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_Resumo

Em 2021, a ‘Bandeira Azul’ introduziu a qualidade das areias das praias
como critério-guia para atribuigdo do galarddo. Seguindo a recomen-
dacao das novas guidelines da Organizagdo Mundial de Saude para as
4guas balneares, o novo critério para areias baseia-se na quantificagdo do
numero de unidades formadoras de colénias (UFC), por grama de areia, de
todos os fungos, enterococos e, adicionalmente, Escherichia coli. Estes
dois Ultimos sdo também indicadores de qualidade da &gua balnear, ja
que a sua presenca indica contaminagdo de origem fecal. O valor de refe-
réncia para os fungos totais é de 490 UFC/g. Este estudo pretende fazer
uma andlise previsiva do que a implementagao do novo critério-guia do
galardao Bandeira Azul poderd implicar em termos de nao-conformida-
des relativamente ao parametro fingico. A analise (cega) de 105 amostras
de areia recebidas no laboratério do Instituto Nacional de Satde Doutor
Ricardo Jorge durante o0 ano de 2020 revelou uma mediana de 29 UFC/g,
um intervalo interquartil entre 5 e 79 UFC/g. Apenas 3 amostras (cerca de
3%) excederam o valor de referéncia para fungos. Nao se espera assim um
grande impacto negativo na classificacdo das zonas balneares designadas
utilizando este critério de avaliagao.

_Abstract

In 2021, the ‘Blue Flag’ added the sand quality of beaches as a guide-cri-
terion for the award. Following the recommendation of the new guidelines
for recreational waters from the World Health Organization, the new crite-
rion is based on the quantification, per gram of sand, of the number of
colony forming units (CFU) of all fungi and enterococci, but testing also
Escherichia coli. These last two are indicators of bathing water quality,
and their presence indicates faecal contamination. The reference value for
all fungi is 490 CFU/g. This study aims at making a predictive assessment
of what the implementation of the new Blue Flag criterion may implicate
regarding the fungal parameter. The (blind) analysis of 105 sand samples
received in the laboratory of the National Institute of Health Dr Ricardo
Jorge during the year 2020 revealed a median of 29 CFU/g, with an inter-
quartile range of 5 to 79 CFU/g. Only 3 samples (about 3%) exceeded
the reference value for fungi. Therefore, large negative impacts are not
expected on the classification of designated bathing areas based on this
assessment criterion.

_Introdugéo

As guidelines da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
para a qualidade das aguas balneares e protegao da saude
humana, publicadas em 2003, consideravam as areias das
praias como um assunto de interesse na protecao da saude
humana (). Consequentemente, na versao de 2021, o capi-
tulo dedicado a este tema refere os varios grupos biologicos
e a sua importancia em praias de qualquer regido do mundo;
desde os atuais parametros de qualidade das aguas balne-
ares (indicadores de contaminagao fecal) a parametros tipi-
camente presentes na ecologia das areias (2). Refere ainda
pardmetros endémicos em zonas especificas do mundo,
como é o caso da pesquisa de helmintas na Lituania, em que
a areia das praias € uma conhecida matriz de contaminacao
inter-humana (3). Também as moscas da areia na zona do
médio Oriente e parasitas transdérmicos em algumas zonas
tropicais séo referidas, assim como abordagens de gestao,
prevencdo e remediagéo (2). A nova versdo das guidelines
recomenda entdo a monitorizacdo de parametros fungicos
genéricos e bacterianos de origem fecal, com valores-guia
para fungos totais e de seguranga para enterococos.

No entanto, ndo basta recomendar. E necessario criar todo
um sistema de avaliacdo dos resultados da monitorizacao
que operacionalize a classificacdo das praias com base na
qualidade das areias. Os valores agora recomendados sao
provisorios até que se confirmem através de estudos epi-
demioldgicos. De referir que, relativamente aos enteroco-
cos, o limite foi extrapolado com base no céalculo de risco
quantitativo microbiano (QMRA, na sigla em inglés) a par-
tir do valor de 200 UFC/100 ml para aguas balneares, o que
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corresponde a um risco de desenvolvimento de doenca pos-
-exposigao de até 5%. Relativamente aos fungos, a discri-
minagao de alguns grupos é pertinente, mas nao se conhe-
ce ainfluéncia na saude desses parametros individuais para
poder determinar valores-limite (4). Exemplos de parametros
individuais sdo: Candida albicans, uma levedura oportunista
de origem quase exclusivamente fecal humana (%); Rhodo-
torula spp., conhecida por causar endocardites em imuno-
-comprometidos; dermatofitos, fungos patogénicos respon-
saveis por infecOes cutaneas, como a tinha e o0 pé de atleta
ou onicomicoses; € 0s fungos filamentosos indiferenciados,
sempre bastante presentes em amostras ambientais e fre-
quentes causadores de alergias e infecdes invasivas em hos-
pedeiros suscetiveis (6),

O Galardao Bandeira Azul

A Associacao Bandeira Azul da Europa (ABAE) atribui um
galardao classificativo de qualidade baseado em 32 cri-
térios, imperativos ou guia, de seguranca, conforto e de
educacao ambiental (7). Tendencialmente os critérios-guia
antecedem os critérios imperativos e tém como objetivo a
sua inclusdo de forma suave. Dessa lista de critérios fazem
parte a qualidade da agua, a exposicao publica dos seus
resultados na praia, instalacdes e equipamentos em boa
qualidade e quantidade apropriada ao bom funcionamento
da zona balnear, acessibilidade a praia em segurancga e
particularmente, pelo menos uma praia por conselho, tera
de assegurar acesso especialmente orientado para defi-
cientes motores. Cerca de metade das zonas balneares
designadas sao anualmente galardoadas em Portugal.

Baseada nas novas recomendacdes da OMS, a ABAE enten-
deu integrar a qualidade da areia das praias, ja na época bal-
near de 2021, como critério-guia para atribuicao do galardao.
Para a sua monitorizagdo, 0 novo critério baseia-se na quan-
tificacao, por grama de areia, do nimero de unidades forma-
doras de coldnias (UFC) de todos os fungos, enterococos e
Escherichia coli. Estes dois Ultimos sdo também indicadores
de qualidade da &gua balnear e a sua presencga revela con-
taminagao de origem fecal. Os valores de referéncia sdo 490
UFC/g para os fungos totais (correspondente ao percentil 80
encontrado no estudo internacional Mycosands que envolveu
13 paises e varios climas, com uma mediana de 89 UFC/g (6));

67 UFC/g para enterococos (correspondentes ao limite de
seguranga de 200 UFC/100ml em &guas balneares calculados
por avaliagdo de risco microbiano quantificado - QMRA) (2) e
25 UFC/g de E. coli (resultante de um estudo realizado no ano
2000 e que representa a mediana nacional (8)).

_Objetivo

Este estudo pretende fazer uma analise previsiva do que a
implementacé&o do novo critério-guia do galardéo Bandeira
Azul podera implicar em termos de nao-conformidades rela-
tivamente ao parametro fungico.

_Materiais e métodos

No estudo exploratério do impacto da implementagdo do
novo critério para atribuicdo do galardao relativamente a pre-
senca de fungos nas areias das praias, estimaram-se, para
estes microrganismos, a mediana, 0 minimo, 0 maximo e o
intervalo interquartil de 105 amostras de areia de 22 praias,
analisadas no Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge, entre junho e novembro de 2020.

A analise fungica realizou-se por “lavagem” de 40 g de areia
com 40 mL de agua destilada estéril sob agitacdo orbital
(100 rotagdes por minuto). 200 pL do sobrenadante foram
espalhados em placas de Petri com agar de malte (contendo
extrato de malte e cloranfenicol para crescimento e identifica-
cao de fungos filamentosos e leveduras) e em placas de Petri
com agar micobiotico (com actidiona e cloranfenicol para
crescimento e identificagdo de dermatdfitos). Realizaram-se
trés réplicas de cada inoculagdo por meio. A incubacao foi
feita a 27.5 (+/- 2.5) °C durante 5 a 7 dias para as placas de
malte e 15 a 20 dias para as de agar micobiotico.

As colonias isoladas foram contadas e identificadas em cada
meio com base nas seguintes caracteristicas: cor do lado
frontal das coldnias, cor do reverso, morfologia, textura e
aspeto geral e meio cromogénico para as leveduras. A iden-
tificacdo microscopica realizou-se utilizando o corante com
azul de lactofenol e ampliacdo de 400x. Foram registadas
médias aritméticas dos triplicados de cada um dos meios
(fungos filamentosos e leveduras do agar de malte e derma-
téfitos do agar micobidtico).
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_Resultados

A andlise (cega) revelou uma mediana de 29 UFC/g e um
intervalo interquartil entre 5 e 79 UFC/g. A contagem méaxima
encontrada foi de 834 UFC/g, tendo apenas 3 amostras
(cerca de 3%) excedido o valor de referéncia. O grafico 1
mostra a distribuic@o de valores obtidos pelas contagens em
UFC/g por numero de amostra.

A distribuicao discriminada de fungos evidencia que 0 grupo
que mais contribui para a contagem total de fungos sédo 0s
filamentosos esporulantes, onde se incluem as espécies mais
frequentemente isoladas no laboratério e que pertencem aos
géneros Penicillium, Aspergillus, Cladosporium e Fusarium.
O grafico 2 mostra a relacdo entre 0s varios parametros: fun-
gos filamentosos, Candida albicans, Rhodotorula spp, der-
matdfitos e leveduras.

Grafico 1:
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Grafico 2: Contribuicdo dos potenciais parametros fungi-

cos determinados laboratorialmente (UFC/g).
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_Discussédo

A implementac&o da nova diretiva europeia relativa a quali-
dade das agua balneares (9) obrigou a enormes investimen-
tos dos Estados-Membros (EM), com a coparticipacdo de
fundos de coesdo comunitérios. O grande objetivo deste
investimento foi a redugao substancial da poluicao fecal que
chegava as &guas costeiras dos EM. Este processo conduziu
a uma redugao substancial dos indicadores de contaminagéo
fecal presentes nas aguas e areias, e dos fungos mais asso-
ciados a doenga humana através das areias, melhorando
bastante a qualidade de ambas as matrizes. Este efeito é evi-
dente ao comparar resultados de uma avaliacdo das areias
das costas portuguesas de 2000 e de 2010, 4 anos apés
o0 inicio deste processo. As médias dos indicadores analisa-
dos reduziram substancialmente: as leveduras baixaram de

Distribuicdo das contagens por nimero de amostra com representagdo do valor

61 71 81 91 101

60 UFC/g para 15 UFC/g, os fungos filamentosos de 85
UFC/g para 17 UFC/g e os dermatdfitos de 15 UFC/g para
8 UFC/g (8:10), Nao considerando parametros fungicos dis-
criminados, o valor médio situava-se, em 2000, entre 300 e
560 UFC/g quando o percentil 80 no estudo Mycosands é de
490 UFC/g. Este valor parece estar, contudo, de acordo com
os dados de 2000, apesar das redugdes verificadas nos pa-
rametros individuais. Possivelmente a redugao de poluicado
fecal levou, ndo a uma reducao da quantidade de flora fun-
gica, mas a uma alteraga@o da sua composi¢ao. No entanto,
sdo desconhecidas atualmente quais as taxa mais prevalen-
tes na sequéncia de um episddio de poluicdo fecal em areias.
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Este estudo pretendeu fazer uma analise previsiva do que a
implementacao do novo critério-guia do galarddo Bandeira
Azul podera implicar em termos de nao-conformidades rela-
tivamente ao pardmetro fungico. O impacto dos paré@metros
bacterioldgicos nao foi estudado por estar ja descrito ante-
riormente (8,10,

_Conclusao

Considerando que o novo critério-guia exige que 80% das
amostras de uma praia, analisadas mensalmente desde o
més anterior ao inicio da época balnear até final da época,
se situem com contagens de fungos por grama de areia
abaixo do valor de referéncia de 490 UFC/g, a probabilidade
de uma praia ser desqualificada seria muito baixa em 2020
(cerca de 3%). Entende-se assim ser pertinente e de baixo
impacto negativo na classificacdo das praias, a abordagem
decidida pela Associagdo Bandeira Azul da Europa para
a monitorizag@o das areias das praias para atribuicdo do
galardao Bandeira Azul.
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