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RESUMO

Três diferentes sanitizantes – óxido de cálcio, formal-
deído e biguanida polimérica – foram avaliados quanto à
eficácia na sanitização de viveiros, durante o vazio sanitá-
rio, na estação do Setor de Piscicultura da Escola de Veteri-
nária da Universidade Federal de Goiás, no período de ou-
tubro de 1999 a março de 2000. Quatro tratamentos – T1-
testemunha; T2- óxido de cálcio na proporção de 100 g/m2;
T3-formaldeído a 5%; T4-biguanida polimérica a 1% – e
três repetições compuseram o delineamento inteiramente
casualizado. A espécie cultivada foi o pacu (Piaractus
mesopotamicus)  e cada viveiro foi  povoado com 67 pei-
xes. A eficácia dos sanitizantes foi avaliada através de aná-
lises bacteriológicas realizadas no Laboratório do Centro

de Pesquisa em Alimentos da Escola de Veterinária da Uni-
versidade Federal de Goiás, em amostras de sedimento do
fundo dos viveiros e da água. Foi realizada a contagem de
bactérias do gênero Aeromonas e observou-se diferença
significativa a (P<0,05), em relação à eficácia dos tratamen-
tos, apenas na contagem de Aeromonas na água, no perío-
do 2, com melhor desempenho da biguanida polimérica. A
contagem de bactérias do gênero Aeromonas no sedimento
e na água revelou valores inferiores a 103 UFC/ml. Dentre os
meios utilizados na fase de plaqueamento seletivo para
Aeromonas, os ágares tripticase de soja e amido ampicilina
apresentaram melhor desempenho.
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SUMMARY

EVALUATION OF THREE DIFFERENT DISINFECTANTS IN FISH PONDS ON THE COUNT OF BACTERIA OF THE
GENUS AEROMONAS

Three different disinfectants – oxide of calcium,
formaldehyde and biguanide polymeric – were appraised
with relationship to the effectiveness in the disinfection of
ponds, during the sanitary emptiness, in the station of the
Section of Fish Farming of the Veterinary School of the
Federal University of Goias, in the period from October
1999 to March 2000. Four treatments – T1-control; T2-oxi-
de of calcium 100g/m2; T3-formaldehyde 5%; T4-biguanide
polymeric 1% – and three replicates were analyzed as a
completely randomized design. The cultivated specie was
the pacu (Piaractus mesopotamicus) being each pond with
67 fish. The effectiveness of the disinfectants was evaluated

through accomplished bacteriological analyses, in the
laboratory of the Food Research Center of the Veterinary
School of the Federal University of Goias, in bottom sediment
of the ponds and water samples. It was counted  bacteria of
the genus Aeromonas. Differences were observed
differences (P<0,05), in relation of the effectiveness of
treatments, just in the count of Aeromonas  in the water, but
in the period 2, with better acting of biguanide polymeric.
The count of bacteria of the genus Aeromonas in sediment
and water showed lower than 103 UFC/ml. Among the means
used in the selective phase for Aeromonas, the agars soy
tripticase and starch ampicilin presented better performance.

KEY WORDS: Ponds disinfection, Piaractus mesoptamicus, Aeromonas.
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INTRODUÇÃO

No estudo das bactérias de peixes é necessá-
rio considerar vários fatores que intervêm de modo
mais ou menos determinante no estabelecimento das
infecções. Em primeiro lugar, é importante ressaltar
que a maior parte das bactérias, como Aeromonas
spp, constitui-se de organismos que fazem parte da
microbiota bacteriana normal da água e é encontra-
da na superfície dos peixes e nas respectivas
brânquias (CAHILL,1990). Apesar disso, apenas em
determinadas condições, entre elas altas densidades,
baixa qualidade de água, que resultam no estresse a
que os animais são submetidos, é que essas bacté-
rias apresentam uma capacidade patogênica impor-
tante, manifestada por sintomatologia variada
(PAVANELLI et al., 1997).

Isso significa que, se as condições da piscicul-
tura forem boas, não haverá oportunidade para se
desenvolverem até sua população se constituir em
preocupação para o piscicultor (PAVANELLI et al.,
1997).

É evidente, portanto, a necessidade de ado-
ção de medidas profiláticas adequadas que possam
minimizar o aparecimento das doenças, em que a
sanificação dos tanques e viveiros antes do povoa-
mento torna-se indispensável.

De acordo com POPOFF (1984), as bactéri-
as pertencentes ao gênero Aeromonas  são Gram-
negativas e apresentam-se na forma  de bastonetes
retos com extremidades arredondadas, cujo com-
primento varia de 1,0 a 3,0 mm e largura de 0,3 a
1,0 mm. Esses organismos podem ser encontrados
isoladamente, em pares ou em cadeias curtas, e em
sua maioria são móveis, pela presença de flagelo polar.
O autor reuniu as bactérias do gênero Aeromonas
em dois grupos, a saber: o primeiro, constituído por
bactérias imóveis e psicotróficas, ao qual pertencem
Aeromonas salmonicida; e o segundo, composto
por bactérias móveis e mesófilas, ao qual pertencem
Aeromonas hydrophila, Aeromonas caviae e
Aeromonas sobria.

Além das espécies citadas anteriormente, ou-
tras foram identificadas fenotipicamente. As imóveis
são A. media (ALLE et al.,1983) e A. salmonicida
subespécie smithia (AUSTIN et al., 1989); e as mó-
veis, A. veronii (HICKMAN-BRENNER et al.,

1987),  A. schuberrtii (HICKMAN-BRENNER
et al., 1988), A. enteropelogenes (SCHUBERT et
al., 1990a), A. ichthiosmia (SCHUBERT et al.,
1990b), A. trota (CARNAHAN et al., 1991a), A.
jandaei (CARNAHAN et al., 1991b), A.
allosaccharophila (MARTÍNEZ-MURCIA et al.,
1992), A. encheleia (ESTEVE et al., 1995).

 Conforme POPOFF (1984), a temperatura
ótima de crescimento de Aeromonas spp é de 28
ºC, embora possam multiplicar-se em extremos de
5ºC e 41ºC.

As características que podem diferenciar as
espécies de Aeromonas incluem: hidrólise da
esculina, crescimento em caldo KCN (cianeto de
potássio), utilização da L- histidina, L-arginina, L-
arabinose, fermentação da salicina, produção de gás
a partir da glicose,  e H2S (sulfeto de hidrogênio) a
partir da cisteína (VON GRAEVENITZ, 1987).

Segundo POPOFF (1984), as Aeromonas
móveis não crescem em caldo nutriente contendo
5% de NaCl. No entanto, DELAMARE et al.
(2000), ao conduzirem  estudo para  avaliar o cres-
cimento de dezesseis cepas de Aeromonas em di-
ferentes concentrações de cloreto de sódio, obser-
varam que todas as cepas de Aeromonas avalia-
das, independente da espécie, cresceram na pre-
sença de 0,34 M (molar) de NaCl, e podem ser
consideradas como halotolerantes. Doze das
dezesseis cepas (75%) foram capazes de crescer
na concentração de 0,51 M  de NaCl. Nove cres-
ceram no meio que continha 0,68 M  de NaCl, e as
espécies ATCC 49803 de A. enteropelogenes e
ATCC 49657 de A. trota foram capazes de crescer
no meio que continha 0,85 e 1,02 M  de NaCl, res-
pectivamente.

Quanto ao pH, KHARDORI & FAINSTEIN
(1988) obtiveram crescimento na faixa de 5,5 a 9,0,
entretanto observaram que a tolerância ao pH pela
Aeromonas parece variar com a temperatura de in-
cubação da cepa. PALUMBO et al. (1985b) rela-
taram que em temperatura de incubação  de 28ºC,
considerada  ótima de crescimento, Aeromonas spp
multiplicam-se bem em meios com pH variando de
6,5  a  7,2, porém, em pH 5,5, apresentam cresci-
mento retardado.

SEIDLER et al. (1980), ao realizarem um es-
tudo com o objetivo de enumerar e isolar bactérias
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do gênero Aeromonas, na água e no sedimento de
um rio situado no estado de Washington DC, Esta-
dos Unidos, observaram que a contagem de
Aeromonas foi maior no período com a temperatu-
ra da água mais elevada. A contagem máxima obti-
da foi de 4,0 x 105 UFC/g (grama) no caso do se-
dimento e 300 UFC /ml na  água.

PATHAK et al. (1988), ao investigarem a dis-
tribuição sazonal de Aeromonas hydrophila em rios
localizados na Índia, encontraram valores entre 1,1
x 103 e 1,6 x 104  UFC/100 ml, nos meses de feve-
reiro, março e abril. Esses valores foram similares
aos encontrados por HAZEN et al. (1978), que, ao
avaliarem ambientes aquáticos de água doce, en-
contraram 1,3 x 104 UFC /100 ml, verificando, tam-
bém, altas densidades em águas salinas com média
de 7,46 x 104 UFC/100 ml. KAPER et al. (1981)
confirmaram esses dados, informando terem encon-
trado uma contagem máxima de 5,0 x 105UFC/100
ml em água mais quente.

POFFÉ & BEECK (1991) encontraram  con-
centrações de Aeromonas hydrophila entre 104 e
106 UFC/ml em águas que recebiam esgotos, e uma
média de  104 UFC/ml em efluentes secundários.

LEITÃO & SILVEIRA (1991) avaliaram a
ocorrência de Aeromonas spp e Plesiomonas
shigelloides  na água, pescado e hortaliças, no es-
tado de São Paulo, em um total de 103 amostras,
compreendendo 58 de água e pescado de origem
marinha e 45 de água e peixes de origem fluvial e
hortaliças. Aeromonas spp foi confirmada em 77%
das amostras analisadas, com índices de positividade
de 100% em águas fluviais e moluscos, seguidos de
peixes de origem fluvial e crustáceos marinhos, com
86,7% e 78,9% de positividade, respectivamente.
A contagem mínima  observada de Aeromonas spp
em água de origem fluvial foi de 2,60 log UFC/ml e
a máxima de 3,61 log UFC/ml. No caso de
Aeromonas hydrophila, foram verificadas uma con-
tagem mínima de 2,34 log UFC/ml e uma máxima
de 3,27 log UFC/ml.

SUCHART et al. (1991)  avaliaram a   quali-
dade da água em viveiros contendo bagre do canal
(Ictalurus punctatus) e isolaram Aeromonas
hydrophila com contagens que variavam de 2 x 102
a 9 x 103 UFC/ ml, mas informaram que não obser-
varam problemas de doenças nos peixes.

MESQUITA et al. (1995) examinaram um to-
tal de 53 amostras de produtos de origem animal e
água de consumo provenientes da cidade de Goiânia,
para verificar a presença de Aeromonas spp. Desse
total, 14/53 (26,41%) das amostras foram positivas
para Aeromonas. Os produtos crus apresentaram
maior freqüência de contaminação e contagens re-
lativamente elevadas, e a maior foi verificada na car-
ne suína, 9,0 x 105 UFC/g. A espécie Aeromonas
hydrophlia foi a mais freqüente (57,5%), seguida
pelas espécies Aeromonas veronii (22,5%),
Aeromonas sobria (17,5%) e Aeromonas media
(2,5%). Nenhuma amostra de água de consumo,
clorada ou não-clorada, mostrou-se positiva para
Aeromonas spp.

MORAES (1994) citou que, além da água, há
relatos de que Aeromonas spp  foi isolada de pei-
xes, frutos do mar, vegetais, embalagens e alimentos
processados.

Alguns estudos comprovam a ocorrência de
variação sazonal das espécies de Aeromonas spp.
VON GRAEVENITZ & MENSCH (1968), ao re-
alizarem estudo na Suíça, verificaram que a maioria
dos casos clínicos ocorreu durante os meses de pri-
mavera e verão. KERSTERS et al. (1995) conduzi-
ram uma pesquisa na Bélgica e confirmaram a ocor-
rência de va-riação sazonal, e as maiores densida-
des de Aeromonas spp foram encontradas na água
não-clorada durante os meses de verão. BURKE et
al. (1984), na Austrália, em análise de amostras
ambientais, verificaram pouca variação sazonal quanto
à positividade para Aeromonas spp, mas com maior
ocorrência no verão.

MORAES (1994) citou que a Aeromonas spp
não é considerada um organismo de difícil cultivo,
embora seu isolamento de outros microrganismos em
uma microbiota normal de outro alimento e sua iden-
tificação sejam mais complexas.

ROSSI JÚNIOR (1998) comentou sobre a
grande preocupação que passou a ser dispensada
às bactérias do gênero Aeromonas spp, por serem
capazes de estabelecer diferentes tipos de patogenias
que acometem tanto animais como o homem. Dessa
forma, microbiologistas das áreas de alimentos,
ambiental e clínica avaliaram e desenvolveram técni-
cas e diferentes meios de cultura, que resultaram em
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grande variedade de meios  sólidos seletivos e cal-
dos de enriquecimento recomendados no isolamen-
to do microrganismo a partir de alimento, água, solo
e amostras clínicas .

PALUMBO et al. (1985a), por exemplo, de-
senvolveram o ágar amido ampicilina (AAA), em que
as colônias de Aeromonas spp se mostram bem dis-
tintas de outras espécies, pelo tamanho e pela rea-
ção de amilase. O amido é uma substância diferenci-
al, uma vez que poucas espécies bacterianas em ali-
mentos são capazes de hidrolizá-lo, e a ampicilina
(10 mg/ml) suprime grande parte da microbiota
contaminante. O AAA provou ser útil na detecção
quantitativa de Aeromonas spp em alimentos fres-
cos e vegetais (LEITÃO & SILVEIRA, 1991).

Relativamente aos caldos de enriquecimento,
existem citações na literatura que comparam a efi-
ciência da água peptonada alcalina, caldo tripticase-
soja, caldo tripticase- soja + extrato de levedura,
caldo de Rimles-Shotts modificado e, entre os ágares
de isolamento, são citados, a saber: o ágar dextrina-
ampicilina, o ágar vermelho de fenol-amido-ampicilina
já mencionado, o ágar glicogênio-peptona-extrato de
carne, o ágar Wagatsuma modificado, o ágar sangue
ampicilina, o ágar de Rimles-Shotls, o ágar Mac
Conkey, o ágar Aeromonas e o ágar seletivo para
Pseudomonas e  Aeromonas ou ágar GSP (ROSSI
JR., 1998).

SEIDLER et al. (1980) relataram que um nú-
mero significante de cepas de Aeromonas spp isola-
das em águas poluídas foi sensível a antibióticos, in-
cluindo a ampicilina.

ROSSI JR. et al. (1996), ao trabalharem ao
mesmo tempo com o ágar-dextrina-ampicilina e o
ágar vermelho de fenol-amido-ampicilina para de-
tectar a presença de Aeromonas spp, em amostras
de carne bovina, observaram melhores resultados a
partir do primeiro meio e destacaram a importância
da utilização de mais de um meio de cultura na fase
de isolamento seletivo, no sentido de melhorar a efi-
ciência da técnica. Esta recomendação já havia sido
afirmada por WALKER & BROOKS (1993).

As bactérias do gênero Aeromonas  são con-
sideradas oportunistas ao homem e aos animais
(HAVELAAR et al., 1992). A. hydrophila é consi-
derada patogênica para anfíbios (DE FIGUEIREDO
& PLUMB, 1977), aos répteis (MARCUS, 1971)
e aos peixes (HALEY et al., 1967).

A A. salmonicida  não é considerada
patogênica ao homem, mas é reconhecidamente
patogênica para uma grande variedade de peixes
(WALKER & BROOKS, 1993).

As espécies de A. hydrophila e A. sobria são
tidas como as principais patogênicas ao homem
(BUCHANAN & PALUMBO, 1985), e desem-
penha papel de importância também a espécie  A.
caviae, embora em menor escala (REINA et al.,
1991). As demais espécies são envolvidas em ca-
sos esporádicos (REINA & LOPEZ, 1996).

As Aeromonas móveis podem ser responsá-
veis no homem por gastrenterites, celulites e
bacteremias. DAVIS et al. (1978), JANDA (1991),
BURKE et al. (1984) relataram a ocorrência de
Aeromonas em casos de diarréia correlacionados
com a presença da bactéria na água de beber.

Nesse sentido, o presente trabalho teve por
objetivo comparar a eficiência de três diferentes
sanitizantes, a saber: óxido de cálcio (CaO),
formaldeído e  biguanida polimérica, em viveiros de
piscicultura, através da enumeração das bactérias
do gênero Aeromonas, monitorando-se também o
estado sanitário dos animais nos diferentes tratamen-
tos.

MATERIAL E MÉTODOS

Animais e instalações

O presente experimento foi desenvolvido no
Setor de Piscicultura do Departamento de Produ-
ção Animal da Escola de Veterinária da Universida-
de Federal de Goiás, no período de outubro de 1999
até o início de março de 2000, num total de 124
dias. Foram utilizados 804  alevinos de pacu
(Piaractus mesopotamicus), distribuídos em doze
viveiros, cada um com 67 peixes. Os doze viveiros,
medindo 9 x 5, ou seja, 45 m², foram adequados ao
tipo de criação intensiva em viveiros.

Os viveiros que foram utilizados no experi-
mento passaram por uma   padronização corres-
pondente ao período de cinco meses que antecedeu
ao início da pesquisa, ou seja, foram  preparados
sem receber qualquer sanitizante e povoados com a
mesma espécie de peixe, a tilápia nilótica
(Oreochromis niloticus). Os viveiros foram drena-
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dos na mesma época, visando à manutenção das
mesmas condições e uniformidade.

Ao chegar o momento da instalação do ex-
perimento, os doze viveiros permaneceram vazios
por sete dias. Logo após a drenagem, ainda úmi-
dos, depois de efetuado o sorteio, foram tratados
com os respectivos sanitizantes em toda área do fun-
do e paredes, nas proporções indicadas para cada
tratamento. O óxido de cálcio (CaO) foi espalhado
manualmente, utilizando-se, para isso, luvas e más-
cara  apropriadas. Procurou-se cobrir toda área do
viveiro. O formaldeído e a biguanida polimérica fo-
ram diluídos em quantidades adequadas para 20 L
e pulverizados com bomba costal, tomando-se o
cuidado de cobrir adequadamente toda área do vi-
veiro.

Cinco dias antes de os viveiros serem povoa-
dos, após a sanificação, adotou-se o manejo roti-
neiro, que consistiu em espalhar calcário agrícola no
interior de cada viveiro na proporção de 100 g/m² e
na  adubação orgânica com esterco de aves na pro-
porção de 200 g/m². Decorrido o período de cinco
dias após a realização da calagem e adubação, os
viveiros foram povoados.

Foi colocado nas proximidades dos viveiros
um pluviômetro, com o objetivo de medir a quanti-
dade de chuva ocorrida durante o vazio sanitário.

Análises laboratoriais

Para a realização das análises laboratoriais,
foram colhidas duas amostras de sedimento do fun-
do dos viveiros: a primeira no início do experimento
(dia zero), antes da aplicação dos tratamentos, e a
segunda oito dias após o início do experimento, com
os viveiros ainda vazios.

As amostras de água foram colhidas mensal-
mente, resultando em um total de cinco colheitas e
quinze amostras por tratamento testado.

Colheita das amostras

Para a colheita de amostras, tanto de sedi-
mento quanto da água, os viveiros foram divididos
visualmente em quatro quadrantes (1,2,3,4) e antes
de cada procedimento foi realizado um sorteio para
determinação do quadrante em que a colheita seria
realizada.

O sedimento foi colhido em um frasco de plás-
tico, devidamente esterilizado e obedecendo aos cui-
dados de assepsia. Após serem colhidas as amos-
tras, elas foram transportadas ao laboratório do Cen-
tro de Pesquisa em Alimentos da Universidade Fe-
deral de Goiás,  sob refrigeração, em caixa isotérmica
e com gelo e, em seguida, processadas.

A água foi colhida em balões de 250ml, este-
rilizados, os quais eram rapidamente mergulhados com
a boca para baixo a cerca de 15 a 30 cm abaixo da
superfície da água, para evitar a introdução de
contaminantes superficiais. Logo após, o balão era
inclinado lentamente para cima, para permitir a saída
do ar e conseqüentemente a entrada de água. Após
a retirada do balão do corpo de água, era despreza-
da uma porção da amostra, de aproximadamente 50
ml, em que se deixou um espaço vazio para permitir
uma boa homogeneização antes do início da análise.

Preparo das amostras e suas diluições

Para as análises do sedimento, 10 g da amos-
tra foram homogeneizados, em 90 ml de água
peptonada tamponada a 1% esterilizada. A partir da
diluição inicial a 10-1, foi preparada uma série de di-
luições decimais até 10-4, utilizando-se da água
peptonada a 0,1%.

Para análise da água dos viveiros, após
homogeneização manual, procedeu-se ao preparo
das diluições, iniciando-se com 1 ml da amostra que
foi pipetado, assepticamente, e transferido para um
tubo que continha 9ml de água peptonada a 0,1%,
obtendo-se assim a diluição 10-1. Uma alíquota de
1ml da diluição 10-1, após homogeneização, foi to-
mada e transferida para tubo de ensaio com 9ml do
mesmo diluente, obtendo-se, dessa forma, a diluição
10-2, e assim sucessivamente, até 10-4 (MÉTODOS
DE ANÁLISE MICROBIOLÓGICAS PARA ALI-
MENTOS, 1999).

Contagem e identificação de Aeromonas spp

Semeadura incial das amostras

Na superfície do ágar amido ampicilina -AAA
(PALUMBO et al.,1985a, MAJEED et al., 1990),
foi depositado um inóculo de 0,1 ml de cada dilui-
ção, que era, em seguida, espraiado por toda a su-
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perfície do meio com o auxílio de um bastão na for-
ma da letra L, partindo-se sempre da maior diluição.
A partir da terceira colheita, foi introduzido, para re-
alização dessa etapa, também o ágar GSP, e, a partir
da quarta colheita,  o ágar TSA (ágar tripticase –
soja ), totalizando a utilização de três meios nessa
etapa. A solução de ampicilina foi adicionada aos
meios utilizados até a terceira colheita, e retirada nas
demais, por ter sido observada certa inibição e, con-
seqüentemente, pouco crescimento. As placas  após
a semeadura e absorção do inóculo foram incuba-
das a 25ºC, por 48 horas.

Contagem e identificação das colônias suspeitas

A contagem das unidades formadoras de co-
lônias foi realizada em contador tipo Quebec e con-
tadas todas as UFCs suspeitas que cresciam, uma
vez que estavam crescendo poucas. Por causa da
produção de amilase, as colônias suspeitas no AAA
mostram-se de cor amarela com halo claro ao redor
da colônia. No ágar GSP, eram consideradas  sus-
peitas as colônias de coloração amarela, e no ágar
TSA, as colônias de coloração bege-escura, brilhan-
tes, com uma pequena elevação no centro. De cada
placa de contagem, foram pescadas até cinco UFCs
suspeitas, para serem submetidas à confirmação,
através do perfil bioquímico compatível com as es-
pécies de Aeromonas.

As colônias consideradas suspeitas foram
semeadas em placas com ágar TSA e incubadas a
25°C por 48 horas. Após o período de incubação,
foram realizados o teste do hidróxido de potássio e
esfregaços corados pelo método de Gram  (BARON
et al., 1994). As culturas que se apresentavam na
forma de bastonetes retos ou curvos, aos pares, iso-
lados ou em cadeias curtas e Gram-negativas conti-
nuavam sendo consideradas suspeitas.

Teste do hidróxido de potássio (BARON
et al., 1994). Com o auxílio de uma alça de níquel-
cromo, pescou-se uma pequena porção de colônia
pura e suspendeu-a em uma solução de hidróxido
de potássio a 3% sobre uma lâmina de microscopia
devidamente limpa e desengordurada. A cultura foi
considerada  Gram-negativa quando apresentou
emulsificado viscoso/gelatinoso e Gram-positiva

quando o emulsificado não apresentou viscosidade/
filamento.

Nessa fase também foram realizadas as pro-
vas de oxidase e catalase.

Prova da oxidase (MAC FADDIN, 1976).
Para a realização dessa prova, foram realizados
esfregaços da cultura, com o auxílio de um palito de
madeira, em tira comercial de citrocomo-oxidase,1

adquirida pronta para uso. Foram consideradas po-
sitivas as culturas cujos esfregaços tornavam-se de
coloração arroxeada em alguns segundos.

Prova da catalase (MAC FADDIN, 1976).
Com o auxílio de uma alça de níquel-cromo, foram
realizados esfregaços das culturas na superfície de
lâminas de vidro limpas e desengorduradas. Em se-
guida, foi adicionada uma gota de água oxigenada a
10 volumes,  e o imediato desprendimento de gás
indicou teste positivo.

Após a realização dessas provas, as colônias
consideradas sugestivas de Aeromonas  foram
repicadas em ágar tríplice-açúcar-ferro (TSI)
(SAAD et al., 1995) e em ágar motilidade, e ambos
incubados a 25º C por 48 horas.

Prova de motilidade (MAC FADDIN,
1976). Para a realização dessa prova, as culturas
foram inoculadas, por picada profunda, em frascos
de penincilina com ágar semi-sólido para teste de
motilidade. Consideravam-se móveis as culturas que
apresentavam crescimento em toda a extensão do
frasco em que ocorreria turvação do meio.

Comportamento no TSI – Triplice Sugar
Iron (SAAD et al., 1995). Com o auxílio de um agu-
lha de níquel-cromo, as culturas foram inoculadas
por picada até próximo do fundo dos tubos que con-
tinham o ágar TSI. Consideravam-se culturas sus-
peitas de Aeromonas quando se observou reação
ácida tanto na base quanto no bisel ou reação ácida
na base e alcalina no bisel, com ou sem formação de
gás.

As culturas que apresentavam o comporta-
mento no ágar TSI citado acima, e que eram oxidase
e catalase positivas, foram consideradas como de
Aeromonas spp, e foram novamente repicadas em
tubos de ensaio contendo ágar tripticase-soja, incu-
badas a 25ºC por 24 horas, e logo em seguida sub-

1. Bactident-Oxidase, Merck
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metidas às provas bioquímicas para caracterização
das espécies.

Caracterização da espécies de Aeromonas

A caracterização das espécies foi realizada
seguindo o esquema proposto por POPOFF (1984),
acrescido de algumas outras provas recomendadas
por BUCHANAN & PALUMBO (1985) e
ABEYTA JÚNIOR et al. (1990), compreendendo:
produção do indol; hidrólise da esculina e da arginina;
descarboxilação da lisina e ornitina; fermentação do
inositol, da salicina, da sacarose, do manitol e da
arabinose; produção de acetoína a partir de glicose
(VP); crescimento em caldo nutriente a 25ºC con-
tendo 0%, 3% e 6% de cloreto de sódio e redução
do nitrato a nitrito.

Exame dos peixes

O exame dos peixes foi realizado mensalmente
no mesmo dia das biometrias, e foi colhido um peixe
de cada tanque, num total de três amostras por tra-
tamento. Os animais eram mantidos vivos na água,
até o momento de serem encaminhados para o la-
boratório, onde eram realizados o exame clínico, os
raspados de pele e brânquias, através do exame di-
reto em microscopia de contraste de fase e a
necrópsia.

Analises estatísticas

Para a avaliação dos sanitizantes, através das
análises bacteriológicas, em amostras de sedimento
do fundo dos viveiros, foi utilizado o delineamento
inteiramente casualizado, para cada período de
amostragem, com quatro tratamentos e três repeti-
ções. Os tratamentos foram assim constituídos: T1
= testemunha, viveiro sem sanitização; T2 =
sanitização  com óxido de cálcio (CaO), na propor-
ção de 100 g/m²;  T3 = sanitização com formaldeído
a 5%; T4 = sanitização com biguanida polimérica a
1%.

Para a contagem de bactérias do gênero
Aeromonas, em amostras de água, foi utilizado o

delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 4 (meios de cultura x sanitizantes), no
período 1 de amostragem, e 3 x 4 nos períodos 2, 3,
4 e 5.

Os resultados do experimento referentes a
desempenho produtivo dos peixes foram submeti-
dos à análise de variância e teste de comparação de
médias (Tukey a 5%), conforme procedimentos do
programa computacional ESTAT [s.d.]. Os valores
numéricos da contagem Aeromonas spp passaram
por transformação radicial. As transformações pro-
piciaram uma maior homogeneidade entre as
variâncias (SAMPAIO, 1998). Após as transforma-
ções, os valores foram submetidos à análise de
variância e teste de comparação de médias (Tukey a
5%), conforme procedimentos do programa
computacional ESTAT [s.d.].

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Análises laboratoriais do sedimento do fundo dos
viveiros

Analisando-se a Tabela 1, observa-se que,
com relação aos valores médios referentes à conta-
gem de bactérias do gênero Aeromonas, nos dois
períodos (antes e após a sanitização), verificou-se
uma grande variação nos valores, que oscilaram  en-
tre 1,33x102  UFC/g  e 3,30x103  UFC/g  no período
1, e  6,03x102  UFC/g   e  1,88x103  UFC/g no perío-
do 2. Esses valores estão abaixo dos encontrados
por Seidler et al. (1980), que obtiveram em amos-
tras de  sedimento de um rio contagens de 4,5x105

UFC/g.
Verifica-se que em alguns tratamentos (Tabela

2) os valores médios encontrados no período 2  fo-
ram maiores que os obtidos no período 1. Isso pode
ser explicado em parte pelo fato de a contagem de
microrganismos ser considerada um tipo de variável
muito instável, e ser influenciada por certos fatores,
como a chuva, que comprovadamente ocorreu no
intervalo entre o período 1 e o período 2.
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TABELA 2.  Análise de variância e valores médios obtidos
para Aeromonas spp (UFC/g) em amostras de sedimento do
fundo dos viveiros no período 1 (antes da sanitização) e no
período 2 (depois da sanitização)  em Goiânia, GO.

                 Período 1 (antes da sanitização)

Variáveis

Tratamentos Aeromonas

Testemunha 3,30x103 a
Óxido de cálcio 8,33x102 a
Formaldeído 8,66x102 a
Biguanida polimérica 1,33x102 a

Valores de F 1,26 NS

C.V. (%) 97,08

                Perído 2 ( depois da sanitização)

Testemunha 9,76x102 a
Óxido de cálcio 1,88x103 a
Formaldeído 6,03x102 a
Biguanida polimérica 9,06x102 a

Valores de F 0,82 NS

C.V. (%) 41,57

NS – não significativo (P>0,05); C.V. = Coeficiente de variação;  (1)

– não houve variação entre dados individuais.
Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, não diferem entre si
pelo teste de Tukey (P>0,05)

Análises bacteriológicas da água dos viveiros

A Tabela 2 contém os resultados da análise de
variância e os valores médios das contagens de
Aeromonas spp realizadas em ágar AAA, GSP e
TSA nos cinco períodos. Observa-se que no período
1 não houve diferença significativa (P>0,05) entre
os tratamentos testados. No entanto, no período 2,
observou-se diferença significativa entre os meios de
cultura utilizados, em que apresentaram melhor
desempenho os ágares TSA, seguidos do AAA, e
entre os sanitizantes com melhor eficácia da biguanida
polimérica, que segundo Informe Técnico [s.d.] possui

uma rápida ação bactericida, independente das
condições oferecidas, notadamente contra bactérias
Gram-negativas, a Aeromonas. Nos períodos 3, 4
e 5 foi verificada diferença significativa em relação
aos meios de cultura utilizados com melhor
desempenho, no período 3 do ágar TSA, e nos
períodos 4 e 5 dos ágares  TSA e do AAA, mas
não houve diferença em relação aos sanitizantes
avaliados.

Analisando-se os valores médios para conta-
gem de Aeromonas spp expressos na Tabela 3,
verifica-se uma grande variação, que também foi
detectada em trabalhos de outros autores como
PATHAK et al. (1988), que em amostras de água
de rios encontraram valores entre 1,1 x 103  e 1,6 x
104 UFC/100ml, e de SUCHART et al. (1991), que
em água de viveiros com peixes encontraram conta-
gens que variaram de 2,0 x 102  a 9,0x103 UFC/ml.
As contagens obtidas neste estudo inferiores a 103

UFC/ml se assemelham às encontradas pelos auto-
res antes citados, entretanto estão abaixo das médi-
as  encontradas por POFFÉ & BEEK (1991), que
em águas que recebiam esgotos verificaram valores
entre 104  e 106  UFC/ml.

Com relação aos valores das contagens de
Aeromonas spp em ágar GSP (Tabela 3), nota-se
que, no geral, os valores podem ser considerados
menores que aqueles obtidos em que se emprega-
ram os ágares  AAA e TSA. Isso ocorreu, prova-
velmente, pela alta seletividade do ágar GSP e pelo
baixo crescimento bacteriano de Aeromonas spp,
embora NEVES et al. (1990) o tivessem utilizado e
obtido bons resultados.

Com relação às análises bacteriológicas, é
importante ressaltar que alguns fatores podem ter
influenciado na eficácia dos sanitizantes, como por
exemplo a chuva que ocorreu  nos três dias seguin-
tes à aplicação dos tratamentos, com índices
pluviomêtricos de 12mm, 62mm e 19mm, respecti-
vamente. Soma-se a isso a grande quantidade de
matéria orgânica encontrada no fundo dos viveiros.
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TABELA 3.  Análise de variância e valores médios para contagem de Aeromonas (UFC/ml) realizada nos ágares AAA, GSP
e TSA em amostras de água dos viveiros nos quatro tratamentos por cinco períodos em Goiânia, GO.

                                         Valores de F para Aeromonas

Causas de variação Período 1(1) Período 2 (2)  Período 3 (3) Período 4 (4) Período 5 (5)

Meios de cultura (M) 3,46 NS   8,60 **    9,45 **   6,53 **   9,73 **
Sanitizantes (S) 2,67 NS   3,53 *    0,01 NS   1,29 NS   1,14 NS

Interação MxS 0,40 NS    1,55 NS    0,61 NS   0,62 NS   0,62 NS

C.V. (%)   66,67 47,75  71,22 50,64 73,71

Médias

Meios de cultura

AAA  2,72x102  a 1,26x102  a 1,75x102  b 5,17x102  a 6,48x102  a
GSP  1,50x102  a 3,08x101  b 6,05x101  b 1,47x102  b 2,25x101  b
TSA - 1,63x102  a 7,64x102  a 5,69x102  a 8,62x102  a

Sanitizantes

Testemunha 2,16x102  a 3,47x102  a 3,00x102  a 2,73x102  a 2,75x102  a
Óxido de cálcio 1,25x102  a 1,34x102  ab 2,24x102  a 3,93x102  a 2,20x102  a
Formaldeído 3,86x102  a 1,36x102  ab 5,52x102  a 2,58x102  a 8,73x102  a
Biguanida polimérica 1,16x102  a 1,21x102  b 2,55x102  a 7,45x102  a 6,75x102  a

NS – Não significativo (P>0,05); * P<0,05; ** P<0,01; C.V. = Coeficiente de variação;  (1) – mesmo dia do povoamento com os peixes;
(2)  30 dias após o povoamento; (3) 60 dias após o povoamento; (4) 90 dias após o povoamento; (5)  120 dias após o povoamento.
Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, não diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Espécies isoladas de Aeromonas

Das 21 amostras analisadas – seis de sedi-
mento e quinze de água – com o emprego do méto-
do do plaqueamento direto em ágar AAA, obser-
vou-se  que 90,47% (19/21) das amostras colhidas
em viveiros de três tratamentos (testemunha, com
óxido de cálcio e formaldeído) foram positivas para
Aeromonas spp. Uma porcentagem menor, 80,95%
(17/21) das amostras do tratamento com biguanida
polimérica, também foi positiva para Aeromonas
spp, embora nesse tratamento uma das repetições
tenha ficado prejudicada, por causa de acidente de
laboratório. A detecção desses microrganismos na
água e no sedimento do fundo dos viveiros já era
esperada, uma vez que eles fazem parte da
microbiota normal dos rios, podendo até se multi-
plicar em condições ambientais adequadas
(SCHUBERT, 1975).

Do total de 15 amostras de água analisadas
pelo método de plaqueamento direto em ágar seleti-
vo GSP, 73,33% (11/15) das originárias dos trata-
mentos-testemunha e óxido de cálcio foram positi-
vas para Aeromonas spp; 60% (9/15) do tratamen-
to com formaldeído e 80% (12/15) do tratamento
com biguanida polimérica  também foram positivas
para esse gênero bacteriano.

Das 12 amostras de água analisadas empre-
gando-se o método de plaqueamento seletivo em ágar
TSA com extrato de levedura, 100% (12/12) das
originárias dos tratamentos-testemunha e óxido de
cálcio e 91,66% (11/12) dos tratamentos com
formaldeído e biguanida polimérica foram positivas
para Aeromonas spp.

As Tabelas 4, 5 e 6 apresentam os valores
expressos em porcentagem de amostras positivas
para Aeromonas spp, bem como as espécies isola-
das, em função dos ágares AAA, GSP e TSA, e dos
tratamentos testados.
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TABELA 4.  Freqüência de amostras positivas para Aeromonas spp e espécies isoladas em ágar AAA, considerando-se os
quatro tratamentos e 21 amostras por tratamento – seis de sedimento e quinze de água, no período de outubro de 1999 a
março de 2000, em Goiânia, GO.

                                                                     Tratamentos

Porcentagem de positividade
para Aeromonas spp Testemunha Óxido de cálcio Formaldeído Biguanida

polimérica

A. caviae    1(5,26)             - 3(15,80) -
A. hydrophila    n (%)    1(5,26)   1(5,26) 4(21,05) -
A. sobria   n (%) 11(57,90) 13(68,42) 11(57,90) 10(58,82)
A. sobria, A. hydrophila   n (%)    1(5,26) - 1(5,26)   1(5,88)
A. sobria, A. caviae n (%)    3(15,80) - -   3(17,65)
A.hydrophila, A. caviae  n (%)    1(5,26) 3(15,8) -   1(5,88)
A.sobria, Aeromonas spp n (%)    1(5,26) - -   1(5,88)
A.sobria,A.schubertii,A. Hydrophila  n (%)          - 1(5,26) -         -
A. sobria, A. schubertii n (%)          - 1(5,26) -         -
Aeromonas spp, A. schubertii,
A. Hydrophila  n (%)          - - -   1(5,88)

n = número; % = porcentagem ;UFC/ml= unidade formadora de colônia por grama nas duas primeiras colheitas e por ml nas demais.

Na Tabela 4, observa-se que em todos trata-
mentos a espécie mais freqüente foi a Aeromonas
sobria: testemunha 11 (57,90%), óxido de cálcio 13
(68,42%), formaldeído 11 (57,90%) e biguanida

polimérica 10 (58,82%), isto sem considerar os iso-
lamentos simultâneos com outras espécies. A segunda
espécie mais isolada e identificada foi a Aeromonas
hidrophila, seguida pela Aeromonas caviae.

Comportamento semelhante em relação às fre-
qüências de isolamento pode também ser observa-
do nas Tabelas 5 e 6, mas torna-se importante res-
saltar que o isolamento da Aeromonas sobria mos-

trou-se mais freqüente a partir da terceira colheita,
momento em que a  ampicilina foi retirada dos mei-
os de cultura utilizados no plaqueamento seletivo.

TABELA 5.  Freqüência de amostras de água positivas para Aeromonas spp e espécies isoladas em GSP, considerando-se
os quatro tratamentos e 15 amostras por tratamento, no período de novembro de 1999 a março de 2000, em Goiânia, GO.

                                                             Tratamentos

Porcentagem de positividade Testemunha Óxido de cálcio Formaldeído Biguanida
para Aeromonas spp polimérica

A.caviae            n (%) - - - -
A.  hydrophila    n (%) -  1(9,09) 1(11,11) -
A.  sobria           n (%) 8(72,72) 7(63,64) 4(44,44) 8(66,66)
A. sobria, A. hydrophila   n (%) -  1(9,09) 1(11,11) 2(16,66)
A. sobria, A.  caviae n (%)  1(9,09) - 1(11,11) -
A. hydrophila,A. caviae  n (%)  1(9,09) - 2(22,22)  1(8,34)
A.hydrophila, Aeromonas spp n(%) - - -  1(8,34)
A.sobria,A.schubertii, A. caviae  n(%)   1(9,09) - - -
A. sobria, Aeromonas spp n (%) -   1(9,09) - -
Aeromonas spp  n (%) -   1(9,09) - -

n = número; % =  porcentagem: UFC/ml= unidade formadora de colônia por ml.
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TABELA 6.  Freqüência de amostras de água positivas para Aeromonas spp e espécies isoladas em TSA, considerando-se
os quatro tratamentos e 12 amostras por tratamento, no período de dezembro de 1999 a março de 2000, em Goiânia, GO.

                                                 Tratamentos

Porcentagem de positividade Testemunha Óxido de cálcio Formaldeído Biguanida
para  Aeromonas spp polimérica

A. caviae n (%) - - - -
A. hydrophila    n (%)  1(8,33) - - 1(9,09)
A. sobria           n (%) 9(75,00) 12 (100) 8(72,73) 5(45,45)
A. sobria, A.hydrophila   n (%)  1(8,33) - 1(9,09) -
A. sobria, A. caviae n (%) - - 1(9,09) 1(9,09)
A.hydrophila, A. caviae  n (%) - - - -
A.sobria, A. caviae, Aeromonas spp n (%) - - - -
A. sobria,A. schubertii  n (%)  1(8,33) - 1(9,09) 3(27,27)
Aeromonas spp  n (%) - - - 1(9,09)

n = número; % = porcentagem: UFC/ml= unidade formadora de colônia por ml.

O emprego de mais de um meio de cultura na
fase de plaqueamento seletivo seguiu recomenda-
ção de ROSSI JÚNIOR et al. (1996), no sentido
de melhorar a eficiência da técnica. Entretanto, esta
recomendação já havia sido feita por WALKER &
BROOKS (1993), o que foi confirmado no presen-
te estudo, pelo melhor desempenho dos ágares TSA,
seguido do AAA.

O ágar TSA foi incluído no protocolo desta
pesquisa,  embora não seja considerado de eleição
no plaqueamento seletivo para Aeromonas spp. No
entanto, o caldo TSA tem sido muito utilizado na
fase de enriquecimento para Aeromonas spp e mos-
trado comprovada eficiência (ABEYTA JR. et al.
1990).

A ampicilina é um componente do ágar im-
portante por aumentar a seletividade do meio, visto
que a maioria das espécies de Aeromonas spp é
geralmente resistente ao antibiótico. No entanto, o
seu uso neste estudo foi suprimido a partir da tercei-
ra colheita com a finalidade de promover melhor
crescimento bacteriano, que se mostrou reduzido em
amostras de água. A supressão do antibiótico pro-
porcionou um incremento no número de unidades
formadoras de colônias e no isolamento de
Aeromonas sobria, o que, provavelmente, pode ser
explicado pelo fato de a ampicilina e a penincilina
inibirem o crescimento desta espécie.

PALUMBO et al. (1985a), utilizando o méto-
do de plaqueamento direto com ágar amido-
ampicilina, confirmaram como sendo Aeromonas spp
80% das colônias suspeitas e isoladas, a partir do
exame de diferentes amostras provenientes de ambi-
ente aquático. LEITÃO & SILVEIRA (1991) en-
contraram uma positividade de 77% para Aeromonas
spp, ao usarem o mesmo método de análise em dife-
rentes tipos de amostra: água e pescado de origem
marinha, e água e peixes de rios e hortaliças. No
entanto, estes autores observaram maior freqüência
da espécie Aeromonas hydrophila, em discordância
com os resultados obtidos neste estudo. Mas, de
acordo com TURNBULL et al. (1984), ARAÚJO
et al. (1991), a Aeromonas caviae é a espécie mais
encontrada em água doce. Mas MATTÉ et al. (1995),
ao analisarem 64 amostras de água de superfície e
24 de sedimento da Represa de Guarapiranga em
São Paulo, verificaram que em 76,6% das amostras
foi isolada Aeromonas jandaei, 43,7% Aeromonas
sobria, 31,2% Aeromonas caviae, 18,7%
Aeromonas hydrophila. Isso permite inferir que di-
ferentes espécies de Aeromonas spp podem estar
presentes nos ambientes aquáticos e que cada ambi-
ente apresenta características distintas que podem
influenciar nos resultados.

Observou-se também, neste estudo, o isola-
mento de Aeromonas schubertii, uma espécie
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patogênica para o homem, que não havia sido isola-
da anteriormente de ambiente aquático. Estabelece-
se, assim, um elo epidemiológico do microrganismo,
que até então era encontrado apenas em materiais
extra-intestinais, como sangue (bacteremia) e pele
(feridas e celulite) (HICKMAN-BRENNER et al.,
1988).

Exame dos peixes

Através do exame clínico realizado nos pei-
xes, não foi detectada nenhuma alteração de rele-
vância que evidenciasse a presença de enfermidade,
a não ser na última análise, em que um dos exempla-
res provenientes do viveiro 10, repetição do trata-
mento-testemunha, apresentou um maior número de
parasitas detectados, via exame direto em
microscopia de contraste de fase. Embora não te-
nham sido observadas alterações de comportamen-
to nesse viveiro até a realização da última biometria,
os peixes examinados tinham bom aspecto externo e
nenhuma anormalidade visível ao serem
necropsiados.

CONCLUSÕES

Nas condições experimentais do presente es-
tudo, os resultados obtidos permitem concluir que:

– os três sanitizantes avaliados  diferiram esta-
tisticamente entre si a 5% de probablidade, em rela-
ção à contagem de bactérias do gênero Aeromonas,
na água. Recomenda-se que pesquisas subseqüen-
tes sejam realizadas, com testes dos mesmos
sanitizantes em dosagens diferentes.

– o  monitoramento sanitário mostrou que a
presença do agente patogênico nos peixes cultiva-
dos não significou necessariamente o aparecimento
de doença, uma vez que esses microrganismos têm
seu hábitat natural no sistema aquático.
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