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1. PREPARAGCAO DO PROJECTO

1.1 COMPETENCIAS

Apds aprovacdo do conteudo do projecto por todas as entidades participantes
elaborou-se um protocolo que foi celebrado com as diferentes instituicdes,
onde foram definidas as respectivas competéncias, obrigacdes e

participagdes:
Associacao das Bandeiras Azuis para a Europa (ABAE)

e Entidade promotora e coordenadora do projecto.

e Apoiar, em termos logisticos e de funcionamento a boa execugdao do
projecto.

e Coordenar a amostragem de areia em zonas balneares integradas
neste projecto.

e Recorrer aos servigos dos Laboratdrios do INSA e da APA, no sentido
da execugdo da componente cientifica dos trabalhos a desenvolver ao
abrigo deste projecto.

e Colaborar na elaboracdo e divulgacdo de um relatério final sobre os
resultados dos trabalhos desenvolvidos no @mbito do projecto.

e Maediar os institutos executantes e as autarquias que aderiram a este

projecto.
Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA)

e Realizar as analises bacterioldgicas e micoldgicas das amostras sob a
sua responsabilidade.

e Participar na elaboracdo do relatério final.

e Disponibilizar as entidades abrangidas por este projecto, toda a

informacdo que fosse obtida no ambito do mesmo.
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Agéncia Portuguesa do Ambiente (APA),

e Realizar as analises bacterioldgicas e micoldgicas das amostras sob a
sua responsabilidade.

e Participar na elaboracdo do relatério final.

e Disponibilizar as entidades abrangidas por este protocolo, toda a

informacdo obtida no ambito do mesmo.

2. INTRODUCAO

2.1 Enquadramento

A qualidade ambiental das praias tem vindo a adquirir uma importancia
crescente entre os critérios de escolha de destino turistico. Apesar de nos
ultimos anos a legislagao ter evoluido no sentido do ordenamento da zona
costeira e do tratamento de &guas residuais, o Unico indicador da
qualidade relacionado com a saude publica que pode permitir aos utentes
uma escolha orientada, é a qualidade da agua balnear.

Justifica-se o estudo da qualidade microbioldgica da areia, tendo em
consideracdao que a actual directiva 2006/7/EC defende toda uma
estrutura de proteccdo de qualidade da agua balnear e zona envolvente

bem como a salde dos seus utilizadores.

Também a Organizacao Mundial de Saude no guia "Guidelines for safe
recreational waters Volume 1 - Coastal and fresh waters” (publicado em
2003) exprime a preocupacao com a qualidade das areias da praia por
estas poderem constituir um reservatorio de agentes de infecgao,
sobretudo em zonas balneares onde a utilizacao da areia apresenta maior

relevancia.
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Perante esta motivacao, a Associacao das Bandeiras Azuis para a Europa,
o Instituto do Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge e Agéncia Portuguesa
do Ambiente tém vindo a reunir esforcos no sentido de aplicar e validar a

metodologia desenvolvida em estudos anteriores.

2.2 Historial

Em 2001, no ambito da campanha «Areia Limpa, Praia Saudavel»
promovida pela Associacao Bandeira Azul, realizou-se um estudo que
envolveu directamente o Instituto do Ambiente (IA - actual APA) e o
Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA), entre outros
parceiros, que teve como objectivo seleccionar os indicadores de
qualidade que melhor caracterizam a contaminagao microbioldgica das
areias das praias, propor os respectivos valores de referéncia e os
métodos de analise mais adequados para a determinacgdo dos indicadores

seleccionados.

Posteriormente ambas as entidades, no ambito de um projecto europeu -
“Improving Costal and Recreational Watwers” (ICREW) - procederam a

revisao, validagao e desenvolvimento de alguns conceitos.

As conclusdes de ambos os estudos foram as seguintes:

1. Para a monitorizacao da qualidade das areias das praias, é suficiente a
anadlise da areia seca. A agua fornece informagao que pode dispensar a
anadlise da areia molhada pois foi demonstrada uma correlagao positiva

entre estes dois parametros.

2. Os parametros quimicos ensaiados evidenciam pouca sensibilidade na

avaliacdo do teor de matérias oxidaveis presentes na amostra.
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3. Os indicadores com melhor desempenho foram os coliformes totais, a
Escherichia coli e os enterococos intestinais em Bacteriologia e os
fungos leveduriformes, fungos potencialmente patogénicos e

alergogénicos e dermatofitos, em Micologia. (Tabela 1)

4. Os métodos escolhidos foram: o método de sementeira por
espalhamento baseado em Bernard, et. al 1989 para os parametros
micoldgicos e o método cromogénico e/ou fluorogénico com
determinacdo do numero mais provavel (Colilert® e Enterolert® -

Idexx) para as determinagdes bacterioldgicas.

Os parametros a pesquisar, (Tabela 1) os valores maximos admissiveis (VMA)
e recomendados (VMR) usados neste trabalho foram os publicados no
relatorio final do projecto”Qualidade Microbiolégica das Areias das Praias
Litorais”, realizado em 2002'. Durante o estudo de 2007 foi feita uma revisdo
de congruéncia dos VMR micolégicos com os VMR dos parametros
bacterioldgicos, representado doravante pelos Novos Valores Maximos
Recomendados (NVMR) - ver Tabela 2

Parametros Micologicos:

Foram considerados fungos com forte associagdo ao Homem e animais
homeotérmicos e potencialmente patogénicos, por contacto, inalacdo e
ingestdo. Estes distribuem-se em 3 parametros: (Fungos leveduriformes,
Fungos filamentosos potencialmente patogénicos e/ou alergogénicos e

Dermatofitos - Tabela 1)

Parametros Bacterioldgicos:

! Estes parametros reflectem a qualidade microbioldgica da areia de uma forma
genérica e ndo consideram pesquisa especifica de todos os patogénicos ou de outros
organismos ndo bacterianos ou flngicos.




Monitorizagdao da qualidade das areias em zonas balneares

Como parametros bacterioldgicos indicadores da qualidade das areias, foram

escolhidos os usados na classificacdo da qualidade de &aguas balneares

(Bactérias coliformes, Escherichia coli, Enterococos intestinais - Tabela 1)

Tabela 1: Parametros microbioldgicos a analisar.

Micologia

Fungos leveduriformes

Fungos filamentosos
potencialmente
patogénicos e/ou

alergogénicos

Dermatofitos

Bacteriologia

Candida albicans
Candida sp (Outras)
Cryptococcus neoformans

Outras leveduras

Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger
Aspergillus sp (Outros)
Chrysosporium sp
Fusarium sp
Scytalidium sp
Scedosporium sp
Scopulariopsis sp

Outros?

Trichophyton sp
Microsporum sp

Epidermophyton sp

Bactérias coliformes

Escherichia coli

Enterococos intestinais

Tabela 2: Valores maximos recomendados, novos valores maximos recomendados
(resultado de revisdao dos valores maximos recomendados durante a realizacdo deste
estudo) e valores maximos admissiveis

Parametros VMR NVMR VMA
Leveduras 30 pfc/g 3 pfc/g 60 pfc/g
Fungos potencialmente 70 pfc/g 5 pfc/g 85 pfc/g
patogénicos
Dermatofitos 1 pfc/g 1 pfc/g 15 pfc/g
Coliformes totais 5 pfc/g 5 pfc/g 100 pfc/g
Escherichia coli 1 pfc/g 1 pfc/g 20 pfc/g
Enterococos intestinais 1 pfc/g 1 pfc/g 20pfc/g

2 Histoplasma sp., Coccidioides sp., Exophiala sp., Fonsecae sp., Phialophora sp.,
e/ou outros, que tenham importancia clinica relevante, quando presentes como
espécie predominante em quantidade significativas (> 500 pfc./g).
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3. METODOLOGIA

3.1 DIMENSAO E CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A fim de se obter uma caracterizacdo geral da qualidade microbioldégica das
praias litorais de Portugal continental, durante a época balnear de 2009, a
ABAE organizou em colaboracao com o INSA e APA este trabalho. Para tal
contou-se com a colaboracdao de varios municipios de toda a zona litoral
(Tlustragdo 1): trés autarquias do Norte do pais, representando 19 praias;
seis autarquias do centro, num total de 10 praias; seis autarquias da regiao
de Lisboa e Vale do Tejo com um total de 17 praias; uma autarquia da regiao
do Alentejo com 2 praias e seis autarquias do Algarve com 34 praias.
Estudou-se no total um universo de 82 praias (em Portugal continental -
Tabela 3).

Foram realizadas trés colheitas de cada praia de forma a abranger a
totalidade da época balnear, as quais se atribuiu a designacao de “Amostra
1”, “"Amostra 2”, e "Amostra 3”. A colheita da Amostra 1 foi efectuada no
periodo imediatamente anterior a época balnear (Junho), a Amostra 2 foi

colhida no més de Julho, e a Amostra 3 durante o més de Agosto.
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Ilustragao 1: Distribuicdo da amostragem de praias ao longo da costa Portuguesa

10
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Tabela 3: Praias e Municipios participantes

Municipio

Praia

Norte

Caminha

Caminha

Moledo

Vila Praia de Ancora

Matosinhos

Funtao

Agudela

Memaria

Pedras do Corgo

Pedras Brancas

Aterro

Azul

Ageiras do Norte

Leca da Palmeira

Cabo do Mundo

Marreco

Quebrada

Boa Nova

Vila Nova de Gaia

Aguda

Miramar

Canide Norte

19 praias

Centro

Aveiro

Sao Jacinto

Vagos

Aredo

Vagueira

llhavo

Barra

Costa Nova

Cantanhede

Tocha

Ovar

Esmoriz

Cortegaca

Furadouro

Pombal

Osso da Baleia

10 praias

LVT

Nazaré

Nazaré

Peniche

Baleal-norte

Baleal-sul

Cova de Alfarroba

Gamboa

Medao/Supertubos

Consolagao

Berlenga

17 praias

11
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Centro-Santa Cruz

Torres Vedras Ngvio
Sta Rita Norte
Azul
Oeiras Torre
Alcochete SarT_1OUCO
Moinhos
inh3 Porto Dinheiro
Lourinha

Areia Branca

Alentejo

Santiago do Cacém

Fonte do Cortico

Costa de St2 André

2 praias

Algarve

Lagos

Luz

Porto Més

D. Ana

Batata

Camilo

Meia-praia

Loulé

Quarteira

Vale de Lobo

Vilamoura

Ancéo

Quinta do Lago

Garrdo Nascente

Garrao Poente

Faro

Barreta

Farol-mar

Culatra

Faro Mar

V. Real de Sto Antdénio

Manta-rota

Monte Gordo A

St? Antdnio

Monte Gordo B

Lota

Vila do Bispo

Cabanas Velhas

Burgau

Zavial

Castelejo

Salema

Cordoama

Ingrina

Mareta

Martinhal

Albufeira

Galé Oeste

Qura Leste

Rocha Baixinha

34 praias

12
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3.2 PROCEDIMENTO DE COLHEITA

Na zona de areia seca, onde normalmente ha maior concentracdao de
banhistas e visitantes, considerou-se um transepto paralelo a linha de costa
que se subdividiu em 3 ou mais pontos, equidistantes (os pontos devem
distar 20 a 50 m aproximadamente, dependendo das dimensdes da praia,
onde se procede a colheita de uma pequena porgao de areia, que depois de
homogeneizada, constitui uma amostra composta, representativa da area em

estudo. (Ilustragao 2).

A colheita foi realizada em cada ponto a uma profundidade entre 5 e 15 cm,
utilizando para o efeito, luvas e sacos esterilizados. Identificaram-se os sacos
com o nome da praia e data da recolha (Ilustracao 3). Transportaram-se

para o laboratéorio em malas térmicas refrigeradas.
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Ilustracao 2: Esquema dos pontos de colheita da amostra composta
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Ilustragao 3: Colheita de uma amostra de areia
3.3 METODOLOGIA ANALITICA
Analise Micoldgica

Para as anadlises micoldgicas foi seleccionado o método de sementeira por

espalhamento (baseado em Bernard et al.,1989).

Retirou-se uma sub-amostra de areia do saco de plastico com uma espatula

esterilizada, e procedeu-se a pesagem de 40g numa balancga de precisao.

Em condicbes de assepsia, introduziram-se estes 40g num frasco de vidro

Pirex esterilizado e adicionaram-se 40ml de dgua destilada estéril.

Agitou-se a 100 rpm durante 30 mins, assegurando que a agua ficasse em
contacto com a totalidade do volume da areia, de modo a garantir uma

lavagem eficiente, evitando-se o risco de fragmentagao das hifas do micélio.

14
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Em condicdes de assepsia, com o auxilio de uma micropipeta, retiraram-se
aliquotas de 0,2 ml do liquido resultante da lavagem da areia que se
semearam em placas de Petri contendo respectivamente meio de cultura

extracto de malte agar (MEA) com cloranfenicol e de agar micobiodtico (AM).

Efectuou-se o espalhamento imediatamente com o auxilio de um estilete em
forma de L esterilizado (espalhador). Colocaram-se as placas de Petri nao
invertidas na estufa de incubacao a temperatura entre 25° e 30°C, durante 5
dias para o meio de cultura extracto de malte agar, e 15 dias para o meio de

cultura agar micobidtico.

Analise Bacterioldgica

As andlises bacteriolégicas foram realizadas pelos métodos cromogénico e/ou
fluorogénicos com determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) Colilert e

Enterolert.

Retirou-se uma sub-amostra de areia do saco de plastico com uma espatula

esterilizada, procedendo-se a pesagem de 50g numa balanca de precisao.

Em condicbes de assepsia, introduziram-se os 50g de areia num frasco de

vidro Pirex esterilizado e adicionaram-se 500ml| de agua destilada estéril.

Levou-se o frasco a um agitador rotativo com agitacao vertical durante

30min, para garantir uma lavagem eficiente da areia.

A partir deste lavado de areia, retiraram-se, em condicoes de assepsia,
aliquotas de 10ml do liquido sobrenadante, que se introduziram em frascos
esterilizados e completou-se o volume de lavado para 100ml com agua
destilada estéril, totalizando dois frascos por amostra, cada um para um

meio de cultura diferente.

15
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Pesquisa e quantificacao de coliformes incluindo Escherichia coli

Acrescentou-se ao frasco com a solugao de lavado-agua destilada estéril o
meio de cultura Colilert, homogeneizou-se bem e colocou-se nhum Quanty-
Tray® (Colilert - Idexx), incubou-se durante (18+2) horas a (36+2) °C

Apds a incubagdo, contaram-se as caselas em que a utilizagdo do substrato
ONPG (Orto-nitrofenil- B -D-galactopiranosideo) levou a acidificacdo do meio
e respectiva viragem do indicador para amarelo. O numero total de caselas
amarelas permitiu determinar o NMP de coliformes, presentes em 10 ml de

amostra depois de comparada com a tabela.

Observado na camara de UV a um comprimento de onda de 360 nm
contaram-se as caselas com fluorescéncia, o que revela produgdao de
glucoronidase pelo organismo alvo. Aplicando a mesma tabela calculou-se o

NMP de E. coli presente em 10ml de amostra.
Pesquisa e quantificacao de enterococos intestinais

Acrescentou-se ao frasco com a solugcdo de lavado-agua destilada estéril o
meio de cultura Enterolert, homogeneizou-se e colocou-se num Quanty-
Tray® (Enterolert - Idexx); incubou-se durante (24+4) horas a (41,5%0,5) °C.
Apds incubagado, contaram-se as caselas fluorescentes em camara de UV e ao
nidmero obtido foi aplicada a tabela para determinacdo do NMP de

enterococos intestinais em 10ml de amostra.

4 RESULTADOS E CONCLUSOES

= Verificou-se que a maioria das praias apresenta valores abaixo dos
Valores Maximos Admitidos (VMA): Amostra 1, 2 e 3 - média de 93%
(Ilustracao 4).

16
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Ao contrario do ano anterior, verificou-se que todos os limites (VMA,
VMR e NVMR) pioraram a qualidade na segunda amostragem mas
voltam aproximadamente aos valores da primeira amostragem na
terceira (Ilustracdo 4). Os excessos verificam-se tanto pelos
parametros bacteriolégicos como pelos micoldgicos, de forma
independente (ver tabelas de resultados em anexo).

Em 2006 as praias foram diagnosticadas pela primeira vez e desde ai,
instruidas sobre como controlar a flora microbiana. Isto vé-se na
estabilidade das 22 e 32 amostra em 2009 (para a regido com maior
peso, o Algarve) quando comparadas com 2006 (Ilustragcao 10) em
que as amostras pioravam a qualidade recomendada da 22 para a 3@
amostras.

Ilustragdo 4: Percentagem de praias com analises cujos valores excedem os VMR,
VMA e NVMR, por amostragem, a escala Nacional. Amostra 1 - Colheita em Junho;
Amostra 2 - Colheita em Julho, Amostra 3 - Colheita em Agosto

17
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Ilustragdo 5: Percentagem de praias com analises cujos valores excedem os VMR,
VMA e NVMR por amostragem, da regidao Norte. Amostra 1 - Colheita em Junho;
Amostra 2 - Colheita em Julho, Amostra 3 - Colheita em Agosto

8>VMA %
8>VMR%
0>NVMR %

Ilustracdo 6: Percentagem de praias com analises cujos valores excedem os VMR,
VMA e NVMR por amostragem da regidao Centro. Amostra 1 - Colheita em Junho;
Amostra 2 - Colheita em Julho, Amostra 3 - Colheita em Agosto

18



Monitorizagdao da qualidade das areias em zonas balneares

%
%

o>NVMR %

Ilustracdo 7: Percentagem de praias com analises cujos valores excedem os VMR,
VMA e NVMR por amostragem da regido Lisboa e Vale do Tejo. Amostra 1 — Colheita
em Junho; Amostra 2 - Colheita em Julho, Amostra 3 - Colheita em Agosto

Ilustracdo 8: Percentagem de praias com analises cujos valores excedem os VMR,
VMA e NVMR por amostragem da regidao do Alentejo. Amostra 1 — Colheita em Junho;
Amostra 2 - Colheita em Julho, Amostra 3 - Colheita em Agosto
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B>VMA %
B>VMR %

0>NVMR %

Ilustracdo 9: Percentagem de praias com analises cujos valores excedem os VMR,
VMA e NVMR por amostragem da regidao do Algarve. Amostra 1 - Colheita em Junho;
Amostra 2 - Colheita em Julho, Amostra 3 - Colheita em Agosto

Ilustracdo 10: Percentagem de praias com analises cujos valores excedem os VMR,
VMA e NVMR por amostragem da regido do Algarve no ano de 2006. Amostra 1 -
Colheita em Junho; Amostra 2 - Colheita em Julho, Amostra 3 - Colheita em Agosto

5. RECOMENDAGOES

Num contexto de exceléncia como aquele que todos desejamos que se
insiram as praias nacionais ndo é possivel descurar uma tdo evidente fonte
de risco. Para que seja possivel reduzir a contaminacdao a que a areia esta

sujeita e o consequente efeito na saude das populacbes é necessaria uma

20



Monitorizagdao da qualidade das areias em zonas balneares

caracterizacao detalhada de cada praia para que possa ser avaliado o risco
potencial em cada situacao. Destas premissas nasce a necessidade da
continuidade de monitorizagdo planeada e orientada no sentido de garantir
uma informacgdo fidvel ao utente que |he permita proceder a uma escolha
consciente. Recomenda-se assim a integracao da monitorizacdo como critério

guia para a atribuicao do galarddao Bandeira Azul.

Por outro lado, sabemos que o comportamento dos utentes da praia se
reflecte na acumulacao de lixo e na presenca de animais, influenciando
directamente a qualidade das suas areias e que a actividade das entidades
gestoras das orlas costeiras em geral e das praias em particular,
nomeadamente o cuidado aplicado na sua manutencdo, é determinante para

0 seu estado geral.

As amostras de areia que chegam aos laboratérios devem ser acompanhadas
de informacdo sobre a origem geografica da areia em analise, jd que pode
esta ser proveniente de outro local, por vezes muito distante (casos de
importacdo de areias), de forma a dotar os analistas de dados relevantes
para analises especificas (fungos raros de origem ndo endémica ao nosso
territorio). E também conveniente ter informacao sobre o estado e tipo de

tratamento anti-microbiano a que a praia possa ter sido submetida;

Para efeitos de avaliacdo da qualidade dois parametros estdao a ser
considerados: os VMA e os NVMR. Os NVMR sao apenas valores-guia, uma
ferramenta predictiva e ndo interferem na avaliacdo ao ponto de excluirem a

boa qualidade de uma areia; essa é a expressao dos VMA.

6. FACTORES QUE INFLUENCIAM POSITIVAMENTE A
QUALIDADE DAS AREIAS DAS PRAIAS

= Recolha frequente do lixo abandonado na areia;
» Remocdo mecénica diaria e lixos, revolvendo o areal, arejando-o e

renovando a exposicao da areia aos raios UV do Sol;
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= Colocagdo de recipientes de lixo adequados as dimensdes da praia e
espacos adjacentes;

» Tratamento das areias para reducdo do numero de microorganismos
(De acordo com a experiéncia de algumas autarquias trata-se de uma
accao positiva e eficaz, no entanto a introducao/libertagao de quimicos
no meio ambiente é um assunto ecologicamente controverso);

= Limitar o acesso as praias por trajectos bem definidos, (ndo havendo
no entanto necessidade de retirar espaco de lazer circundante);

» Realizacdo de analises as areias ao longo de todo o ano para construir
um perfil da qualidade de cada praia, tornando assim possivel poder
prever e evitar picos de contaminagao microbioldgica;

» Identificacdo e tratamento de fontes de contaminagcdo adjacentes a

praia (exemplo: cursos de agua afluentes a praia tal como ribeiras).

7. FACTORES QUE INFLUENCIAM NEGATIVAMENTE A
QUALIDADE DAS AREIAS DAS PRAIAS

» Lixo abandonado na areia e dunas;

= Sobrelotacao das praias por parte dos banhistas;

= Admissdo de animais domésticos sem recolha das suas fezes;

= Actividade da pesca de rede com abandono na areia de peixes e
crustaceos nao comercializaveis.

= Aves marinhas;

= Matéria organica disponibilizada no meio envolvente a praia.
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Anexo I

Tabelas de resultados das analises
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(2) Histoplasma sp .. Coccidioides sp .. Exophiala sp .. Fonsecae sp .. Phialophora sp . elou outros, que tenham importancia clinica relevante, quando presentes como

espécie predominante em quantidade significativas (> 500 pfc./g).

Amostra 1

Ilustracao 11
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Clinica relevante, quando presentes como espécie

ancia cl

(2) Histoplasma sp ., Coccidioides sp ., Exophiala sp .. Fonsecae sp . Phialophora sp ., elo outros, que tenham import

predominante em quantidade significativas (> 500 pfe./g).

Amostra 2

Ilustragdo 12
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ie predominante

. Exophiala sp.. Fonsecae sp . Phialophora sp... elou outros, que tenham importancia clinica relevante, quando presentes como e:

. Coccidioides sp

(2) Histoplasma sp

em quantidade significativas (> 500 pfc/g).

Amostra 3

Ilustracao 13
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