoca a separacgdo caracteristica dos fragmentos de DNA que se realiza de acordo com o
teor em guanina e citosina das sequencias de DNA em estudo, permitindo a distribuicdo dos
fragmentos e a formacao de um perfil eletroforético. Assume-se que cada banda representa um

grupo taxonomico distinto e os perfis resultantes podem ser comparados (Fromin et al., 2002).

Andlise multivariada e relacdo com parametros ambie  ntais

A ecologia é a area da biologia que procura relacionar fatores geograficos, fisicos e
guimicos, e perceber como estes influenciam as diferentes comunidades bioticas. No caso da
microbiologia, permite avaliar por exemplo como é que as alteragcbes ambientais e impactos
das atividades humanas podem afetar as comunidades.

A andlise de componentes principais (PCA) estabelece, a partir de uma matriz de
semelhanca (correlagc8es, variancias-covariancias ou até mesmo de similaridades), um
conjunto de eixos (ou componentes) perpendiculares. Cada componente corresponde a um
vetor préprio dessa matriz. Assim, a partir de uma matriz de correlagcao entre m variaveis, serao
calculados m vetores proprios, ou eixos fatoriais, de comprimento A4, A,,... A, decrescente, em
funcd@o da sua contribuicdo a variancia total dos dados. Esses comprimentos correspondem
aos m valores proprios, ou raizes latentes, da matriz. Deste modo, o primeiro eixo da PCA
representara sempre a maior parte da variacdo dos dados (Valentin, 1995). Esta técnica serve
a analise descritiva da estrutura das comunidades bacterianas, isto é, a ordenacdo das bandas

em subconjuntos. O recurso a um método que se baseia numa resposta linear é razoavel para



a analise de dados quantitativos de abundancia de espécies quando estas abrangem uma
gama relativamente curta de variacdo ambiental (Ter Braak, 1986).

A andlise de correspondéncia canoénica (CCA) é um método multivariado de ordenacao
direta que usa de correlacao e regressédo entre duas matrizes e permite elucidar as relacfes
entre a estrutura da comunidade biologica, as suas espécies e o ambiente. O método foi
desenvolvido para extrair gradientes ambientais que sintetizam o conjunto de dados
ecoldgicos. Os gradientes sdo a base para visualizar e descrever sucintamente as preferéncias
diferenciais de habitat (nichos) das espécies através de um diagrama de ordenacdo (Ter Braak
& Verdonschot, 1995). Através de um processo iterativo, 0 algoritmo seleciona a combinacgéo
linear de varidveis ambientais que explica a maior parte da variacdo dos valores préprios das
matrizes obtidas para as espécies, em cada eixo. Na realidade, € uma ordenacdo que
considera a restricdo de que os eixos de ordenacdo sejam combinacdes lineares de variaveis
ambientais. A CCA, ao contrario da PCA, assume, por se tratar de dados ambientais, uma
curva de resposta do tipo unimodal. A maior vantagem da CCA sobre todos os outros métodos
de analise multivariada é admitir um teste de significancia das varidveis ambientais na
determinacdo dos padrdes. Através do teste de Monte Carlo, o algoritmo testa todos os eixos
associados as variaveis, usando para tal os valores préprios de cada matriz, como teste
estatistico (Ter Braak & Verdonschot, 1995). Este tipo de analise é (til pois fornece uma viséo
geral que permite identificar e direcionar esforcos.

Os padrbes de agrupamento e a relagdo com as espécies presentes em cada um dos
grupos permitem, pelo menos em alguns casos, definir os tipos de ambiente preferencial de

determinadas linhagens de bactérias.



Trabalho proposto e objetivo

Trabalho proposto e objetivo

Durante a ultima década tém vindo a acumular-se dados sobre a ocorréncia de bactérias
resistentes a antibidticos em Aaguas residuais. No entanto, evidéncias sobre possiveis
correlagcdes entre a contaminacdo com antibidticos e a manutencdo ou dispersdo de

resisténcia a antibiéticos nao séo tdo comuns na literatura disponivel.

Este estudo foi planeado para contribuir com perspetivas que ajudem a compreender
melhor a possivel influéncia da presenca de residuos de antibiéticos na disseminagdo de
resisténcia durante o tratamento de aguas residuais. Pretende-se avaliar a existéncia de
correlagdes significativas entre diferentes agentes antimicrobianos e/ou classes de
organismos, bem como, a influéncia de pardmetros ambientais nas variac6es populacionais, e
até contribuir para o desenvolvimento de abordagens experimentais que otimizem este tipo de
estudos.

Especificamente pretende-se estudar variagcfes nas comunidades microbianas do afluente
bruto e apés o tratamento numa ETAR municipal e determinar a possivel relacdo destas
variagbes com fatores ambientais, bidticos (percentagem de cultivaveis resistentes) e abioticos

(concentrac@es de antibidticos e metais, condicbes meteoroldgicas e condicdes operacionais).






Material e Métodos

MATERIAL E METODOS

A ETAR e o processo de amostragem

Este estudo foi realizado numa estacdo municipal de tratamento de aguas residuais,
localizada perto de uma cidade, no norte de Portugal, onde o sector de servicos € a principal
atividade (41° 13' 58.31" N, 8° 37' 17.63" W).

O afluente, constituido por esgotos domésticos e efluentes industriais pré-tratados (cerca de
30% do total), passa por um tratamento preliminar para remover solidos volumosos e por um
decantador primario para remover sdlidos depositados. O esgoto é tratado biologicamente
através de um processo de lamas ativadas. Sem qualquer tipo de tratamento terciario o

efluente tratado é langado numa ribeira que desagua no rio Leca.

descarregado o efluente tratado e aspeto das amostras de aguas antes e apds o tratamento.

Realizaram-se catorze amostragens entre Novembro de 2008 e Abril de 2009, divididas
por quatro periodos temporais: no final de Novembro (PI), inicio de Dezembro (PII), no inicio de
Abril (PIIl) e no final deste (PIV). As amostras foram compostas por colheitas efetuadas de hora
a hora durante as 24 horas precedentes a recolha (das 9h as 9h). Foram colhidos 3,6 L de
afluente ao tanque de tratamento secundario e 4 L de efluente final, de cada uma das misturas
compostas, em dias consecutivos, entre terca e sexta-feira, com excecdo do periodo de
Dezembro para o qual apenas foi possivel realizar amostragem na quinta e sexta-feira.

As amostras de afluente ao tanque bioldgico e do efluente final da ETAR foram colhidas
em frascos estéreis e transportadas para o laboratério num tempo maximo de 30 minutos
devidamente acondicionadas e refrigeradas, iniciando-se a andlise dentro do prazo de 1 hora.
Para cada dia e amostra, foram obtidos dados de caréncia biolégica de oxigénio
(CBOs),caréncia quimica de oxigénio (CQO) e volume de agua tratada (fornecidos pela ETAR e
gue serdo mais a frente referidos como parametros operacionais da ETAR). Estes parametros
traduzem a quantidade de oxigénio que é consumido, por processos biologicos (CBO) e
quimicos (CQO), durante a degradacédo da matéria organica presente na agua e vem expresso
em mgL™.

Foram também reunidos alguns dados meteoroldgicos, relativos a zona da ETAR e aos
dias a que se referem as amostras colhidas (temperatura do ar, temperatura minima do solo e

humidade relativa do ar).



Tabela 1. Caracterizacé@o das condi¢des operacionais da ETAR em estudo.

] Domeéstico (~70%) e
Tipo de Esgoto _ ]
Industrial pré-tratado (~30%)

Tratamento Biolégico Lamas Ativadas
Caudal Diario Médio (m °*dia™)? 18 500
Tempo de Retencdo Hidraulica (h) 12
Populacéo Servida =100 000
Equivalente Populacional 89 000
Gama de Valores de CQO na Agua Afluente 490-621
Residual (mgO ,.L™)? Efluente 55-125
Gama de Valores de CBO 5°° na Agua Afluente 206-355
Residual (mgO ,.L™)? Efluente 11-29
Local de Descarga do Efluente Final Rio Leca (Ribeira)

CBOs™ corresponde ao oxigénio consumido na degradacao da matéria organica, a uma temperatura
média de 20°C, durante 5 dias.

% Dados fornecidos pela ETAR

b Determinagdes efetuadas pela Agéncia Portuguesa do Ambiente, sé para os periodos lll e IV.

Determinacéo de agentes antimicrobianos e metais pe  sados

A quantificacdo de antimicrobianos e metais nas amostras de afluente ao tanque biol4gico e
efluente final da ETAR foi realizada pela Agéncia Portuguesa do Ambiente. Os agentes
pesquisados foram penicilinas (penicilina G e penicilina V), tetraciclinas (oxitetraciclina,
tetraciclina, doxiciclina e clorotetraciclina), sulfonamidas (sulfatiazol, sulfametoxazol e
sulfametazina), quinolonas (enrofloxacina, ciprofloxacina, ofloxacina); metais: cadmio (Cd),
cromio (Cr), mercuario (Hg) e arsénio (As) e o agente antisséptico triclosan. A metodologia
analitica aplicada baseou-se na cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa
(LC-MS), para a preparacdo das amostras recorreu-se a extracao por SPE (extracdo em fase

sélida) e utilizacdo do método do padrao interno.
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Enumeracédo das bactérias cultivaveis totais e resis  tentes

A enumeracédo de bactérias cultivaveis foi realizada em Plate Count Agar (PCA, Pronadisa),
para isolamento de heterotréficos totais, em m-Faecal Coliform agar (Difco), meio selectivo
para coliformes e diferencial para coliformes fecais e em m-Enterococcus (Difco) para
enterococos. As bactérias cultivaveis resistentes a antibiéticos foram enumeradas nos mesmos
meios, suplementados com amoxicilina, 32 mgL'l, tetraciclina, 16 mgL'l; sulfametoxazol, 350
mgL™" ou ciprofloxacina, 4 mgL™ (Manaia e Novo, 2010).

As percentagens de resisténcia foram calculadas através da relacdo do numero de
unidades formadoras de colénias por mililitro (UFC.mL™) em meio com antibiético e no mesmo

meio sem antibiético, de acordo com o exemplo indicado abaixo.

(UFC.mL Yenumerados em PCA com AML

%Heterotroficos resistentes a AML = (UFC.mL-1) enumerados em PCA x 100

Os dados das percentagem de cultivaveis resistentes a antibiéticos enumerados no afluente
e no efluente tratado, bem como a sua remogéo apds o tratamento, depois de agrupados por
grupo bacteriano e por antibiético foram comparados ao longo do tempo, entre os quatro
periodos, por meio de andlise de variancia e do teste post hoc de Tukey (SPSS 16.0 for
Windows).

Extracdo de DNA total e amplificacdo do gene rRNA1 6S

Para a extrac¢cdo de DNA para o estudo de comunidades bacterianas, utilizaram-se volumes
de 25 mL de amostra de afluente ao tanque bioldgico e de 150 mL de efluente tratado. As
amostras foram filtradas, em triplicado, através de membranas de policarbonato (Whatman,
Kent, UK) com o poro de 0,22 um de diametro. O DNA total foi extraido com auxilio de sistema
comercial (PowerSoil™ MO BIO Laboratories Inc., Carlsbad, CA, EUA), de acordo com as
instrucGes do fabricante. A quantidade de DNA nos extratos foi avaliada por fluorometria
(QubitTM Fluorometer, Invitrogen, EUA).



Para posterior andlise, amplificou-se um segmento de cerca de 200 pb do gene rRNA 16S,
com recurso aos primers 338Fw, com uma sequéncia satélite de 40 pb rica em GC (5-GC (40pn)
ACT ACG GGT CCC AGC AGA GG-3’), e 518Rv (5- ATT ACC GCG GCT GCT GG-3)
(Eurofins, MWG Biotech), conforme proposto por (Muyzer et al.,, 1993). As reacfes de
amplificacdo foram realizadas num volume final de 50 pL, contendo 3 mM de MgCl,, 400 uM de
cada dNTP (Fermentas), 0,5 x de tamp&o de PCR contendo (NH,;),SO,4 e 0,5 x de tampéo de
PCR contendo KCI, 5 % de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma), 600 uM de cada um dos primers,
1,5 U de polimerase Surf Tag (StabVida, Portugal) e 2-120 ng de DNA molde. As condicdes de
PCR incluiram sempre um passo inicial de desnaturacdo a 94 °C durante 5 minutos, 35 ciclos
(30 segundos a 92 °C, 30 segundos a 55 °C, 30 segundos a 72 °C), e um passo de extensdo

final de 20 minutos a 72 °C (Thermalcycler, Biometra).

Electroforese por gradiente de desnaturagéo (DGGE)

Os produtos de PCR foram analisados em géis de poliacrilamida a 8 % (p/v) com um
gradiente de desnaturacao de 30 a 52 % (onde 100 % corresponde a 7 M de ureia e 40 % de
formamida), conforme (Barreiros et al., 2008). Em cada poco, aplicou-se um volume de amostra
contendo 1,8 pg de DNA. Cada gel permitia a andlise de catorze amostras, sendo colocadas as
referéncias necessdrias para alinhamento dos géis na primeira e Ultima posicdes. Estes géis
foram submetidos a uma corrente de 20 V por 15 minutos e depois a 200 V durante 5,5 horas,
mergulhados em TAE (1 x) aquecido a 60 °C.

Figura 2. a) Montagem dos vidros de suporte; b) preparacdo do gel de gradiente desnaturante (30-52%);
¢) polimerizacédo do gel; d) corrida do gel em TAE (1x) a 220V e 60°C durante 5h30. Fotos cedidas por
Ana Rita Lopes.

Andlise de dados

Os perfis de DGGE obtidos foram comparados usando o programa BioNumerics (verséo
6.0, Applied Maths, Bélgica). Os géis foram alinhados com auxilio de um marcador de DGGE,
em uso no laboratério (Fig. 4), que era colocado nas extremidades de todos os géis. Os géis
com amostras de afluente e efluente foram analisados separadamente. As bandas presentes
em cada um dos perfis foram alinhadas automaticamente pelo programa BioNumerics néo

havendo lugar a alinhamento manual.
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Com base nesta analise, para cada pista foi possivel registar cada uma das bandas e a sua

intensidade. A analise de todas as amostras, de afluente e efluente, processadas e analisadas

em triplicado deu origem a uma tabela com 42 perfis.

Staphylococcus aureus

32,5% > .
== Pseudomonaschlororaphis ON1

== Pseudomonas nitroreducens ON3
= Acinetobacterjunii

== Bacillus cereus

PGqusibacter molinativorax ON4T™

me= Escherichiacoli

44,5% >

== Stenotrophomonas maltophilia ON2

== Gulosibacter molinativorax ON4™

Figura 3. Perfil electroforetico das pistas de referéncia, ou marcador
de DGGE, colocadas nas primeiras e Ultimas pistas de todos os géis
e usadas para a normalizacdo entre géis e para referéncia da
posicdo relativa de cada banda. A direita do perfil, indica-se a
identificacdo do organismo que corresponde a cada banda, os DNA
destes foram extraidos de culturas puras, pelo método de fervura e o
seu rDNA 16S (338Fw-GC/518R) amplificado da mesma forma que

as amostras.

indices de diversidade e uniformidade das comunidad es

A diversidade e a uniformidade dos perfis obtidos para cada amostra foram medidas usando

os indices de Shannon e de Pielou, respetivamente (Shannon & Weaver, 1963; Pielou, 1966).

As bandas de PCR-DGGE foram a base para a realizacdo destes calculos, assumindo que

cada banda corresponde uma Unica espécie e que a sua intensidade reflete a abundancia

relativa da espécie na comunidade.

A vantagem da utilizacdo do indice de diversidade de Shannon (H’) é que este tem em

consideragéo a riqueza (o nimero de espécies diferentes na amostra), e também a dominancia

(maior prevaléncia de determinada espécie) de certas espécies no perfil analisado. Sera tanto

maior quanto maior a riqueza, ou quanto mais uniformes forem as intensidades relativas das

espécies presentes (Shannon & Weaver, 1963).

O indice de diversidade de Shannon (H’) foi calculado de acordo com a seguinte féormula:

H = —Z pi-Ln(py)

Sendo p; a intensidade relativa de determinada banda/espécie no perfil em questéo,



Em que, n; representa a intensidade de determinada banda num perfil e N a soma das

intensidades de todas as espécies presentes nesse mesmo perfil.

O indice de uniformidade de Pielou (E) varia entre 0 e 1. O valor minimo indica a
predominancia acentuada de algumas espécies (maior intensidade relativa), até ao maximo o
gque nos assegura uma abundancia relativa igual para todas as espécies presentes nesse perfil.

Este foi calculado segundo a féormula abaixo apresentada:

— H’
" Ln Hpay

Como este indice foi calculado em funcdo de H’ , Hyhax € igual a N.

Afiliacéo filogenética das bandas de DGGE

As bandas de maior intensidade, mais frequentes nas amostras ou diferenciadoras de
certos perfis de DGGE foram excisadas para posterior andlise. Com este objetivo, bandas
consideradas homologas, foram analisadas a partir de varios perfis, com o intuito de validar a
correspondéncia entre amostras. A correspondéncia de bandas foi proposta com base numa
andlise visual de géis que continham as amostras que se pretendia comparar e com referéncia
as pistas de marcador, incluidas em todos os géis.

Cada fragmento excisado foi eluido em 20 pL de agua ultra pura e submetido a amplificacéo
PCR com os primers usados anteriormente (338Fw-GC/518Rv). Os produtos de PCR foram
clonados para garantir a qualidade e pureza dos fragmentos de DNA, antes da sequenciacao.
Os produtos de amplificacdo, depois de quantificado o DNA, foram ligados a um vetor
pTZ57R/T, segundo o protocolo do InsTAclone™ PCR Cloning Kit (Fermentas). Este plasmideo
recombinante foi utilizado para a transformacédo de Escherichia coli JM109, competente por
RbCI, ap6s choque térmico (Sambrook et al., 1989).

Para a transformacao usaram-se 2,5 pL de mistura de ligagédo para cada 50 pL de células
competentes, apos 20 minutos em gelo, esta mistura incubou por 75 segundos a 42 °C, ap0s
0s quais foi rapidamente recolocada em gelo. De seguida, adicionaram-se 850 pL de meio
SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression) (Sambrook et al., 1989) e incubou-se a

37 °C, com agitacdo a 100 r.p.m. durante 2,5 horas.
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Ao fim deste tempo, espalharam-se 150 pL da suspenséo celular em meio Luria-Bertani agar
contendo ampicilina (100 pgmL™), IPTG a 0,5 mM e X-Gal a 80 pgmL™. A cultura incubou
durante 24 h a 37 °C. O DNA das colonias brancas, presumivelmente positivas para a presenca
do segmento de interesse, foi extraido por fervura, e sujeito a amplificagdo com primers
especificos para o vetor, M13pUC Fw (5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3") e M13pUC Rv (5'-
CAGGAAACAGCTATGAC-3’). Os produtos de PCR, com 400 pb foram sujeitos a nova
amplificacdo com os primers 338Fw-GC e 518Rv.

Estes produtos de PCR foram de novo comparados, por DGGE, lado a lado com o perfil de
onde haviam sido excisados, para confirmar a autenticidade da banda em estudo. Quando se
confirmava a presenca da banda de interesse, o segmento inserido era amplificado com os
primers do vetor e sequenciado com o primer M13pUC Fw. A sequéncia nucleotidica resultante
foi analisada entre as regifes de ligacdo AGAT e ATCGG, com auxilio da aplicacdo BioEdit
(Hall, 1999). As sequéncias foram comparadas com a base de dados do GenBank com auxilio
da ferramenta BLAST incluida no sitio da internet do National Centre of Biotechnology

Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Analise Multivariada

A analise multivariada é a area da analise estatistica que procura explorar as relacdes entre
variaveis dependentes. Os métodos multivariados sdo poderosos, permitindo ao analista
manipular diversas variaveis simultaneamente. Sao, porém, bastantes complexos, tanto na sua
estrutura tedrica como na metodologia operacional.

A escolha do método de analise multivariada mais adequado depende da precisao
desejada, da facilidade da analise e da forma como os dados foram obtidos. Assim, nos
métodos de componentes principais e de analise candnica, o objetivo é avaliar a similaridade
entre os perfis por intermédio da andlise visual da dispersdo gréafica gerada, para a qual se
consideram, em geral, os dois primeiros eixos cartesianos (Valentin, 1995).

A andlise da estrutura das comunidades bacterianas das amostras de afluente e de efluente
ao longo do tempo foi realizada pelo método de analise de componentes principais (PCA).

A analise de correspondéncia canénica (CCA) é um método multivariado de ordenacao
direta que usa de correlagdo e regressao entre duas matrizes. Recorreu-se a este método para
comparar as variacbes nas estruturas das comunidades das amostras e os parametros
ambientais bibticos (percentagem de cultivaveis resistentes a antibiéticos) e abibticos
(concentracdo de antimicrobianos, condicdes meteorolégicas e alguns parametros
operacionais).



Os dados usados na analise multivariada estavam organizados em tabelas de dupla entrada
em que foram comparadas dados relativos a cada tipo de agua separadamente. Assim, cada
tabela, contendo as datas de amostragem contra bandas e suas intensidades ou datas de
amostragem contra percentagens de cultivaveis resistentes a antibioticos consideradas na
andlise como espécies, foi confrantada com tabelas equivalentes contendo para cada dia de
amostragem os parametros fisico-quimicos (condicdes meteoroldgicas, parametros
operacionais e concentracdo de agentes quimicos) e bidticos (percentagens de cultivaveis
resistentes a antibiéticos) que foram considerados as variaveis ambientais.

Toda a analise multivariada foi elaborada utilizando o programa Canoco para Windows
(versédo 4.5, EUA), (Ter Braak e Smilauer, 2002). Os gréficos de dispersao foram analisados

visualmente com auxilio dos resultados gerados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Determinagé&o dos Parametros Ambientais

Neste estudo, o termo parametro ou fator ambiental, refere-se a fatores caracteristicos das
amostras (CQO, concentragdo de determinado antibiotico, percentagem de bactérias
resistentes a determinado antibidtico), do tratamento (caudal) ou do dia da colheita
(temperatura do ar, humidade relativa). Estas varidveis ambientais foram analisadas de forma a
verificar a existéncia de alguma relacéo entre estas e as popula¢gdes bacterianas encontradas
nas amostras.

1.1 Pardmetros Operacionais da ETAR e Condi¢cdes Met  eoroldgicas

A descricao dos parametros operacionais e das condicdes meteorologicas foi importante
para qualificar a eficacia do tratamento e para posterior inclusdo na andlise multivariada.

A qualidade e a estabilidade do tratamento das aguas residuais, durante o periodo de
amostragem, foram sempre confirmadas pelas elevadas taxas de remoc&o de matéria organica
em termos de Caréncia Biolégica de Oxigénio (CBO) e Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO).
Os valores de remocédo encontrados durante o periodo de amostragem, entre os 79 e 91% no
gue se refere a CQO e entre os 88 e 97% em relagdo a CBOs (tabela 2), comprovam o bom
funcionamento da ETAR estudada, quanto a eliminagcao de matéria organica.

O caudal de afluente tratado foi aproximadamente constante durante toda a amostragem
variando, entre ~14500 e ~19500 m® por dia. Deste padrdo, excetua-se o periodo I,
correspondente ao inicio de dezembro, em que se verificou um caudal médio diario de 25011
m°dia®. Este valor, assim como a humidade relativa, deve-se as fortes chuvadas que
aconteceram nesta altura e que foram captadas pela rede de esgotos, fazendo aumentar o
caudal de afluente a ETAR.

Os valores de temperatura média do ar atingiram, como era esperado, valores mais baixos
durante o periodo |, entre 7 e 12 °C (tabela 2) e mais altos no periodo IV, entre 13 e 17 °C.
Mais especificamente, nos dias 27 e 28 de novembro, este parametro ndo foi além dos 7 °C
enquanto nos dias 23 e 24 de abril os valores de temperatura média do ar chegaram aos 17 °C.

A temperatura minima do solo variou muito no primeiro periodo de amostragem, periodo no
qual se verificam o valor minimo e maximo deste paradmetro, -1,1 °C e 9,6 °C, respetivamente.
A humidade relativa do ar registou um maximo durante o periodo Il, onde atingiu valores de
cerca de 96 % e o seu minimo verificou-se nos dias 1 e 2 de abril, durante o periodo Ill, para os
guais este parametro rondou os 50%. O valor médio deste parametro durante os anos de 2008
e 2009 foi de 75,2%. Considerando o periodo em questdo, o Pll registou valores de humidade
relativa do ar média (96%) bastante superiores aos valores normais médios de 30 anos (1961 a

1990) cujo valor foi de 86% (valores cedidos pelo Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera).
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Tabela 2. Registo das condigbes meteorologicas verificadas nos dias amostrados, caudal tratado e
caracteristicas das amostras em termos de CQO e CBO.

Condicdes Meteoroldgicas

Carateristicas

Caudal
Data tratado | Amostra
Temperatura ~ Temperatura Temperatura Humidade Temperatura (mdia™®) CQO CBO
Minima Ar (°C)  Média Ar (°C) Méaxima Ar (°C) Relativa Ar (%) Minima Solo (°C) (mgL'l) (mgL'l)
Afluente 603 288*
25.11.08 10,6 12,0 13,4 92,3 9,6 15 753
Efluente 75 22*
Afluente 578* 288*
26.11.08 3,9 8,6 13,3 70,3 1,8 15 066
Efluente 82* 22*
Afluente 562 277
27.11.08 1,1 6,9 12,8 55,0 -1,1 14 747
Efluente 96 11
Afluente 551 295
28.11.08 2,7 7,5 12,3 53,7 0,4 14 960
Efluente 67 25
Afluente 611 288*
04.12.08 6,6 9.9 13,2 94,0 51 24 417
Efluente 93 22*
Afluente 490 206
05.12.08 9,7 11,5 13,3 96,3 8 25 605
Efluente 79 25
Afluente 578* 288*
3,4 8,9 14,5 68,7 -0,4 18 289
Efluente 82+ 22*
Afluente 578* 288*
7,2 11,9 16,6 49,7 2,0 18 868
Efluente 82* 22*
Afluente 595 308
7.4 11,9 16,5 50,0 2,0 19 556
Efluente 125 29
Afluente 609 284
6,7 10,9 15,2 79,0 2,8 19 337
Efluente 125 29
Afluent 553 288*
21.04.09 9.1 12,9 16,8 78,3 6,0 18983 | L o€
Efluente 67 22*
Afluente 564 288*
22.04.09 7,7 13,3 19,0 67,0 4,9 18 320
Efluente 60 22*
Afluente 596 355
23.04.09 8,6 14,9 21,2 55,3 53 18 431
Efluente 55 12
Afluente 621 288*
24.04.09 10,9 171 23,3 58,0 7,0 17 779
Efluente 63 22*
* Sem dados. Optou-se por usar a média dos valores registados na mesma amostra, nas restantes amostragens.
1.2. Determinag&o de agentes antimicrobianos
As ETAR recebem diariamente quantidades consideraveis de antibidticos nao

metabolizados ou dos seus metabolitos, além de outros poluentes ambientais. As aguas

residuais domésticas recebem também uma mistura complexa de bactérias ambientais e

comensais de humanos, que ao permanecerem durante o tempo do tratamento em contacto

direto com uma quantidade consideravel de agentes antimicrobianos e outras substancias de

efeitos desconhecidos que podem atuar sobre o metabolismo bacteriano e consequentemente

nestas comunidades (Yergeau et al., 2010; Kim & Aga, 2007; Schluter et al., 2008).

Nao foi possivel determinar a concentragdo de alguns dos agentes quimicos, pois esta

encontrava-se abaixo do

limite de quantificagéo.

Foram os casos dos antibi6ticos

estreptomicina (0,25 ugL'l) e sulfametoxazol (0,125 ugL'l) e dos metais cadmio (50 ugL'l),
chumbo (100 pgL™) e crémio (50 ugL™),
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De todos os agentes antimicrobianos quantificados apenas os antibidticos: oxitetraciclina;
tetraciclina; doxiciclina; clorotetraciclina; penicilina G; penicilina V; sulfatiazol; sulfametazina;
enrofloxacina; ciprofloxacina e ofloxacina, o triclosan e o arsénio apresentaram a variabilidade,
ao longo do tempo, necesséria para serem consideradas na analise multivariada efetuada com
recurso a estes parametros (tabela 3).

Nas amostras de afluente & ETAR as concentracdes mais elevadas foram detetadas para
tetraciclina (12,8 ugL™), oxitetraciclina (10,5 pgL™), penicilina G (6,3 ugL™) e ofloxacina (6,7
ugL™). Os valores médios estdo de acordo com um estudo de revisdo sobre esta tematica e
que contempla o mesmo tipo de amostras (Kimmerer, 2009). Apesar de haver outro estudo em
que a determinacdo de tetraciclina, cerca de 1,1 pgL™ ficou muito aquém dos valores aqui
mencionados (Batt et al., 2007). No efluente as quantificacGes indicam maior prevaléncia dos
antibioticos sulfatiazol (1,97 ugL'l), tetraciclina (4,1 ugL'l,) e penicilina G (15,6 ugL'l), sendo

que os dois primeiros estdo de acordo com o referido na literatura.

Tabela 3. Determinagdo dos antimicrobianos: OXT, oxitetraciclina; TET, tetraciclina; DOX, doxiciclina; CLT,
clorotetraciclina; PNG, penicilina G; PNV, penicilina V; STZ, sulfatiazol; SMZ, sulfametazina; ENR, enrofloxacina;
CIP, ciprofloxacina; OFL, ofloxacina, nas amostras de afluente e efluente, durante os periodos Ill e IV.

Tetraciclinas Penicilinas Sulfonamidas Quinolonas

oan | Amosta (ugl?) (MgL™) (ugl?) (MgL™) Triclosan ~ Arsénio
(ngl™) (ngl™)

OXT TET DOX CLT PNG PNV STZI SMZ ENR CIP OFL
Afluente | 9,45* 11,73* 5,34* 0,20 0,52 1,12* 1,18 3,21 0,76 0,30 1,10 0,54 1,80
Efluente | <0,14 4,23* <0,12 0,64* 1557 <0,13 1,12 0,24 0,34 1,31* 0,96* 0,68 1,70
Afluente | 9,45* 11,73* 5,34* 0,68 0,67 1,12* 2,06 1,52 1,23* 0,71 1,67 0,55 2,50
Efluente | <0,14 4,23* <0,12 0,40 1557* <0,13 0,61 0,21 0,63* 037 0,37 0,70 1,50
Afluente 6,22 13,65 1,36 0,92 7,50 0,41 6,90 1,08 1,61 1,49 12,35 0,62 2,20
Efluente | <0,14 3,51 1,31 0,64* 12,42 0,35 2,76 <0,13 1,19 1,45 1,78 0,60 1,90
Afluente 6,31 10,20 4,08 1,17 7,92 1,55 10,92 2,16 1,23* 1,07 1,49 0,60 2,20
Efluente | <0,14 2,32 <0,12 0,64* 13,87 <0,13 3,33 0,74 0,63* 123 0,39 0,60 1,50
21.04.09 | Afluente 7,98 18,20 5,34 4,11 8,62 2,72 4,79 2,59 1,14 254 2,49 0,58 2,20
21.04.09 | Efluente = 4,23* = 0,64* 15,57* = 2,17 = 0,63* 1,31* 0,96* 0,61* 1,80
22.04.09 | Afluente | 11,40 9,89 5,51 1,12 5,81 0,56 7,29 2,70 1,35 247 6,12 0,59 2,00
22.04.09 Efluente | <0,14 3,77 2,12 1,12 13,76 <0,13 2,557 <0,13 0,63* 1,89 0,31 0,55 2,10
23.04.09 | Afluente | 14,70 11,09 6,93 1,02 12,02 0,16 2,67 4,54 1,25 2,58 6,05 0,56 2,15*
23.04.09 | Efluente | <0,14 5,73 <0,12 0,74 18,84 <0,13 2,57 <0,13 0,28 183 1,23 0,56 2,10
24.04.09 | Afluente | 10,10 7,34 8,80 1,40 11,02 1,34 6,83 2,17 1,29 5,04 11,67 0,54 2,15*
24.04.09 Efluente | <0,14 5,80 <0,12 0,30 18,97 0,32 2,23 0,58 0,70 1,06 1,69 0,57 1,80*

-, N&o foi possivel analisar.
* Sem dados. Optou-se por usar a média dos valores das determinagdes efetuadas a mesma amostra nas restantes
amostragens.

A concentracao de penicilina G esta bastante acima da mencionada no artigo referenciado
antes, mas o curioso € que em ambos se verificou um ligeiro aumento na concentragédo deste
antibiético apos o tratamento. A ciprofloxacina foi detetada, em ambas as amostras, a
concentracdes (2,67 ugL™' e 1,1 pugL™, no afluente e no efluente respetivamente) ligeiramente

superiores a mencionada na literatura disponivel que menciona valores médios de 1,1 ugL'l
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para o afluente e 0,45 pgL™ apds o tratamento, por lamas ativadas (Batt et al., 2007), mas em
ambos os casos o valor de remogao média ronda os 41%

O metal pesado encontrado em maior quantidade foi o arsénio para o qual se verificaram
concentracdes médias de 2,2 ugL™ no afluente e 1,8 pgL™ no efluente. O desinfetante triclosan
foi detetado em concentragGes médias de 0,59 ugL'l em ambos os tipos de amostras nédo se
verificando qualquer remocédo deste agente apos o tratamento. Este resultado néo corresponde
ao esperado, pois segundo a bibliografia, este agente é removido com taxas entre os 58% e os
98% (Thompson et al., 2005), em ETAR com o mesmo tipo de tratamento bioldgico, devido a

sua adsorcao as lamas e a degradacao, designadamente de origem biolégica.

1.3. Percentagem de bactérias cultivveis resistent  es a antibioticos

Neste estudo, o termo resistente refere-se a bactérias que foram capazes de crescer em
meio solido suplementado com antibiotico. A analise das percentagens de bactérias cultivaveis
(heterotroficas, coliformes e enterococos) resistentes a antibiéticos (amoxicilina, tetraciclina,
sulfametoxazol e ciprofloxacina) antes e apos o tratamento durante este estudo (tabela 4),
revelou que os valores mais elevados de prevaléncia de resisténcia foram observados para
enterococos resistentes a sulfametoxazol (72,1 % no afluente e 75,6 %, no efluente) e as
menores para amoxicilina (0,6 % e 0,9 %, média dos 4 periodos, no afluente e efluente,
respetivamente). Os valores encontrados encontram-se na mesma gama dos detetados
anteriormente para a mesma estacéo de tratamento (Novo & Manaia, 2010). No estudo anterior
compararam-se trés tratamentos biologicos diferentes e duas das amostragens da ETAR de
lamas ativadas sdo comuns a este estudo (31.03.09 e 21.04.09).

De acordo com dados ndo publicados, mas disponiveis no grupo onde foi realizado o
trabalho, os heterotréficos presentes em aguas residuais compreendem essencialmente
espécies de Pseudomonas, P. aeruginosa em particular, Acinetobacter spp., Aeromonas spp.,
entre outras, como as enterobactérias ndo Echerichia coli (Novo & Manaia, 2010). Em relacao a
este grupo bacteriano os valores de resisténcia médios, para afluente e efluente, foram mais
elevados no que respeita a amoxicilina, 38,4 % e 35,1 %, e as menores foram observadas para
o antibidtico tetraciclina, 1,6% e 2,1 %, respetivamente. O valor de resisténcia verificado para
amoxicilina podera justificar-se pelo facto de as penicilinas, e a amoxicilina em particular, serem
os antibiéticos mais vulgarmente prescritos.

As enterobactérias, assim como as bactérias heterotréficas totais apresentavam
percentagens de resisténcia ao B-lactamico amoxicilina de 43,6 % e 38,5 %, a entrada e saida
do tratamento, respetivamente. Neste estudo, e devido ao meio de cultivo utilizado, a espécie
predominante entre as enterobactérias sera E. coli, um indicador de contaminacao fecal e um

dos vetores de disseminacédo de resisténcias mais estudado (Ferreira da Silva et al., 2007).

Comparando com os heterotroficos, as enterobactérias cultivaveis foram eliminadas ap6s o

tratamento de forma mais extensa. De facto, as taxas de remocao deste grupo foi sempre
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superior a dos heterotroficos (tabela 4) em todos os periodos e antibidticos em estudo, exceto
nos resistentes a CIP. Estes resultados sugerem que os heterotréficos, mais do que as
enterobactérias, podem ser relevantes vetores na resisténcia aos antibiéticos em estacdes de
tratamento de aguas residuais.

De acordo com estudos anteriores, as principais espécies de enterococos encontradas em
ETAR’s sdo Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium e Enterococcus hirae (Ferreira da
Silva et al., 2006), estas bactérias crescem lentamente e talvez por esse motivo sdo menos
prevalentes do que os restantes grupos em estudo. Estes evidenciam taxas muito baixas de
resisténcia p-lactdmicos, a percentagem de resistentes a amoxicilina variou entre 0,1 e 1,5 %
no afluente e entre 0,3 e 1,6 % no efluente. A prevaléncia de resistentes a tetraciclina e
sulfametoxazol foi bastante mais elevada neste grupo bacteriano. Os valores médios de
resisténcia no afluente e no efluente ao longo dos quatro periodos, foram 16,6 % e 20,4 % para
a tetraciclina, e 72,1 % e 75,6 % para sulfametoxazol.

Em relacdo a ciprofloxacina e para os trés grupos bacterianos, a percentagem de bactérias
resistentes encontradas no efluente foi significativamente maior (p< 0,05) no PIl em relagcédo aos
restantes periodos. Esta diferenca significativa pode dever-se ao facto do caudal tratado ser
maior e por isso o processo tornar-se de alguma forma menos eficaz, este efeito verifica-se
também para os heterotréficos resistentes a tetraciclina e para os coliformes resistentes a

sulfametoxazol.
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Tabela 4. Prevaléncia das resisténcias a antibiéticos em diferentes grupos de bactérias cultivaveis, enumeradas em afluente e efluente, para cada um dos periodos de
amostragem (n indica o nimero de amostras analisadas por periodo; a, b, c e d, grupos de homogeneidade, para cada periodo, com base no teste de Tukey; p< 0,05).

Grupos Period % Resistentes a AML % Resistentes a TET % Resistentes a SUL % Resistentes a CIP
. erioao
cultivados Afluente Efluente Remocdo* Afluente Efluente Remocdo* Afluente Efluente Remocdo* Afluente Efluente Remogéo *
Pl 39,07 36,97 66,20 1,2 1,57 a5 509 0,6® 0,67 66,40 31" 1,49 63 109
0=12) | (25-51)  (18-63) ’ 0,4-1,7) (0,8-2,7) ’ 0,2-1,1)  (0,1-1,2) ’ (1,3-6,0) (0,8-2,3) ’
@ @ @ ® @ @ ®
36,1 34,8 0,9 3,5 0,7 12 3,2
L 96,1 65,6 ND ND 77,1@
(n=6) (18-63)  (22-52) 0,8-1,1) (1,5-5,0) (0,4-1,0) 0,8-23) (22-37)
Heterotroficos 3749 42,0 275 1,7%% 19® 77 5@ 100”  11,7® o 3 260 1,8% 87,99
0=12) | (22-57)  (23-63) ’ 0,9-2,4) (1,4-3,2) ’ 1,2-22)  (2,5-19) ’ (1,6-43)  (0,9-3,0) ’
@ @ @) @ ® ® @ @
39,7 29,0 2,3 2,0 14,9 12,9 2,2 13
=l 96,3" 92,4 79,3@") 96,1
(=12) | (23-55)  (19-43) (1,0-52) (0,5-4,8) (5.8-25)  (6,5-19) (1,3-41) (0,9-2,5)
Média 38,4 35,1 87,5 1,6 2,0 82,4 9,2 7,3 71,4 2,5 1,7 90,2
@ ©) @ @ @ @ @ ®
33,3 41,1 2.4 2,2 1,7 4,7 11 2,7
°l 91,9 92,4% 86,5 85,17
n=12) | (18-50)  (27-59) (1,0-43) (1,6-3,1) 0,8-2,8) (2,4-6,8) 0,815  (1,7-4,9)
PII 46,39 651 o5 2@ 2,8% 3,49 016® 56" 7,5% 6 60 1,57 2,8 64 50D
(n=6) (37-66)  (52-80) ’ (2,2-3,4) (2,9-4,7) ’ (1,1-10)  (5,9-9,8) ’ (1,3-2,0)  (1,8-4,0) ’
liform 38,77 226 3,9 3,79 6,9" 7,39 2,4") 2,07
Celierlines ) 90,3*" 83,7% 81,2% 81,2%
=12) | (19-83)  (14-28) (2,3-8,4) (1,2-7,9) (2,8-11)  (2,1-13) 0,7-4,8)  (0,9-5,4)
PIV 60,9  383*" g7 70 3,2% 4,0% 63 6@ 1239 136" 06,50 1,2% 1,0? o7 2®)
®=12) | (24-92)  (18-77) ’ (1,856) (2,2-5,9) ’ 8,2-17)  (2,2-32) ’ 0,7-1,7)  (0,3-2,1) ’
Média 43,6 38,5 92,5 3,1 3,3 89,5 7,2 8,4 88,3 1,6 2,1 87,2
PI 01®@ 137 c0.0® 1417 1979 a5 609 665 734" 86.0© 179 26%Y g2 5
m=12) | (0,1-0,2) (0,9-1,6) ’ (8,1-27)  (13-26) ’ (49-98)  (55-97) ’ 02-2,9 (1,5-3,1) ’
Pl 0’7(b) 1’2(6,0) 0 O(a) 17’4(a) 17,6(a) Y g(a) 66,4(a) 80,0(a'b) o 3(a) 2’7(a) 3’3(0) o1 G(a)
=6 | (04-08) (1,0-1,5) ’ (13-21)  (14-21) ’ (42-91)  (70-89) ’ (1,0-4,0)  (2,1-4,9) ’
Enterococos 08”7  08®” 2370 17,87 2047 79.2@b) 7807 859" 26,00 2,57 1,9% g7 30
m=12) | (0,2-1,5) (0,3-1,4) ’ (11-31)  (15-37) ’ (62:97)  (71-97) ’ (1,9-32) (0,7-3,1) ’
PIV \D 0,67 \D 1757 2267 017 7560 64,87 0549 2,2 2,07 0320
(n=12) 0,1-1,2) (12-27)  (12-32) ' (68-85)  (35-98) ’ (05-45  (0,9-3,3) ’
Média 0,6 0,9 66,4 16,6 20,4 83,7 72,1 75,6 82,7 2,2 2,3 84,0

* A remogao foi calculada em fungéo de CFU/(dia.HabEquiv) como descrito em Novo & Manaia, 2010.
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2. Andlise dos perfis de 16S- DGGE

Os perfis de DGGE foram obtidos a partir de extratos contendo em média 2,6 ugmL'l de
DNA para amostras de afluente e 51,6 ugmL'l de DNA do efluente tratado. O volume de
efluente final da ETAR filtrado para cada uma das membranas foi, seis vezes superior ao
volume de afluente. Apds a amplificagcao (338F-GC/518R do rDNA 16S) obtiveram-se produtos
de PCR das amostras de afluente e efluente com concentracdes médias de 53,0 e 52,5 pgmL™

de DNA, respetivamente.
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Figura 4. Gel de DGGE (30-52% de Ureia/Acrilamida) com as amostras de 16S rRNA das comunidades
presentes nas amostras de afluente (a.) e efluente (b.) durante o periodo | . Da esquerda para a direita:
Marcador; 25.11.08 (a, b, ¢); 26.11.08 (a, b, ¢); 27.11.08 (a, b, c¢); 28.11.08 (a, b, c); Marcador.

Para a electroforese aplicou-se sempre 1,8 ug de DNA e o seu perfil de desnaturacéo foi
registado e analisado. Todas as amostras foram processadas (desde a extragdo a analise) em
triplicado. Foram corridas em pocos lado a lado, em oito géis de DGGE. Cada um dos géis
continha as amostras de um periodo e de uma das duas amostras (figuras 4 a 7).

Na andlise dos géis de DGGE obtidos verificou-se elevada reprodutibilidade de
processamento, indicada pela homogeneidade dos triplicados e de géis de DGGE. Nos
triplicados apenas se verificaram pequenas variagdes na intensidade de algumas bandas mas

eram iguais em termos de posicao.
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Figura 5. Géis de DGGE (30-52% de Ureia/Acrilamida) com as amostras de 16S rDNA das comunidades

presentes nas amostras de afluente (a esquerda) e efluente (& direita) durante o periodo Il

Da esquerda

para a direita: Marcador; 04.12.08 (a, b, c); 05.12.08 (a, b, c); Marcador.
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Figura 6. Géis de DGGE (30-52% de Ureia/Acrilamida) com as amostras de 16S rDNA das comunidades

presentes nas amostras de afluente (a esquerda) e efluente (& direita) durante o periodo IlI

. Da esquerda

para a direita: Marcador; 31.03.09 (a, b, c); 01.04.09 (a, b, c); 02.04.09 (a, b, c¢); 03.04.09 (a, b, c);

Marcador.
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Figura 7. Géis de DGGE (30-52% de Ureia/Acrilamida) com as amostras de 16S rRNA das comunidades
presentes nas amostras de afluente (4 esquerda) e efluente (a direita) durante o periodo IV . Da esquerda
para a direita: Marcador; 21.04.09 (a, b, c¢); 22.04.09 (a, b, c); 23.04.09 (a, b, c¢); 24.04.09 (a, b, c);

Marcador.
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Figura 8. Perfis de 16S-DGGE das comunidades presentes em amostras de varios periodos; a. amostras
de afluente (da esquerda para a direita: Marcador; 11.03.09*; 13.05.09*; 25.11.08a); 04.12.08a);

05.12.08a); 31.03.09a); 01.04.09a); 03.04.09a); 21.04.09a); 22.04.09a); 23.04.09a); 24.04.09a); Marcador:

b. amostras de efluente (da esquerda para a direita: Marcador; 11.03.09*; 13.05.09*; 25.11.08a);

27.11.08a);04.12.08a); 05.12.08a); 31.03.09a); 02.04.09a); 03.04.09a); 21.04.09a); 22.04.09a);
24.04.09a); Marcador). *amostras de DNA referentes & mesmas amostras cedidas de outro estudo,

aplicadas aqui para verificacdo da extracdo e amplificacdo do DNA.

As maiores vantagens do método de amplificacdo do gene do 16S do rRNA seguido de

DGGE para analise da dinamica de populagdes sdo a sua reprodutibilidade e capacidade de
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comparar varias amostras simultaneamente, no mesmo gel (Fromin et al., 2002). Neste tipo de
andlise parte-se do principio que as variagdes entre intensidade das bandas no DGGE refletem
a abundancia relativa das diferentes espécies nas comunidades bacterianas.

Para a comparacéo dos perfis considerou-se a zona do gel situada entre o equivalente a
32,5 e 44,5% do gradiente em ureia/acrilamida (figura 9). Nos perfis das amostras de afluente
detetou-se um total de 22 bandas e nos de amostras de efluente registaram-se 31 bandas.
Algumas destas bandas ndo foram incluidas na analise multivariada por serem pouco intensas
nas amostras em que apareciam (Af 9, Af 28, Ef 21, Ef 27, Ef 158,57, Ef 28 e Ef 31). Assim,
contabilizam-se, para posterior analise comparativa, 19 bandas de afluente e 17 de efluente.

A partir do momento em que se analisaram as amostras de afluente e efluente no mesmo
gel (figuras 8 e 9) e ap6s o processo de comparacao visual de bandas, adotou-se uma notagéo
de bandas uniforme para ambos os tipos de agua (figura 9).

M AfPu AfPI Ef PI AfPIl EfPIl M AfPII EfPIII AfPIV EfPIV gfpi = M
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Figura 9. Gel de gene do rDNA 16S PCR-DGGE com as amostras das comunidades presentes, em
diferentes datas de amostragem, no afluente ao tanque bioldgico e efluente final da ETAR. (Da esquerda
para a direita: Marcador (Fig. Al); Af 04.12.08a); Af 26.22.08a); Ef 27.11.08a); Af 05.12.08a); Ef
04.12.08a); Marcador; Af 02.04.09a); Ef 02.04.09a); Af 21.04.09a); Ef 22.04.09a); Ef 05.12.08a);
Marcador). As bandas assinaladas no gel foram excisadas dos perfis indicados e identificadas.

Algumas bandas foram designadas de residentes, por estarem sempre presentes nas duas

amostras e em todos os periodos (B1, B3 e B12). Da mesma forma encontram-se bandas
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residentes nas amostras de afluente (B6, B11, B16, B17 e B18) e outras sempre presentes no
efluente (B8, B14 e B20). Verificou-se também que certas bandas apareceram exclusivamente
numa das amostras, B7 e B13 s&o caracteristicas do afluente e B4, B8 e B14 s6 apareceram
nas amostras de agua tratada.

Verificou-se ainda que certas bandas ndo apareceram em alguns periodos, e por isso foram
classificadas como diferenciadoras. Observou-se que, no afluente, a banda B7 ndo aparece em
Pl e B9 esta ausente em Pl e Pll, ambas aparecem intensas durante PIV. Nas aguas tratadas
as bandas B4, B6 e B16 nao surgiram em nenhuma das amostras de PI, alids, B16 esta
ausente durante Pl e PIl. A banda B15 esta ausente de Plll e PIV e B19 ndo aparece em
nenhuma amostra deste Ultimo periodo.

Algumas das bandas, se bem que residentes, apareceram de uma forma claramente mais
predominante em certos periodos, dai serem consideradas como diferenciadoras pela
intensidade. Assim, a forte intensidade de B8 e B12 em Pl e de B4, B15 e B17 durante PlII

(Figuras 4, 5, 8 e 9) também contribuiu para a diferenciagdo das amostras ao longo do tempo.

2.1. Distribuicdo das amostras ao longo do tempo e contribuicdo relativa de cada

uma das espécies

A andlise de componentes principais € um dos métodos de ordenagdo mais usado em
ecologia (Valentin, 1995). Com base nas tabelas posicdo versus intensidade de banda,
efetuou-se PCA aos perfis de amostras de afluente e de efluente, com o intuito de avaliar a
distribuicao temporal do perfil de espécies/bandas. De acordo com as analises de PCA, ha uma
separacao significativa dos perfis para os diferentes periodos de amostragem ao longo dos
dois primeiros eixos fatoriais (p=0,002).

No caso das amostras de afluente os eixos fatoriais explicam, cumulativamente, 83% da
variacdo encontrada nas amostras. As bandas responséaveis pela variacdo observada foram
indicadas pelo valor préprio do respetivo vetor ao longo de cada um dois eixos (tabela 6).
Segundo a distribuicdo obtida, as amostras do periodo IV, final de Abril, separam-se
nitidamente das restantes (figura 10a.), sobretudo devido a presencga das bandas B7, B9, B11,
B12, B13, B20, com forte relagdo com o eixo 1. Por outro lado, os perfis de Pl e PIl eram
indistinguiveis entre si, embora contrastassem com os de PIll, sobretudo devido a maior
intensidade de B1.

Nas amostras de efluente a distribuicdo observada seguiu padrdes diferentes, ou seja,
agruparam-se de forma diferente da verificada no afluente. Neste caso, os dois primeiros eixos
canonicos juntos explicaram 79% da variacdo observada, formando-se quatro grupos
correspondentes aos diferentes periodos de amostragem (figura 10b), sugerindo o fator

sazonal como importante na estrutura destas amostras.
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Figura 10. Grafico da distribuicdo das amostras de afluente (a.) e efluente (b.) , segundo cada um dos
seus perfis de bandas de 16S (338F-GC/518R) e a influéncia das principais espécies nestas distribuicdes
ap6s uma andlise de componentes principais (PCA, Canoco para Windows 4.5).

A distribuicdo das amostras de efluente varia entdo, ao longo do tempo, PI caracteriza-se
pela auséncia de B4 e B11 e forte intensidade de B2, B8 e B12, PII pela fraca intensidade de
B1 e predominancia de B4, B15 e B17 e durante PIll e PIV, periodos mais quentes, verifica-se
forte presenca de B6, B9, B16 e B20.

As bandas B1, B9 e B11 foram as Unicas que sendo relevantes para explicar a variagao
observada no afluente, tiveram papel idéntico no efluente. E, bandas que n&do eram
particularmente influentes nas variacbes detetadas nas amostras de afluente, encontram-se

fortemente relacionadas com a variacdo observada no efluente (figura 10).
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2.2. indices de Diversidade

Os indices de diversidade foram calculados com base em todas as bandas encontradas nos
diferentes géis, ou seja nas 22 bandas detetadas nas amostras de afluente e 31 de efluente
(tabela 5). A diversidade foi avaliada em termos de riqueza, nimero de bandas/espécies
diferentes presentes em cada amostra. Esta € a medida mais comumente utilizada no calculo
da diversidade, por ser simples e intuitiva. O principal problema reside no facto de este
parametro ndo fornecer informacdo sobre a forma como cada uma das espécies esta
representada na comunidade. Idealmente, a diversidade devera medir tanto o numero de
diferentes espécies como a contribuicdo relativa de cada uma dessas espécies na comunidade
(uniformidade). Os valores médios de diversidade em ambientes naturais variam entre 1,5,
para sistemas com baixa riqueza e uniformidade até 3,5 em sistemas de elevada riqueza e
elevada uniformidade (McDonald, 2003).

Tabela 5. Resumo dos Indices de Diversidade (H’), de Equidade ou Uniformidade (E) e de riqueza média
dos perfis (S), para cada uma das amostras (média dos quatro periodos + desvio padréo).

Afluente Efluente
Ndmero total de bandas 22 31
Diversidade ( H’, indice de Shannon) 2,29 +0,20 2,42 +0,18
Equidade ( E, indice de Pielou) 0,36 =0,03 0,36 +0,02
Riqueza do perfil ( S) 15,17 £1,4 (11-18) 17,29 +2,4 (13-22)

Neste estudo, a estrutura de uma comunidade, relaciona-se apenas com a presenca e
abundancia relativa de cada uma das espécies da comunidade a cada momento. Observou-se
que a riqueza das amostras ndo sofre grande variacdo ao longo do tempo. Ainda assim, as
maiores taxas de riqueza e de diversidade acontecem para ambas as amostras durante o PIV,
0 que esta de acordo com a literatura disponivel. Moura et al. (2007), que estudaram aguas
residuais tratadas em lagoas, referem que a maior rigueza em termos de quantidades de
espécies diferentes, é encontrada nos meses mais quentes.

A analise dos géis recorrendo ao indice de equidade, que varria entre 0 e 1, evidencia a
baixa uniformidade destas amostras, em termos de abundancia relativa, das espécies
presentes (E=0,36, em ambas). De facto, em ambos 0s casos ha espécies que predominam
claramente em relac@o a outras. Por exemplo a banda B1 apresenta uma intensidade muito
superior as restantes bandas, em quase todos os perfis, exceto nas amostras de agua tratada
durante o periodo Il (figuras 4 a 9). Os valores de equidade, entre 0,28 - 0,42 e 0,32 - 0,41, no
afluente e no efluente, respetivamente, foram similares, sugerindo um perfil idéntico de

distribuicao de espécies.

30



Resultados e Discussao

3. ldentificagcéo das bandas dos perfis de DGGE

3.1. Selecédo das Bandas a Identificar

De acordo com a analise visual dos géis de DGGE e através da analise de componentes
principais (PCA) efetuada com base na intensidade de cada banda, foram selecionadas vinte
bandas para andlise da sequéncia nucleotidica. Como principal critério de selegéo, usaram-se
os valores proprios dos vetores representativos de cada banda, ao longo dos primeiros dois
eixos fatoriais.

Foram considerados para andlise, as bandas cujos valores préprios eram superiores a 0,60,
em valor absoluto, no primeiro e/ou segundo eixos, estatisticamente significativos (p <0,002).
Apesar de ndo possuir valores elevadas, a banda B3, foi também considerada por ser residente
em ambas as amostras.

Apés esta selecdo, analisaram-se dois géis (figuras 8 e 9), em que se compararam
amostras de afluente e efluente dos varios periodos. Este tipo de comparacdo facilita a
observacédo de variagcbes dos perfis em cada tipo de amostra ao longo do tempo, e realca as

diferencas dos perfis antes e depois do tratamento.

Tabela 6. Valores proprios, obtidos para cada um dos vetores, que representam as bandas, em cada
um dos eixos fatoriais, apés a PCA efetuada aos perfis de DGGE, de cada uma das amostras,
separadamente.

Banda

DGGE Afluente Eixo 1 Eixo 2 Efluente Eixol Eixo 2
B1 Af 1 -0,412 -0,289 Ef1 0,789 0,473
B 2 Ef3 -0,217 0,817
B3 Af 3 0,578 0,574 Ef 4 -0,581 -0,448
B4 Ef 6 -0,610 -0,755
B 6 Af 6 -0,261 0,778 Ef 10 0,832 -0,249
B7 Af7 0,917 -0,205
B8 Ef 12 -0,2748 0,8811
B9 Af8 0,912 -0,083 Ef 13 0,6542 -0,2706
B 11 Af 10 0,916 -0,035 Ef 15 0,1955 -0,8766
B 12 Af11 0,9455 -0,1499 Ef 16 -0,7616 0,4810
B 13 Af 12 0,9186 0,0645
B 15 Af 14 -0,1315 0,7185 Ef 19 -0,8196 -0,1660
B 16 Af 15 0,8197 0,2280 Ef 20 0,6987 -0,1452
B 20 Af 22 0,9375 0,1408 Ef 29 -0,8547 -0,1970

Devido ao facto destes valores ndo constarem dos resultados disponibilizados pelo programa Canoco, apresentam-se
aqui os valores préprios gerados por igual analise, realizada em PC_ORD, versdo 5.32
(home.centurytel.net/~mjm/pc5fixes.htm).
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Com o intuito de validar a correspondéncia de bandas entre amostras de afluente e efluente,
que havia sido considerada previamente, algumas bandas (B1, B2, B3, B6, B11, B12 e B16)
foram analisadas de perfis de diferentes periodos e/ou de tipo de amostra (figura 8 e 9) de
modo a validar a identidade das sequéncias obtidas. Apés transformacado, de cada uma das
bandas excisadas foram selecionados entre 3 e 5 clones, cujo DNA obteve o mesmo perfil
eletroforético da banda em questao, para posterior sequenciacao. A afiliagao de cada banda foi
considerada quando se obtiveram pelo menos dois clones cuja sequéncia levou a mesma

afiliacdo (mesmo ndimero de acesso NCBI).

Optou-se por mostrar os resultados das afiliagbes obtidas para bandas B3, B13, B14 e B18,
(tabela 7) para as quais apenas se obtiveram bons resultados para um clone de cada, por as
percentagens de homologia obtidas serem superiores ou iguais a 99% ao nivel do género.
Assim, e considerando também estas quatro bandas, foi possivel determinar a afiliacdo de
dezassete bandas (tabela 7).

Verificou-se algumas das bandas, como a, B1, B2, B6 e B11 consideradas como a mesma
em amostras de agua diferentes eram realmente afiliadas ao mesmo género ou espécie, 0 que
confirma e fortalece a analise visual de correspondéncia de bandas entre amostras e entre

géis.

Considerando o fragmento de DNA utilizado, com cerca de 200 nucledétidos, esperava-se
poder estabelecer a afiliacdo das bandas ao nivel de filo, classe ou muito raramente familia ou
género. Nas referéncias da base de dados, pode ver-se que grande parte das sequéncias
analisadas estéa relacionada com amostras de aguas residuais (B2, B9, B11, B20) e de lamas
ativadas (B6, B18). Algumas estéo relacionadas com organismos da microflora humana da pele
(B3 e B7) ou do intestino (B12, B17), resultados néo surpreendentes atendendo a origem das
amostras estudadas.

Além disso verificou-se que grande parte das sequéncias eram altamente similares
(homologia = 99%) com organismos nao cultivaveis ou com estado taxondmico incerto (tabela
7). Estes resultados evidenciam a falta de conhecimento acerca das comunidades presentes
nestes ambientes e sdo consistentes com alguns estudos de caracterizagdo molecular de
comunidades microbianas em ecossistemas de tratamento de aguas residuais. Estes tém
revelado que, em reatores de lamas ativadas convencionais, a maioria das bactérias
responsaveis pelos processos chave do tratamento sdo ainda desconhecidas ou pelo menos

nunca isoladas in vitro (Wagner & Loy, 2002).
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Tabela 7. Resumo da afiliagdo das bandas de DGGE obtida a partir das respetivas sequéncias de rDNA de

16S e a correspondéncia mais préxima do GenBank.

Numero de Ndmero de
acesso o 1 acesso . ) )
Banda Identificacdo Identificacéo Classe
BLAST * BLAST 2
NCBI NCBI
Uncultured Arcobacter
bacterium clone SL- cryaerophilus strain
B_l % 181 16S ribosomal % NW94 16S ribosomal &-Proteobacteria
Af1=Ef1 RNA gene, patrtial RNA gene, patrtial
sequence. sequence.
gg&zlrt;fj;d clone BF1- Arcobacter defluvii
B2 HQ440072.1 28 16S ribosomal RNA HQ115597.1 s_traln SW28-7 16S &-Proteobacteria
Af2 =Ef3 (100%) ene. partial (100%) ribosomal RNA gene,
gene, p partial sequence.
sequence.
gg&zlrt;fjr;d clone Acinetobacter sp.
B3 JF218193.1 JN228272.1 AB1(2011) 16S y-Proteobacteria
Ef4 (100%) ncd2541e10cl 16S (99%) ribosomal RNA gene
ribosomal RNA gene, ; ’
- partial sequence.
partial sequence.
Uncultured y-Proteobacterium
B4 D0O469231.1 bacterium clone SX3- AB362308.1 JAM-GA1201 gene for y-Proteobacteria
Ef6 (99%) 31 16S ribosomal RNA (94%) 16S rRNA, partial
gene, partial sequence sequence.
Uncultured Streptobacillus
Fusobacteria moniliformis gene for
B_6 % bacterium 16S rRNA &?%301 16S rRNA, partial Fusobacteriia
Af 6=Ef 10 gene from clone sequence, strain:
QEEA3DG11. KWG24.
Uncultured
bacterium clone Comamonas sp. BF1
B7 % TS20_a03b01 16S &?335% 168 ribosomal RNA B-Proteobacteria
Af7 ribosomal RNA gene, gene, partial sequence.
partial sequence.
Uncultured Sulfuri
bacterium clone BP1 CP002205.1 ut l:nmﬁnas DSM
HQ190490.1 : .1 autotrophica g .
B8 (99%) 16S rlbosqmal RNA (98%) 16294, complete &-Proteobacteria
Ef 12 gene, partial
genome.
sequence.
Uncultured
B9 bacterium clone Bacteroidetes
Af8 HQ327062.1 MedPSep07RW42 AB623230.1 bacterium 4F6B gene Bacteroidia
(100%) 16S ribosomal RNA (92%) for 16S ribosomal RNA,
gene, partial partial sequence.
sequence.
B 11 Uncultured
bacterium clone Acidovorax sp. M5-31
Af 10=Ef 15 % reservoir-139 16S % partial 16S rRNA gene, B-Proteobacteria
° ribosomal RNA gene, 0 strain M5-31.
partial sequence.
Uncultured
B 12 Lachnospiraceae Clostridiaceae
Af 11 GU939568.1  bacterium clone EU728741.1 bacterium DJF_LS13 Clostridia
(100%) R_301.58-1 16S (100%) 16S ribosomal RNA
ribosomal RNA gene, gene, partial sequence.
partial sequence.
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B 13 Rheinheimera  soli Rheinheimera soli
Af 12 . strain B29 16S JN377675.1 strain B29 16S y-Proteobacteria
(100%) ribosomal RNA gene, (100%) ribosomal RNA gene,
partial sequence. partial sequence.
Uncultured T
B 14 bacterium clone Simplicispira .
Ef 18 JN191825.1 RBMU-B4 165 AY780904.1 metamorpha strain D- B-Proteobacteria
(100%) ribosomal RNA gene (100%) 416 16S ribosomal RNA
partial sequence. gene, partial sequence.
B 15 Leadbetterella sp. Leadbetterella sp .
Ef 19 JE700250.1 HME7103 16S JE700250.1 HME7103 16S Bacteroidia
(99%) ribosomal RNA gene, (99%) ribosomal RNA gene,
partial sequence. partial sequence.
B 16 Uncultured
bacterium clone SL- Comamonas sp. N8
Af 15 JF497796.1 53 16S ribosomal EF5685284.1 16S ribosomal RNA -Proteobacteria
(100%) (100%)
RNA gene, partial 0 gene, partial sequence.
sequence.
B 17 Uncultured
bacterium clone Phascolarctobacterium
Af 16 HQ536018.1 BBNGA4317 16S X72866.1 faecium (ACM3681) Negativicutes
(100%) . (100%)
ribosomal RNA gene, gene for 16S rRNA.
partial sequence.
B 18 Uncultured
unclassified Comamonas sp. PG6-4
Af 18 % bacterium 16S rRNA % gene for 16S rRNA, B-Proteobacteria
gene from  clone partial sequence.
QEDQ3DCO02.
Uncultured )
B 20 B-Proteobacterium Curvibacter sp.
GQ406151.1 HQ167731.1 HME6821 16S .
Af 22 (99%) clone AM-20-17 16S (97%) ribosomal RNA gene B-Proteobacteria
ansomal RNA gene, partial sequence.
partial sequence

Identificacdo e nimeros de acesso do organismo com maior similaridade para com a sequéncia de =170bp
amplificada a partir da banda de DGGE, apés analise BLAST efetuada na base de dados do NCBI (National
Centre of Biotechnology Information website: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
BLAST ' : Andlise efetuada a toda a colecao de sequéncias nucleotidicas.
BLAST 2 : Analise efetuada a toda a colecdo de sequéncias nucleotidicas, excluindo os organismos nao
cultivaveis (acessos efetuados entre outubro de 2010 e dezembro 2012).

Agquando da analise da estrutura das comunidades ao longo do tempo (figura 10) verificou-

se que as bandas afiliadas com a familia Comamonadaceae (B7, B11, B16 e B20) aparecem

em maior abundancia durante o periodo de final de Abril, 0 que estara relacionado com as

temperaturas 6timas de crescimento destes organismos, entre os 28 e 30°C (Willems et al.,

1991). Este grupo inclui organismos Gram-negativos, aerébios, comuns em amostras de solos,

aguas naturais e industriais mas também isolados clinicos e fitopatogénicos. Em geral estes

organismos degradam uma vasta variedade de &cidos organicos incluindo aminoéacidos e

muitos deles oxidam H, e CO o que ilustra o seu papel neste tipo de ambiente.
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3.2. Composic¢ao das comunidades

No total dos dois tipos de agua, a maioria das bandas analisadas possuiam sequéncias
nucleotidicas afiliadas a membros do filo Proteobacteria. A classe B-Proteobacteria foi a mais
prevalente representando 35 % das bandas, seguida pelas classes ¢-Proteobacteria e y-
Proteobacteria (18 %) e Bacteroidia (12%). Na figura 11, representa-se esta distribuicdo dos
grupos encontrados por classes e por tipo de amostra. Estes resultados vdo de encontro ao
esperado pois esta distribuicdo é similar & encontrada noutros estudos de ETAR municipal por
lamas ativadas. Cerca de 4% das sequéncias de membros desta classe eram relacionadas
com o género Arcobacter, quer em e agua residual bruta como apds o tratamento.

A analise da diversidade bacteriana, com base na analise do gene para o rRNA 16S,
contribui para entendimento de comunidades bacterianas complexas, por permitir a
identificacdo das popula¢cbes que as constituem, proporcionando um quadro mais completo da

composicdo da comunidade (Amann et al., 1995).

B B-Proteobacteria
B g-proteobacteria
By-Proteobacteria
[ Bacteroidia

B Clostridia

B Fusobacteria

B Negativicutes

Figura 11. Agrupamento das bandas identificadas, pela classe a que pertencem, nas amostras
estudadas. a. afluente; b. efluente

Membros das classes (-Proteobacteria e Bacteroidia foram anteriormente reportadas em
esgotos municipais (Wagner et al., 2002; Moura et al., 2007; Su et al., 2011) e relacionados
com a producdo animal (Arroyo et al., 2010). Quando se analisaram os dados por amostra,
verificou-se que no efluente, ndo foi identificada nenhuma espécie incluida nas classes
Clostridia ou Negativicutes. Para além disso, a percentagem em termos de sequéncias distintas
relacionadas com ¢-Proteobacteria aumentou de 17 para 33 %, com o tratamento. Nas
amostras de efluente esta classe estava representada por sequéncias relacionadas com
Sulfurimonas autotrophica além de outras relacionadas com Arcobacter também encontradas
no afluente.
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4. Relagbes entre a diversidade bacteriana e fatore s ambientais

Para melhor estudar as comunidades bacterianas e formular hip6teses sobre os fatores que
podem influenciar a sua estrutura, é possivel analisar a influéncia de potenciais fatores de
perturbacédo. Assim, com o objetivo de determinar possiveis relagbes entre a estrutura das
comunidades e fatores ambientais (biéticos e abidticos), monitorizados durante o tratamento de
aguas residuais recorreu-se uma analise de correspondéncia canénica. A andlise de
correspondéncia candnica tem como objetivo principal explicar a relacdo entre dois conjuntos
de variaveis, procurando combinacgdes lineares para cada um dos conjuntos de variaveis, de
modo a maximizar as possiveis correlagfes entre os grupos. As analises pretenderam verificar
as variacGes dentro da mesma amostra, isto €, foram sempre comparados dados de espécies
presentes no afluente com fatores ambientais referentes ao afluente e procedeu-se de igual
forma para os dados referentes ao efluente de agua tratada, nunca cruzando dados entre

amostras.

4.1. Influéncia das condi¢cdes meteoroldgicas

Na andlise candnica efetuada comparando os dados de prevaléncia das diferentes espécies
na agua residual antes e depois do tratamento com as condic6es meteorolégicas observadas
nos respetivos dias de amostragem, verifica-se que, as populacdes de uma e de outra amostra
se distribuem de forma diferente. As amostras de afluente distribuem-se ao longo do eixo 1,
Unico eixo com significado estatistico nesta analise, de acordo com o vetor da temperatura
maxima do ar que explica 100% da variancia das espécies. Verifica-se a diferenciagdo clara
dos periodos ao longo do tempo de amostragem. Pl e PIl (meses de frio), com a presenca de
B5 e B24, ambas ndo identificadas, e PIV (periodo mais quente) onde B9 (Bacteroides
bacterium), B19 (ndo identificada) e B20 (Curvibacter sp.) estdo fortemente presentes; B9 e
B20 aparecem desde PIIl mas tornam-se mais intensas em PIV; B19 apesar de ndo ser muito
intensa sé aparece no PIV (figura 12a).

Na distribuicdo do efluente para além do primeiro eixo também o segundo possui relevancia
estatistica para a andlise, a soma dos dois primeiros eixos canonicos explica 51% da variagdo
das espécies e a temperatura maxima do ar (eixo 1) juntamente com a humidade relativa do ar
(eixo 2), explicam 90% desta variacdo. Assim as amostras separam-se em dois grandes grupos
ao longo do eixo 1, PI+PIl mais a esquerda, periodos menos quentes e PllI+PIV, periodos mais

quentes, localizam-se mais a direita (figura 12b).
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Figura 12. Gréfico da distribuicdo das Espécies em fungdo das Condicdes Meteoroldgicas (Namostras=42;
nmeteorol()gicoszs); a. Afluente (nespécies:lg); b. Efluente (nespécies:l7)-

Para esta separacdo contribuem maioritariamente as bandas B6 (Streptobacillus
moniliformis), B16 (Comamonas sp.) que sdo prevalentes durante os periodos Il e IV e
ausentes nos periodos mais frios. Streptobacillus moniliformis esta caracterizado como agente
etioldgico da febre da picada de rato e a sua temperatura 6tima de crescimento ronda os 37 °C.
Trata-se de um organismo fastidioso que até 2009, nunca havia sido isolado de amostras
ambientais. As bactérias do género Comamonas sdo ubiquas que crescem numa vasta gama
de temperaturas (15-35 °C) havendo espécies, C. aquatica, cuja temperatura Otima de
crescimento ronda os 40°C (Wauters et al., 2003).

As amostras separam-se também ao longo do eixo 2, verifica-se que a humidade relativa
esta relacionada com esta separacdo sendo maxima durante o PIl. Para esta separagdo
contribui a abundéancia de B4 (y-Proteobacteria) em Pl quando choveu mais, e a auséncia de
B2 (Arcobacter defluvii) que aparece com bastante intensidade em Pl e PIV, periodos menos

himidos.

4.2. Influéncia dos parametros operacionais da ETAR

ApoOs se efetuar a CCA das bandas em funcéo destes parametros verificou-se que no caso
do afluente apenas o primeiro eixo é significativo para esta andlise, e s6 explica 12% da
variacdo das amostras, enquanto no efluente sdo necessarios 0s dois primeiros eixos para

explicar 38% da distribuicdo apresentada.
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Figura 13. Gréafico da distribuicdo das Espécies em funcdo das Condigdes Operacionais da ETAR
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No afluente a CBO, Unica variavel ambiental com significado estatistico, atinge o valor
maximo num dos dias de PIV (22.04.09). A separacdo das amostras esta relacionada com as
bandas B9 (Bacteroides bacterium), ausente em Pl e PIl e muito intensa em PIV, e no sentido
oposto as bandas B5 e B24, ambas nédo identificadas e ausentes em PIV. Estes resultados
sugerem que a predominancia de certos grupos filogenéticos depende do tipo matéria organica
dissolvida, ou seja, as variagBes temporais no consumo de matéria organica pode ser
explicada pelas presenca/auséncia de determinadas familias ou géneros bacterianos (Cottrell &
Kirchman, 2000). As bactérias pertencentes a classe Bacteroidetes sdo consideradas
especialistas na degradacao de matéria organica de elevado peso molecular como proteinas e
hidratos de carbono (Thomas et al, 2011)

No efluente tanto o caudal como o valor de CQO influenciam a distribuicdo das amostras,
sendo que o primeiro € maximo durante Pll e o segundo é minimo em PIV. As bandas mais
fortemente relacionadas com esta distribuicdo sdo B2 (Arcobacter defluvii) e B8 (Sulfurimonas
autotrophica) mais intensas em Pl e B11 (Acidovorax sp.) que ndo esta presente em nenhuma
amostra de PI, foi neste periodo que se verificou 0 menor caudal e a remogédo de CQO apos o
tratamento foi relativamente baixa. Preponderante para a separacéo de Pll foi a forte presenca
de B4 (y-Proteobacteria) fortemente associada a dias de elevado caudal, humidade relativa e

CQO. Foi também durante este periodo que se observou a menor remoc¢éo de CBO (tabela 2).
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4.3. Relagcdo da comunidade bacteriana com as popula ¢Bes cultivaveis
resistentes a antibioticos

a) Afluente

Nesta analise o primeiro e 0 segundo eixo candnico explicam cerca de 46% da variagao
encontrada (p=0,002), isto reflete-se na baixa separacdo das amostras, mesmo assim e de
acordo com a andlise efetuada, foi nos periodos PIIlI e principalmente PIV que houve uma
relacdo mais clara entre a prevaléncia de resistentes e a estrutura da comunidade.

No periodo PIll, verificou-se uma relacdo intensa entre a estrutura da comunidade e a
presenca de enterobactérias resistentes a ciprofloxacina. De facto, tem-se vindo a verificar uma
crescente preocupacdo com este antibiético, devido ao facto de as evidéncias apontarem no
sentido de um aumento da prevaléncia de resistentes no ciclo da agua e mais particularmente
em efluentes de ETAR (Reinthaler et al., 2003; Kiimmerer, 2004; Ferreira da Silva et al., 2007;
Manaia et al., 2010; Galvin et al., 2010).
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Figura 14. Diagrama de ordenagdo nos dois primeiros eixos da andlise de correspondéncia canénica
(CCA) das espécies em relagdo a percentagem de cultivaveis resistentes a antibidticos isolados de
amostras de afluente (Namostras=42; Nespécies= 19; Nosresistentes=12).
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Durante o periodo PIV, foram sobretudo as populacdes de heterotréficos e enterobactérias
resistentes a sulfametoxazol e os heterotréficos resistentes a tetraciclina que pareceram
influenciar a estrutura da comunidade. De facto, durante este periodo, a resisténcia a
sulfametoxazol foi significativamente mais elevada nestes grupos bacterianos, do que me
periodo anteriores (tabela 4). Estas variagbes foram acompanhadas por elevada
prevaléncia/intensidade de bandas de DGGE relacionadas com Comamonas (B7),
Sulfurimonas (B8), Clostridia (B12) e B19 (sequéncia ndo analisada). As bandas Bl
(Arcobacter sp.), B3 (Acinetobacter sp.) e B24 (ndo identificada) tém uma relacdo negativa para

com o eixo 1, que se manifesta no facto de serem mais prevalentes durante o Pl e PII.

b) Efluente

Nesta distribuicdo, os eixos 1 e 2 em conjunto, explicam 58% da variacdo encontrada na
distribuicao obtida e a variacdo das percentagens de resisténcia verificadas como significativas
(as representadas com vetores na figura 15) contribui em 82% para a variacdo verificada na
estrutura da comunidade de efluente tratado.

O padrédo de variacdo e relacdo com as percentagens de resisténcia observada no efluente
foi distinta do que se verificou para o afluente (figura 14). No periodo Il observou-se uma forte
relagdo com as populacdes de heterotréficos resistentes a tetraciclina e ciprofloxacina e
coliformes resistentes a amoxicilina. As bandas B3 (Acinetobacter sp.), B4 (y-Proteobacteria),
B15 (Leadbetterella sp.), muito intensas em PIl e fracas em PIV e fraca intensidade de B1
(Arcobacter sp.) em PIl, foram também notados durante estes periodos e podem ter relagédo
com as variacdes observadas. E de notar que foi durante este periodo, que se registaram as
maiores taxas de resisténcia a ciprofloxacina, entre todos os grupos bacterianos cultivados.
Neste periodo verifica-se também a forte presenca de B15 (Leadbetterella sp.) que se encontra
fortemente associada a taxa de coliformes resistentes a amoxicilina determinada neste periodo.

A separacdo das amostras de Plll e PIV pode ser explicada pela influencia da prevaléncia
de B6 (Streptobacillus sp.) e B16 (Comamonas sp.) em PIIl e/ou PIV e a auséncia de B9
(Bacteroidetes bacterium) em Pl e PIl. A separacdo destes periodos estd fortemente
relacionada com a elevada percentagem de bactérias heterotroficas resistentes a

sulfametoxazol verificada.

40



Resultados e Discussao

| HeterotR SUL
HeterotR TET HeterotR CIP
)
°
B4
®e \po P
.“3 B3
g *e Bi6, A
: Blge AE;\’COIH.R AML
° °
e ¢ EnterocR CIP
A
B2
0. ~o ‘ Pl
@ ri
) ([ J
®
: @
o I Eixo 1 ' o

Figura 15. Gréfico da distribuicdo CCA de Espécies em funcdo da Percentagem Cultiviveis Resistentes
isoladas de Efluente , (Namostras=42; Nespécies= 17; Nosresistentes=12).

Ao longo do eixo 2 verificou-se a separagdo de Pl das restantes amostras, a banda mais
relacionada com esta separacao é a banda B2 (Arcobacter sp.), fortemente representada em PI
e praticamente ausente de Pll e PIllIl. Esta separacdo podera ser explicada pela percentagem
de enterococos resistentes a ciprofloxacina que foi significativamente (p< 0,05) maior neste

periodo (tabela 6) em relacdo aos restantes.

4.4, Relacdo da comunidade bacteriana com a concent racdo de agentes

antimicrobianos

Os dados da prevaléncia das espécies em afluente ou efluente foram confrontados com as
concentracfes de diferentes agentes antimicrobianos detetadas nas mesmas amostras. Nas
distribuicdes obtidas, as concentracdes de antimicrobianos detetados (tabela 3), justificam a

disperséo das espécies observada na figura 16.

41



] e § g |
Sulfametazina ! g
: ! ®
: Arsénio
é B15
i B23pgg A
o : 86 .
XT T “““‘“‘““““"“‘ i
e . A TB3  B2ay U
: B1
Ciprofloxacina |
cla. o ol b. Penicilina G
-1.0 Eixo 1 10 -1.0 Eixo 1 1.0
. PIV

Figura 16. Grafico da distribuicdo das Espécies em fungdo da Concentragcdo de antimicrobianos, para os
periodos Il e IV (Namosras=24); a. Afluente (Nespecies= 19; Nantimicrobianos=13); b. Efluente (Nespecies= 17;

nantimicrobianos:9)-

No afluente, as amostras de PIll diferenciam-se das de PIV ao longo do eixo 1. A variacdo
observada nas amostras é explicada pelas elevadas concentracbes de ciprofloxacina e de
sulfametazina, cujos valores médios detetados durante o PIV foram, respetivamente, de 3,2 e
3,0 ugl™

As bandas relacionadas com Bacteroidetes (B9) e Curvibacter (B20) mais abundantes em
PIV estdo diretamente relacionadas com as concentragfes destes antibiéticos enquanto B3
(Acinetobacter sp.), B6 (Streptobacillus moniliformis) e B15 (Leadbetterella sp.) se comportam
de maneira inversa.

No caso do efluente, as amostras PIll sdo distintas de PIV devido a maior abundancia das
bandas B4 (y-Proteobacterium) e B16 (Comamonas sp.) no periodo Il e pela presenca das
bandas B17 (Phascolarctobacterium sp.) e B18 (Comamonas sp.) complemente ausentes
durante PIV. As amostras de PIV diferenciam-se ainda pela maior abundéncia de B8
(Sulfurimonas autotrophica) e pelo aparecimento de B2 (Arcobacter defluvii) ausente durante
Plll, ambas pertencentes a classe das ¢-Proteobacteria. Pelo facto de em PIV se terem
detetado concentragbes médias de penicilina G (16,79 ng'l) e de arsénio (1,95 ugL'l),
superiores aos encontrados em PIIl sugere que, a presenca destes agentes quimicos estejam
relacionados com a diferente estrutura das amostras. Esta relacdo podera ser direta, no caso
de estas espécies serem de alguma forma resistentes a estes agentes quimicos e assim
possuirem vantagem competitiva, ou indireta pelo facto de outras espécies serem muito

sensiveis 0 que podera favorecer a proliferacao destas.
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4.5. Relagdo entre percentagens de resisténcia e co ncentracdes de agentes
antimicrobianos

Os diagramas da figura 17 apresentam os resultados da analise CCA considerando como
espécies as percentagens de bactérias cultivaveis resistentes a antibiéticos analisadas e, como
variaveis ambientais, a concentracdo de antimicrobianos detetadas nas amostras, de afluente e
efluente tratado, para os periodos Il e IV da amostragem. Em ambas as distribuicdes a
variacdo dos eixos 1 e 2 séo estatisticamente significativos (p=0,002).

Nas amostras de afluente, os parametros ambientais explicam 90% da dispersao das
amostras. Destes, os mais influentes foram a sulfametazina e o arsénio. A sulfametazina cujos
valores médios (2,0 ugL’l em PIIl e 3,0 ng'l em PIV) foram superiores durante o dltimo
periodo, estara mais fortemente relacionada com estas amostras. Simultaneamente verifica-se
durante este periodo uma maior prevaléncia de heterotréficos resistentes a sulfametoxazol
(14,9% em comparagdo com os 10,0% determinados em Plll), o antibiotico da mesma familia,
usado na enumeracao dos cultivaveis resistentes.

O valor de arsénio mais elevado, 2,5 pgL™, foi registado durante PlIl periodo para o qual
também se verificaram valores mais elevados na percentagem de coliformes resistentes a
ciprofloxacina, 2,4% em comparacdo com a média de 1,2%, verificada durante PIV. A
concentracao de enrofloxacina também influencia a disperséo, mas esta dever-se-a a variagéo
diaria registada entre cada periodo. Os valores de concentracdo detetados foram estaveis em

PIV e mais oscilantes durante PlII.
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Figura 17. Grafico da distribuicdo das bactérias cultivaveis resistentes a antibiéticos sob a influéncia da
prevaléncia de antimicrobianos nas aguas residuais, apdés uma analise de correspondéncia candnica
(Namostras=24); a. Afluente (Nespécies=12; Nantimicrobianos=13); b. Efluente (Nespscies=12; Nantimicrobianos=9).
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No caso do efluente, as concentracdes de tetraciclina e ciprofloxacina detetadas explicam a
dispersédo encontrada. A separacdo dos dois periodos deve-se essencialmente ao facto de
ambos os antibidticos terem sido detetados em concentracfes superiores em PIV. Assim, as
concentracdes de tetraciclina registaram valores de 3,6 e 4,9 pgL™ enquanto as de
ciprofloxacina rondaramos 1,1 e 1,5 ugL’l, em Plll e PIV, respetivamente.

Em termos das prevaléncias de bactérias cultivaveis resistentes, nota-se que os coliformes
resistentes a sulfametoxazol sdo mais prevalentes em PIV, (7,3 % em PIIl contra 13,6% em
PIV) periodo onde se detetaram maiores concentracdes de tetraciclina e ciprofloxacina,
enquanto os heterotréficos resistentes a amoxicilina (42 % em Plll e 29 % em PIV) e os
enterococos resistentes a sulfametoxazol (86 % em PIIl e 65 % em PIV) seguiram a tendéncia
contraria, tornando-se menos prevalentes com o aumento da concentracdo dos antibiéticos
tetraciclina e ciprofloxacina na agua tratada. Aqui ndo se verifica relacdo direta entre a
concentracao de um antibiético e aumento da prevaléncia de resistentes a esse tipo de

antibiotico, como foi verificado para as sulfonamidas no caso do afluente.
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CONCLUSAO E TRABALHO FUTURO

O trabalho aqui apresentado fornece informacgdes sobre a composicao, estrutura e dinamica
das comunidades bacterianas presentes num esgoto municipal bruto e apés o seu tratamento
por lamas ativadas. O estudo contou com amostragens efetuadas em diferentes estacfes do
ano. Assim, permitiu perceber que as alterac6es meteorolégicas, especialmente a temperatura,
podem afetar a estrutura da comunidade e, consequentemente, a eficiéncia do tratamento.

As amostras de esgoto municipal desta ETAR caracterizam-se essencialmente pela
presenca de bactérias da classe B-Proteobacteria: relacionadas com os géneros Comamonas.
Acidovorax e Curvibacter, mas também y-Proteobacteria (Rheinheimera soli), Clostridia e
Bacteroidia. Enquanto a dindmica da estrutura das amostras de efluente tratado variou em
funcéo de espécies pertencentes as ¢-Proteobacteria (Arcobacter cryaerophilus e Sulfurimonas
autotrophica) influentes em PI, y-Proteobacteria é a classe prevalente em PIl e para a
diferenciagdo dos periodos PIIl e PIV contribuem fundamentalmente as espécies Acidovorax
sp. (B-Proteobacteria), Streptobacillus moniliformis (Fusobacteria) e Bacteroidetes.

Quando se cruzaram os dados de presenca e intensidade das linhagens existentes em cada
uma das amostras com outros parametros ambientais bibticos (percentagens de cultivaveis
resistentes) e abidticos (concentracdo de antimicrobianos, condicdes meteorolégicas e de
pardmetros operacionais da ETAR) por CCA, verificou-se que 0s pardmetros que mais
afetaram as comunidades bacterianas do afluente foram as concentracfes de ciprofloxacina e
sulfametazina com correlacdo com os heterotréficos e os coliformes cultivaveis resistentes a
sulfametoxazol. Verifica-se ainda forte relacdo com a temperatura maxima do ar e a caréncia
biologica de oxigénio de cada amostra.

As comunidades presentes no efluente tratado encontram-se mais dependentes das
concentracfes de arsénio e Penicilina G e relacionam-se fortemente com os heterotréficos
cultivaveis resistentes a ciprofloxacina e sulfametoxazol e também com os coliformes
resistentes a amoxicilina. A separacdo destas amostras ao longo do tempo relaciona-se
fortemente com a temperatura maxima e a humidade relativa do ar e ainda com o caudal de

agua residual.

Embora este estudo ndo permita tirar conclusées muito robustas, dada a quantidade de
amostras e outras limitagBes metodolégicas, sugere que ha de facto uma relagdo entre fatores
ambientais, incluindo a concentracéo de antibidticos e a estrutura das comunidades. Por esse
motivo, serve como incentivo a trabalhos futuros nesta area. De facto, todo este trabalho é

sustentado pelo tratamento estatistico realizado e pelas ilagcdes que este permite retirar. Assim,
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e para que toda a analise se torne mais robusta serd necessario efetuar mais amostragens, ao
longo de mais tempo, registando 0 maior nUmero de pardmetros que caracterizem as amostras.
No futuro dever-se-a ter em atencao a determinacao de parametros como o pH e os niveis de
nitratos e enxofre nas aguas, por exemplo, pois séo pardmetros importantes na engenharia da
ETAR. Além disso, pode-se também enveredar por abordagens de PCR-DGGE mais
particulares, recorrendo a primers especificos para determinados grupos bacterianos e/ou

genes de resisténcia conhecidos.
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