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RESUMO

Em Santos, litoral de Sao Paulo, a avaliacdo da qualidade microbioldgica
da dgua das praias € realizada pela prefeitura e pela Companhia Ambiental
do Estado de S&o Paulo (CETESB). Entretanto, a mesma atencao nao
¢ direcionada a areia das praias. A areia representa um potencial vetor
de contaminacdo e pode constituir reservatério de microrganismos
patogénicos. O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade microbioldgica
da areia das praias de Santos, Sdo Paulo. Utilizou-se a técnica das
membranas filtrantes para os grupos de coliformes fecais (Escherichia coli)
e enterococos. As amostras foram coletadas em sete pontos das praias
de Santos. Os ensaios foram realizados mensalmente durante 8 meses e
0s resultados, expressos em unidades formadoras de coldnias (UFC) de
bactérias por 100 g de areia, variaram de 40000 a 2.700000 para E. coli
e de ndo detectado a 95000 para enterococos, encontrando-se acima dos
valores orientadores existentes em ambito nacional (3800 UFC100g" -
Rio de Janeiro) e internacional (100000 UFC100g' - Portugal). O contato
com areia contaminada pode causar diversas doencgas, comprometendo
a qualidade de vida da populacao. Torna-se importante a realizacao de
estudos baseados em evidéncias epidemioldgicas de exposicao e analises
de risco, para se estabelecer padroes de qualidade e politicas publicas para
monitoramento e gerenciamento da qualidade sanitaria da areia das praias
do litoral de Sao Paulo.

Palavras-chave: areia de praias; avaliagdo microbioldgica; microbiologia
ambiental; Escherichia coli; Enterococcus; satide publica.
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ABSTRACT

In Santos, coast of Sdo Paulo State, the evaluation of the microbiological
quality of the beach water is performed weekly by the Companhia
Ambiental do Estado de S&do Paulo (CETESB), the environmental agency of
the Sdo Paulo state government. However, the same attention is not given to
the sand of the beaches. Sand represents a potential contamination vector
and may constitute a reservoir of pathogenic microorganisms. This study
aimed to evaluate the microbiological quality of sands from Santos beaches
throughout the quantification of bacteria colonies from the groups of fecal
coliforms (Escherichia col)) and Enterococcus, using the membrane filter
technigue. The analyses were executed monthly during 8 months and the
results, expressed in bacteria colony forming units (CFU) per 100 grams
of sand, vary from 40000 to 2,700000 for E. coli and from not detected
to 95,000 for Enterococcus, being above the currently guideline values in
national (3800 CFU100g") and international 100,000 CFU100g") levels. It's
important to mention that these guideline values were based on results from
microbiological analyses of sands collected from beaches that are distant from
large urban areas. The contact with contaminated sand may cause diseases,
provoking impacts on the populations life quality. There is a need for further
studies based on epidemiological evidences of exposure and risk analysis, in
order to establish quality standards and public policies aimed to monitoring
and managing the sanitary quality of sands from S&o Paulo's coast beaches.

Keywords: beach sand; microbiological evaluation; environmental

microbiology; Escherichia coli, Enterococcus; public health.

INTRODUCAO

A Regido Metropolitana da Baixada Santista (RMBS) esta localizada
no litoral do estado de Sao Paulo e contempla nove municipios: Santos,
Cubatio, Sao Vicente, Guaruja, Bertioga, Praia Grande, Peruibe, Itanhaém
e Mongagud. A RMBS é uma drea costeira que abriga importantes e

delicados ecossistemas. Praias, costdes rochosos, restingas, manguezais

m)

e fragmentos florestais remanescentes da Mata Atlantica sdo alguns
exemplos de sua diversidade ecoldgica.

A cidade de Santos esta situada nas bordas das escarpas da Serra
do Mar. Detém oito quildmetros de praias e foi registrada no Guinness
World Records (2012) como portadora do jardim frontal de praia de maior

extensdo do mundo, abrigando 23,5% da populagao da Baixada Santista
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(IBGE, 2016). Além disso, é a cidade mais economicamente atuante e
sede do maior complexo portuario da América Latina, o Porto de Santos,
que representa grande influéncia na economia do estado de Sao Paulo.
Outro fator relevante a ser considerado é a caracteristica turistica por
conta das praias e patrimédnios histéricos, recebendo visitantes de diversas
origens durante todos os periodos do ano, principalmente em épocas de
veraneio, quando a populacdo da cidade chega ao apice. A populagao
residente em 2010 foi contabilizada em 419.400 habitantes (IBGE, 2016) e
apopulagio estimada para o ano de 2015 foi de 433.966 habitantes (IBGE,
2016), entretanto, nas temporadas de férias e nos feriados prolongados
a cidade recebe uma populagio flutuante calculada em 1,5 milhdo de
pessoas (ENCYCLOPEDIA BRITANNICA, 2013).

O desenvolvimento econdmico de Santos, aliado a0 aumento popu-
lacional e 4 falta de planejamento urbano, gerou, nas tltimas décadas,
uma série de aspectos ambientais que, mal geridos, acarretaram em
impactos negativos aos elementos bidticos e abidticos dos ecossiste-
mas do municipio. A polui¢do das praias por agentes biologicos é uma
das principais consequéncias da urbanizagio, em decorréncia de diver-
sos fatores, como o descarte irregular de efluentes e residuos solidos.

De acordo com estudo realizado por Rego (2010), a qualidade ambien-
tal das praias tem adquirido importancia crescente por razdes ambientais
e de saude publica. A condigdo sanitdria das praias foi, durante muito
tempo, apenas monitorada pela qualidade de suas aguas, apesar da areia
representar possivel fonte de contdgio de microrganismos patogénicos.
Praias consideradas imprdprias ao banho apresentam, também, areia com
qualidade sanitdria comprometida, cujo contato direto deve ser evitado
(LAMPARELLI; SATO; BRUNI, 2003). A areia das praias constitui habi-
tat para uma variedade de organismos. Muitos dos microrganismos nela
presentes sao de origem natural, mas ha também os que estdo associados
as atividades antropicas, incluindo bactérias, fungos, vermes, protozoa-
rios e virus, que podem ser potencialmente patogénicos. A matriz areia é
reconhecida pela Organizagao Mundial da Saide (OMS) como um vetor
de infec¢ao (PEREIRA et al., 2013). Muitos estudos foram e continuam
sendo desenvolvidos a fim de avaliar a condi¢do sanitéria da areia das
praias de diversos paises e as consequéncias do contato com areias con-
taminadas. Conforme os estudos de Heaney et. al (2012), ha uma corre-
lagao positiva entre atividades em contato com a areia e o surgimento de
doengas entéricas, em func¢io da concentragiao de microrganismos fecais.

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), em sua
Resolugdo 274/200, que define os critérios de balneabilidade em 4guas
brasileiras, no Art. 8° recomenda aos érgaos ambientais a avaliagao
das condigoes parasitologicas e microbioldgicas da areia, para futuras
padroniza¢des (BRASIL, 2001). Em 4mbito estadual, a Lei n° 14.366,
de 15 de margo de 2011, inclui no monitoramento das praias a analise
periddica da qualidade da areia das praias do litoral, dos rios e repre-
sas do estado de Sao Paulo (BRASIL, 2011a). A Resolu¢io CONAMA

357/2005 e sua alteragdo e complementagao realizada pela Resolugao
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CONAMA 430/2011, que dispoe sobre a classificagdo de corpos d'agua e
diretrizes ambientais para seu enquadramento, utiliza os coliformes ter-
motolerantes como padrdo de qualidade microbioldgica, e permite sua
substituicdo pela Escherichia coli (BRASIL, 2005; 2011b). Ja a Resolug¢ao
CONAMA 274/2000 utiliza os enterococos, género de bactérias do grupo
estreptococos fecais, como padrao de qualidade de aguas marinhas, por
apresentarem algumas vantagens em relagao a outros indicadores de
contaminacdo fecal, como a habilidade de sobreviver por mais tempo
na 4gua e em ambientes com maior salinidade e a maior resisténcia a
dessecacdo e ao cloro (BRASIL, 2001).

Recentemente, a prefeitura do Rio de Janeiro, por meio de uma
Resolugio da Secretaria do Municipal de Meio Ambiente (SMAC n°
468/10) estabeleceu limites maximos para classificagdo das areias para
recreagdes de contato primdrio, ndo recomendando o contato com areias
nas quais tenham sido determinadas concentragdes superiores a 3.800
unidades formadoras de colénias (UFC) de Escherichia coli por 100 g
de areia (SMAC, 2010). A determinacio desse valor foi baseada nos
resultados das anélises realizadas na areia de uma praia considerada
limpa e sem influéncia de urbanizag¢io (CETESB, 2013). Na Europa,
onde foram desenvolvidos estudos sobre qualidade microbioldgica de
areias, também foram propostos padrdes, conforme indicado na Tabela 1.

No estado de Sao Paulo ainda ndo ha propostas vigentes de padrdes para
qualidade microbioldgica das areias. A Companhia Ambiental do Estado
de Séo Paulo (CETESB) realizou, nas tltimas décadas, alguns estudos das
areias de praias do litoral paulista, e detectou a presenca de indicadores de
contaminagao fecal. Na cidade de Santos foi analisada somente a praia do
Boqueirdo. No Relatdrio de Qualidade das praias litordneas no estado de
Séao Paulo, a CETESB concluiu que o ano de 2012 se diferenciou signifi-
cativamente de 2011 para as concentragdes de enterococos, apresentando
quantidades superiores as observadas no ano anterior (CETESB, 2013).

Dados atualizados referentes as praias da cidade de Santos ainda sao
insuficientes para gerar informagdes sobre a realidade da condi¢ao micro-
bioldgica da areia de suas praias. A CETESB reconhece a importancia
das avaliagdes que permitam compreender a evolugdo da qualidade das
arejas das praias e sua utilidade nas medidas de prote¢do a satde coletiva,
sendo, assim, importantes ferramentas de gestao para a orla. O presente
estudo teve como finalidade avaliar a qualidade sanitaria de amostras de
areia das praias de Santos por meio da determinagiao do nimero de UFC

de bactérias especificas dos grupos coliformes termotolerantes (E. coli) e

Tabela1- Propostas de padrdes para qualidade microbioldgica das areias.
Portugal Mendes et al. (1993) 100000 UFC/100 g

2000 UFC/100 g

3800 UFC/100 g

Europa Associacdo Bandeira Azul (2008)

Resolucao SMAC n° 468/2010

Rio de Janeiro

Fonte: CETESB (2013)
UFC: unidades formadoras de colonias; *padrao expresso em UFC de E. coli.
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estreptococos fecais (enterococos) em 100 g de areia, gerando dados que
possam subsidiar futuras pesquisas e estudos relacionados & qualidade

sanitdria de areias para recreagdo de contato primario.

METODOLOGIA

Area de estudo
Os pontos de amostragem estavam localizados nas areas de recreagdo distri-
buidas pela praia. Fezes de animais como cies, ratos e pombos constituem
fonte de contaminago, pois contém quantidades significativas de microrga-
nismos que podem apresentar patogenicidade. Os pontos analisados ficam
proximos as calgadas, chuveirinhos, sanitarios e recipientes coletores de lixo.
De acordo com o relatério de balneabilidade da CETESB (2013),
a areia, diferentemente da d4gua, ¢ um meio que nao sofre homogenei-
zagao constante, portanto, pode apresentar mosaicos de contaminagao.
Visando obter resultados de melhor representatividade espacial, adotou-
-se 0 método de amostragem composta. A amostra composta consiste
de varias amostras obtidas de pontos, profundidades e distincias

diferentes. Essas parcelas sdo misturadas para formar uma mistura

homogénea. Em cada um dos 7 pontos de analise, foram coletados apro-
ximadamente 50 g de 5 pontos equidistantes em uma drea de 2,25 m? da
faixa delimitada de areia, totalizando 250 g por drea de amostragem.
As amostras arenosas foram armazenadas em frascos coletores esté-
reis e transportadas em material isotérmico (bolsa térmica) contendo
termogel, a temperatura de 2° a 8°C, e mantidas sob refrigeragao até
o inicio das anélises. A Figura 1 exibe a localizacdo espacial dos sete

pontos, e a Tabela 2 relaciona seus detalhes e coordenadas geograficas.

Tabela 2 - Localizacao dos pontos de coleta.

José Menino 23058740'S 4602043400
p2 Pompéia 23058960°S 4602020000
P3 Gonzaga 230581750°S 4601945]10°0
P4 Boqueirao 2305828,80°S 4691919200
P5 Embaré 2305842,70°S 4601857100
P6 Aparecida 2305849,70°S 4601848800
p7 Ponta da Praia 23059370'S 4691834500

*Coordenadas geograficas.Abus vit vit arbis no. Vericae macrum untisse ntienih

-46°2624° -46°2400" -46°2136"
-23°5248"
-23°5512"
-23°5736"
-24°0000"
24°0224"
-46°2624" -46°2400" -46°2136"

-46°1912" -46°1648”
-23°5248"
-23°5512"
-23°5736"
-24°0000"
24°0224
-46°1912" -46°1648”

Figura 1- Orla da praia de Santos com marcacao dos pontos de amostragem.
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Determinacdo do nimero de unidades formadoras
de colbnias de bactérias

O ensaio para avaliagdo da concentragdo de E. coli e enterococos foi reali-
zado com base nas Normas Técnicas CETESB L5.230/2012 e L5.212/2012,
respectivamente (CETESB 2012a; 2012b). O processamento das amos-
tras foi realizado em laboratério, sobre bancada esterilizada com élcool
70%, utilizando materiais e instrumentos devidamente esterilizados.
Todo o procedimento foi realizado no perimetro alcangado pelo bico
de Bunsen, mantendo-se em condi¢des de assepsia.

Para que a filtragao fosse efetuada, necessitou-se transferir o material
bioldgico contido na areia para o meio liquido por meio de extragao.
Foram pesados e distribuidos 10 g de cada amostra, em 7 Erlenmeyers
contendo barras magnéticas de agitagdo e 100 mL de dgua de dilui-
¢do, composta por dihidrogenofosfato de potassio (KH,PO,), cloreto
de magnésio hexahidratado (MgCl,.6H,0) e agua purificada, previa-
mente autoclavados e identificados conforme numeragdo do ponto de
andlise. A mistura foi submetida a agitacdo com agitadores magnéti-
cos durante 15 minutos, para lavagem eficiente da areia. Apds a extragao,
cada mistura contida nos Erlenmeyers foi filtrada com gazes e peneiras
esterilizadas, para que o excesso de particulas suspensas fosse elimi-
nado da solugdo. Em condigoes de assepsia, aliquotas de 10 mL dos
liquidos filtrados foram transferidas para frascos contendo 90 + 2 mL
de 4gua de diluigao estéril. Para quantificagdo de E. coli, foram feitas
dilui¢des a fim de viabilizar a contagem das colonias que se desenvol-
veram. A solugido contendo o material bioldgico foi diluida, de acordo
com a necessidade, em dgua de diluigdo preparada conforme as espe-
cificagdes das Normas Técnicas da CETESB.

Tabela 3 - Resultados dos ensaios microbiolégicos (10° UFC100g™").

Apods a montagem dos ensaios com as dilui¢des, foi iniciado o processo
de filtragdo a vacuo através de membranas filtrantes com porosidade de
0,45 pm, que retém as bactérias em sua superficie. A filtragao foi feita com
a utilizacdo de bomba de vécuo, frasco Kitasato para o armazenamento
do material a ser descartado, funil de Buchner e porta-filtro. Todo material
foi processado e manuseado em torno do Bico de Bunsen, para mini-
mizar riscos de contaminac¢do. Volumes de 100 mL das dilui¢des da
mistura foram filtrados. No intervalo de cada filtragéo foi feita a higie-
nizagdo do filtro com triplice lavagem, usando 4gua de diluigdo e dgua
destilada esterilizada. As membranas filtrantes contendo os microrga-
nismos foram delicadamente transferidas, dentro do raio de alcance
do bico de Bunsen, para placas de Petri contendo os meios de cultura
Agar Biochrome Coliform para quantificacdo de E. coli e Agar mEI para
a quantificagdo dos enterococos, de acordo com as referidas normas
técnicas da CETESB. Apos a filtragdo, as placas de Petri contendo os
meios de cultura e as membranas foram depositadas em incubadoras
bacterioldgicas, por um periodo de 24 2 h, a 35° + 2°C para E. coli e
41° £ 0,5°C para enterococos.

Apos 24 horas, as placas foram retiradas das incubadoras. Contou-se
visualmente o nimero de colonias que se desenvolveram nas placas, e o niimero

de UFC foi determinado por meio de célculos referentes a cada diluigio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram avaliados a partir do calculo de UFC de colifor-
mes e estreptococos em 100 g de areia (UFC.100g™"), considerando as

diluigoes efetuadas. A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos.

Periodo

I N S IS N B I B

E. coli 8640 27000 2000 13200 13100 8500 9000 2400
i Ent nd. 20 nd. nd. nd. 03 nd. 17
E. coli 3230 17000 1000 7000 6200 4400 7300 5800
" Ent 10 nd. 10 nd. 70 16 nd. 25
E. coli 9700 2000 1000 moo 9500 6600 8500 4100
" Ent nd. 230 nd. 30 300 38 07 2]
E. coli 4200 13000 8000 17800 3100 9400 13200 17600
" Ent nd. nd. nd. 950 nd. 08 05 2]
E. coli 5010 14000 4000 1300 6300 9200 10400 8000
P Ent 20 160 nd. 60 nd. 18 03 07
E. coli 5020 8000 400 8100 6400 5700 10200 7700
" Ent nd. 90 nd. 30 nd. 1 05 1
E. coli 12640 27000 1000 10200 4000 19100 24400 21800
i Ent 70 nd. nd. nd. nd. 24 12 07

UFC: unidades formadoras de coldnias; *coleta em dia chuvoso; Ent: enterococos; nd.: nao detectado.
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Os ensaios foram iniciados no més de julho de 2013, sendo o tltimo
realizado em fevereiro de 2014. Os resultados variaram de 40.000 a 2.700.000
UFC.100g" para E. coli e de ndo detectado (N.D.) a 95.000 UFC.100g ' para
enterococos. A Figura 2 apresenta a concentragiao média de E. coli de
todos os meses para cada ponto amostral.

Os dados, para ambos os microrganismos estudados, indicam
que existem varia¢des da quantidade de indicadores de contaminagdo
fecal de acordo com os meses do ano, sem um padréo estabelecido.
Entretanto, foi evidenciada maior frequéncia de contaminagio por E.
coli nos pontos 1 (José Menino), 4 (Boqueirdo) e 7 (Ponta da Praia).

Para E. coli, os nimeros encontram-se, em geral, acima dos padroes
propostos em outras regides, tanto em &mbito nacional (3.800 UFC.100g" -
Rio de Janeiro) quanto internacional (100.000 UFC.100g" - Portugal).
Vale ressaltar que esses valores orientadores foram baseados em resul-
tados de analises microbioldgicas oriundas de areia de praias distantes
de grandes centros e que, apesar dessas propostas, nio existe um padrao
que tenha sido baseado em estudos epidemioldgicos ou avaliagdo do
risco microbioldgico para a segura exposi¢ao dos banhistas, portanto,
segundo a CETESB (2013), a classificagdo da areia de uma praia como
apropriada ou néo para o uso torna-se bastante complicada. Para ente-
rococos nao foram encontrados, no periodo de realizagao do presente
estudo, padrdes que possam servir de comparagao ou referéncia.

As concentragdes de bactérias na areia e na agua das praias diver-
gem muito entre si. O estudo realizado por Pinto, Pereira e Oliveira
(2012), no municipio de Sdo Vicente, Sao Paulo, mostrou que houve
diferencas significativas entre as densidades de bactérias encontradas na
agua e na areia, sendo que altas densidades foram determinadas tanto
em areia seca quanto imida. Nesse mesmo estudo, o valor maximo
para enterococos obtido foi de 15.600 UFC.mL", em areia seca da
Praia do Gonzaguinha.

No estudo de Bonilla et al. (2007), niveis de enterococos, colifor-

mes fecais e E. coli foram consistentemente mais concentrados na areia
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UFC: unidades formadoras de colonias.

Figura 2 - Concentracdo média dos meses para cada ponto.
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das praias comparada a 4gua do mar, em trés praias do sul da Florida,
Estados Unidos. A densidade de bactérias encontrada nas areias foi 2
a 23 vezes maior do que na coluna d’agua.

Estudos conduzidos por Halliday e Gast (2011), nos Estados Unidos,
geraram resultados da ordem de 2.429.000 UFC/100 g para enterococos
em praias do sul da Florida, em amostras de areia seca. Em anilises de
areia seca realizadas por Pinto (2010), na Praia do Boqueirao, Santos,
foi encontrado o nimero maximo de 330.000 NMP.100g" (numero
mais provéavel por 100 g de areia) para E. coli e 33.000 NMP.100g*
para enterococos.

Os diferentes métodos de andlise produzem resultados em unida-
des distintas, dificultando a comparacéo. Todos os realizados apontam
para a necessidade de monitoramento da qualidade sanitaria da areia
das praias, a fim de gerar dados e subsidios que possam servir de ali-
cerce para futuras padronizagdes, visando proteger a satde publica e
preservar o meio ambiente.

A Lei Orgénica do Municipio do Rio de Janeiro, nos Artigos 461 (XIII)
e 472 (II), estabelece a garantia de limpeza e qualidade da areia das
praias, bem como amplo acesso as informagdes sobre fontes, causas
e niveis de polui¢ao, além da presenca de substancias potencialmente
danosas a satde (RIO DE JANEIRO, 2010). Nesse sentido, a garantia
da qualidade da areia das praias deveria ser inserida na Lei Orgénica
do Municipio de Santos, uma vez que a mesma garante a preservagao
das praias, mas nédo estabelece de forma explicita o controle sanita-
rio da areia.

O contato com areia contaminada pode causar doengas como infec-
¢Oes intestinais, verminoses, doengas de pele, infec¢oes da unha e do couro
cabeludo e alergias respiratérias, provocando impactos na qualidade de
vida da populagdo. A¢des de saneamento e programas educacionais terao

influéncia direta na melhoria da qualidade sanitéria da areia das praias.

CONCLUSOES

As concentragdes de coliformes fecais e enterorocos nas amostras de
areia analisadas apresentaram-se, em média, acima dos padrdes propos-
tos mundialmente e nacionalmente. A legislagdo estadual vigente, por
meio da Lei n° 14.366, prevé no monitoramento das praias do estado de
Sao Paulo a analise periddica da areia, entretanto, ndo propoe padroes
de qualidade que assegurem a inocuidade do contato com a areia.
Diante da lacuna existente na legislagdo do estado de Sao Paulo, é
de fundamental importincia a realizagao de mais estudos que possi-
bilitem o estabelecimento de pardmetros legais. Uma vez determinada
a contaminagdo microbioldgica da areia das praias de Santos, existe a
necessidade de estudos baseados em evidéncias epidemioldgicas de
exposicdo e andlises de risco microbioldgico, a fim de se estabelecer
padrdes de qualidade e politicas publicas para monitoramento e con-

trole da qualidade sanitdria da areia das praias do litoral de Sao Paulo.
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