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ECOTOXICIDADE E EFICACIA DE SANITIZANTE NA REDUC;AO DE
Aeromonas hydrophila NA AGUA DE CULTIVO E PELE DE
Oreochromus niloticus

RESUMO — O objetivo do estudo foi determinar a toxicidade aguda do sanitizante
(composto por glutaraldeido e cloreto de dimetil cocobenzil amoénio) para tilapias
(Oreochromis niloticus) e verificar a eficacia do produto utilizado na reducdo da
populacdo de bactérias do género Aeromonas presentes na pele dos peixes e na agua
de criacdo por contaminacdo experimental. Para os testes de toxicidade aguda, os
animais foram expostos a 0,01, 0,02, 0,03 e 0,04 mL.L™ e um grupo controle. O produto
foi classificado pela toxicidade aguda e pelo risco ambiental de acordo com as classes
de valores da CL50;48 horas. Foram realizados testes de ajuste de dose do produto e
determinacao do limite de tempo de exposicdo em condi¢cdes de campo. Para o teste de
eficacia os peixes foram expostos a trés concentracdes do produto (0,01; 0,02 e 0,03
mL.L™ ) e um grupo testemunha nos seguintes tempos de exposicéo: zero, 20, 40 e 60
minutos. Amostras de agua e pele dos animais foram coletadas ao final de cada tempo
de exposicao e submetidas as analises microbiolégicas. A CL50;48h do produto foi de
0,02 mL.L" e esta dose apresenta baixo risco de intoxicacdo ambiental para a tilapia
(O.niloticus). A utilizagdo do produto como sanitizante de peixes foi mais eficaz na
reducdo da populacdo de A. hydrophila da pele do peixe do que na agua de criacao e
quando utilizado na concentracdo 0,03 mL.L™* ou 0,02 mL.L" por 60 minutos de

exposicdo reduziu quase 1,5 log UFC.mL™ na pele dos peixes

Palavras-chave: microbiologia; peixes de cultivo; bactérias.



ECOTOXICITY AND EFFECTIVENESS OF SANITIZER IN REDUCING POPULATION
OF Aeromonas hydrophila PRESENT ON THE SKIN AND IN THE WATER
CULTURE OF Oreochromis niloticus

SUMMARY - The aim of this study was determined to assess the acute toxicity of a
sanitizer based on glutaraldehyde and cocobenzil dimethyl ammonium chloride
compounds for tilapia (Oreochromis niloticus) and verify the effectiveness of the product
used in the fish farm water on the reduction of the bacteria population of Aeromonas
hydrophila presents on the skin of fish by experimental contamination. For acute toxicity
tests, the animals were exposed to 0.01, 0.02, 0.03 and 0.04 mL.L™" of the tested
product and a control group. The product was classified according the acute toxicity and
the assessment risk classes. Tests were performed for dose adjustment of the product
and determining the limit of exposure time under field conditions for fish weighing
between 25 and 60 g and 150 and 200 g. This dose adjustment was based on checking
the signs of intoxication of the animals during the exposure time to the product. To the
effectiveness test, fish were exposed to three concentrations of the product (0.01, 0.02
and 0.03 mL.L-1) and a control group (without administration of the product) in the
following exposure times: zero, 20, 40 and 60 minutes. Water and skin samples were
collected at the end of each exposure time and subjected to microbiological analysis.
The LC50;48h estimated of the product was 0.02 mL.L™ and it has been classified as
extremely toxic and has a low risk of environmental poisoning tilapia (O.niloticus) when
its concentrations is used. The use of concentrations 0.01, 0.02 and 0.03 mL.L™ for 60
minutes of exposure is considered safe for tilapia, regardless of the fish size. The use of
this product as a fish sanitizer was more effective in reducing the population of A.
hydrophila on the skin of the fish than in water when used in the water. The
concentration 0.03 mL.L-1 or 0.02 mL.L™ for 60 minutes of exposure reduced by almost
1.5 log UFC.mL™ in skin of fish.

Keywords: microbiology; fish, glutaraldehyde.



1. INTRODUCAO

O Brasil é um pais com grande potencial para a producdo de pescados e a
piscicultura brasileira tem apresentado intensificacdo na producédo nos ultimos anos,
sendo a tilapia (Oreochromis niloticus) uma das principais espécies cultivadas.

A rapida expansao e intensificacdo da producdo de pescados tém contribuido
para a instalacdo e a proliferacdo de agentes patogénicos nos diferentes estagios da
cadeia produtiva. Sem o controle apropriado, estes agentes, dentre eles principalmente
as bactérias, podem afetar diretamente a qualidade sensorial, seguranca e a vida util de
pescados e seus derivados (KOLODZIEJSKA et al., 2002).

Além de contribuirem para a deterioracdo do produto final e do risco a saude
publica, estes microrganismos, em condi¢cbes adequadas, desencadeiam doencas nos
peixes e geram impactos econdmicos negativos para a cadeia produtiva.

Neste contexto, as bactérias do género Aeromonas assumem grande
importancia, muitas vezes aparecendo como agente primario causador de lesdes
ulcerativas e septicemia hemorragica em peixes de agua doce (GHENGHESH et al.,
2001; SOUZA & SILVA-SOUZA, 2001; SAHA & PAL, 2002), acarretando perdas na
producdo e na qualidade do pescado (VIVEKANANDHAN et al., 2002; RADU et al.,
2003).

Algumas espécies de Aeromonas tém sido associadas a doencas em seres
humanos, sendo classificadas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2003)
como patdégenos veiculados pela agua e por alimentos contaminados, de interesse
emergente a saude publica (HEUZENROEDER et al., 1999; MARTINS et al., 2002).

Assim, os frigorificos, pesqueiros e pisciculturas podem receber peixes com uma
alta carga de patdgenos, especialmente bactérias, que contribuem para o aumento do
risco de infec¢cbes de origem alimentar e diminuicdo do tempo de vida util deste
produto. Isso se deve a varios fatores, entre eles a contaminagcdo da agua de criacao

dos peixes.



As bactérias A. hydrophila por estarem presentes naturalmente na superficie dos
peixes e na agua de criacdo, em determinadas condicdes como estresse dos animais,
causado, por exemplo, por adensamento durante o transporte ou manuseio
inadequado, podem se multiplicar causando doenga nos animais e, consequentemente,
riscos a saude publica.

Portanto, a presenca de diversas bactérias patogénicas, tanto para a saude dos
peixes, quanto para a saude humana, nos sistemas de producdo sugerem a
necessidade de um controle sanitério rigido desse agente.

Algumas empresas tém atuado na interface da bioseguranga no momento da
recepcdo dos peixes nos diferentes segmentos da cadeia produtiva. Porém, os
produtos e insumos quimicos (sanitizantes) presentes no mercado nao sao utilizados de
forma direta nos animais. Assim, o desenvolvimento de um produto que possa ser
utilizado como banho sanitizante dos peixes no momento da transferéncia entre os
entrepostos seria fundamental para o aumento da bioseguranca na aquicultura
brasileira, pois contribuiria para uma diminuicho da carga de microrganismos
patogénicos, favorecendo a aclimatacédo dos peixes ao novo ambiente e, até mesmo na
diminuigdo da contaminagdo no momento do abate.

O desenvolvimento de um produto para ser utilizado na aquicultura envolve
muitos estudos preliminares, uma vez que, o produto serd utilizado diretamente no
ambiente aquatico.

Primeiramente, sdo necessarios estudos sobre a toxicidade inerente do produto
para 0S organismos aquaticos com ensaios de toxicidade aguda. A realizacdo de
ensaios de ajuste de dose e tempo de exposi¢cdo ao produto é importante para definir a
dose a ser utilizada a campo e para a determinacdo do risco ambiental que este
produto causa para 0s animais expostos. Uma vez determinada a faixa de
concentracéo segura do produto para ser utilizada nos animais, ou seja, que ndo causa
efeito de intoxicacdo nos organismos, é possivel a realizacdo de estudos sobre a

eficacia do produto no objetivo que se deseja utiliza-lo.



OBJETIVOS

Os obijetivos deste trabalho foram:

)

Determinar a toxicidade aguda (CL50;48h) e o risco ambiental do
sanitizante composto por glutaraldeido + cloreto de dimetil cocobenzil
amonio para tilapias (Oreochromis niloticus);

Verificar a eficacia do sanitizante utilizado na agua de criacao de tilapias
na reducéo da populacdo de Aeromonas hydrophila presentes na pele dos

peixes e na 4gua de criacao, por contaminacao experimental.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cadeia produtiva de pescados e sua relagdo com a saude publica

O peixe é alimento de facil digestédo, fonte de proteina de alto valor biologico e
acidos graxos polinsaturados. Os varios beneficios provenientes da ingestdo da carne
de peixes (PACHECO et al., 2003) aliado a mudancas na dieta dos consumidores em
busca de habitos alimentares mais saudaveis tem resultado em um rapido crescimento
do consumo no mundo.

Segundo a Food and Agricultural Organization (FAO) (2009) a produ¢cdo mundial
de pescado em 2006 foi de 152.260.673 de toneladas, tornando esta carne uma das
mais consumidas. No Brasil, em relacdo a outros setores da agropecuaria brasileira, a
aguicultura teve um incremento de 23% na producdo anual entre os anos de 1990 e
2003, enquanto que, as taxas de crescimento dos setores de aves (10%), suinos (7,9%)
e bovinos (4%) foram significativamente menores (ALBINATI, 2007).

A tilapia é o segundo maior grupo de peixes cultivados do mundo, em primeiro
lugar esta a carpa (FAO, 2010). No Brasil, a tilapia é o peixe mais criado em aguas
doces, principalmente, devido a suas caracteristicas de rusticidade, resisténcia,
produtividade e boas propriedades sensoriais da carne (MAREGONI, 2006). O Brasil é
hoje o 6° maior produtor de tildpia criada do mundo, ou 7°, se considerarmos Taiwan
separado da China, este € o maior produtor desse peixe, com cerca de 980 mil
toneladas em 2005.

A rpida expansdo na criagdo intensiva de tilapias no Brasil esta associada a
instalacdo de um grande nimero de empreendimentos de pequeno porte. Mas muitos
desses empreendimentos negligenciam boas praticas para um manejo sanitario
eficiente, contribuindo de forma significativa para a instalacdo e multiplicacdo de
agentes etiologicos de enfermidades na criacao.

A intensificagdo da produgédo tem contribuido com o aumento da ocorréncia de
contaminagcdo microbiana nesta atividade, e, consequentemente, no produto final,

representando preocupacao para a saude publica (ROTH & ROSENTHAL, 2006).



Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), doenca de origem alimentar
pode ser definida como aquela de natureza infecciosa ou toxica, causada por agentes
gue entram no organismo pela ingestao de alimento contaminado (WHO, 2003).

As doencas de origem alimentar s&o, em sua maioria, causadas pela
contaminagao microbiana, o que pode ocorrer em qualquer etapa da cadeia produtiva,
pela auséncia de procedimentos adequados nas etapas de producdo, transporte,
comercializacdo e consumo de alimentos. As doencas de transmissao alimentar (DTA),
de modo geral, sdo identificadas por sintomas gastrintestinais, principalmente diarréia,
vomito e dores abdominais. Dentre os varios organismos que podem causar diarréia, as
bactérias sdo importantes e de maior ocorréncia, sendo as Unicas que sao limitadas
pela legislacdo para alimentos (ANVISA, 2001).

Em geral o aumento da incidéncia das DTA resulta em impacto sdcio-econdmico
para a populacdo em decorréncia de sua importancia para a saude publica, e prejudica
as negociacdes internacionais de alimentos (HANASHIRO, 2002).

Apesar dos poucos relatos de doencas de origem alimentar no Brasil, a
comunidade cientifica tem relatado casos de intoxicacdes veiculadas por pescados
(GERMANO et al., 1993).

O produto brasileiro que abastece o mercado nacional geralmente é de baixa
qualidade, com elevada carga microbiana, e isto se deve a falta de medidas que
priorizem a qualidade por parte dos pescadores e empresarios do comércio em questao
(ALMEIDA FILHO et al, 2002).

3.2 Microrganismos patogénicos nos peixes e no ambiente aquatico
A contaminacdo do pescado € influenciada por fatores ambientais, associados

aos sistemas de producdo aquicolas, condicbes higiénico-sanitarias durante o
processamento, armazenamento, transporte e comercializagdo do produto final
(GONZALES-FANDOS et al., 2004).

Quando os organismos sao submetidos a estresse, como em criagbes
intensivas, ocorre imunossupressao, desencadeando as enfermidades causadas por
agentes oportunistas (MARTTY, 1986; PAVANELLI et al., 1997).



O peixe, como qualquer outro alimento, tem sua microbiota propria e podem
sofrer alteracdes dependendo de alguns fatores externos, como a contaminacéo de seu
habitat, seja ele estuario, fluviais, lacustre ou marinho, por meio de esgotos e cursos de
agua poluida. Algumas bactérias sao tipicas de ambientes marinhos e outras de agua
doce. Apesar da microbiota de ambos os tipos de peixes serem semelhantes, existem
algumas bactérias de interesse para a saude publica que figuram na legislacdo
brasileira como Salmonella spp., Staphylococcus sp., Vibrio sp. e Escherichia coli
(ANVISA, 2001).

LEITAO et al. (1993) descreveram que o pescado tem naturalmente a microbiota
prépria da espécie, localizada principalmente no intestino, branquias e limo superficial.
Essa microbiota pode trazer conseqiéncias durante a comercializacao e transformacao
do produto para consumo final, pois acelera o inicio de deterioracdo da carne.

No habitat natural, os peixes sdo contaminados por determinados patdégenos
como Salmonella spp., Escherichia coli, dentre outros microrganismos mesoéfilos (FILHO
et al., 2002).

Ha uma grande variacdo na microbiota bacteriana dos peixes ao redor do mundo
devido as peculiaridades geogréaficas e alguns géneros sdo especialmente relacionados
aos sistemas de aquicultura como Aeromonas spp., Micrococcus sp., Staphylococcus
sp., Bacillus sp., Pseudomonas spp., Plesiomonas sp. e membros das familias
Moraxellaceae e Enterobacteriaceae (NEDOHULA & WESTHOFF, 1997; DASKALOV,
2006).

Apesar de ser amplamente aceito que a microbiota inicial da agua de criacdo de
peixes varia de acordo com as condicGes e temperatura da agua, varios estudos sobre
agua de producdo de diferentes espécies de peixes relatam contagem de bactérias
entre 10% e 10° UFC.g™* (CHYTIRI et al., 2004).

Pode ser encontrada grande variedade de bactérias na camada de muco que
reveste a pele, branquias e intestino dos peixes (MOLLERKE et al., 2002). BOARI et al.
(2008) encontraram Aeromonas sp., Pseudomonas spp. e Enterococcus sp. em agua
de cultivo, tegumento, intestino e filés de Oreochromis niloticos sendo que as

populacdes microbianas variaram entre 10 e 10° UFC.g™ ou mL™.



Na pele a carga microbiana é de aproximadamente 10? a 10* UFC.cm**!
enquanto que nas branquias a carga varia de 10° a 10° UFC.g" (OGAWA & OGAWA,
1999).

3.2.1 Aeromonas spp

As bactérias pertencentes ao género Aeromonas estdo associadas aos
ambientes aquaticos e sdo reconhecidas como patogénicas para peixes desde 1984
(KIRKAN et al., 2003). Consistem de microrganismos oxidase e catalase positivos,
anaerobios facultativos, geralmente moveis devido a presenca de flagelo polar, Gram
negativos e fermentadores da glicose. Apesar da maioria das estirpes isoladas de
alimentos serem mesofilas, muitas podem se multiplicar sob temperatura de
refrigeracao (KIROV, 1997).

HOZBOR et al. (2006), estudando mudangas na microbiota do salm&o cru
(Pseudopercis semifasciata) durante a estocagem em gelo por 20 dias e sua correlacao
com o indice de qualidade, relataram a presenca de Aeromonas sp. no musculo do
salméo e seu alto potencial de deterioracdo do pescado.

Aeromonas hydrophila, um agente etiologico de doencas de peixes, é
considerado um patdgeno primario e secundario ocasionando hemorragia septicémica
nos animais (LU, 1992).

Alguns estudos demonstraram populacdes de Aeromonas hydrophila presente
em agua de rios, variando entre. 10° e 10° UFC.100 mL™ (KAPER et al., 1981; PATHAK
et al., 1988). POFFE & BEECK (1991) encontraram populacdes de A. hydrophila entre
10* e 10° UFC.mL™ em &guas que recebiam esgotos, e uma média de 10* UFC.mL™*
em efluentes secundarios. LEITAO & SILVEIRA (1991) verificaram que a populacéo
minima observada de Aeromonas spp em &agua de origem fluvial foi de 2,60 log
UFC.mL™ e a méxima de 3,61 log UFC.mL™. No caso de A. hydrophila, foram
verificadas contagem minima de 2,34 log UFC.mL™* e maxima de 3,27 log UFC.mL™.

A. hydrophila, multiplica-se dentro do intestino dos peixes causando uma
hemorragia mucosa descamativa (excesso de secrecdo mucosa), onde 0os metabolitos

toxicos sdo absorvidos pelo intestino levando a intoxicacao (SOUZA, 2002).



Os seres humanos adquirem A. hydrophila por meio da ingestdo de agua ou
alimentos contaminados. No Brasil, grande parte do pescado produzido €
comercializada in natura ap0s abate artesanal sem um processamento adequado. Em
muitos casos, a frequiéncia de inspecao sanitaria nesses alimentos é baixa (ROUBACH
et al., 2003). Este fato eleva o risco de veiculagcdo de bactérias patogénicas ou
comensais portadoras de genes de resisténcia aos seres humanos.

Os acidentes durante o abate de peixes contaminados, como ferir a mdo em uma
barbatana afiada, sdo um meio para o ser humano ser infectado por Aeromonas sp.
(MERINO et al., 1995).

3.3 Toxicidade aguda de sanitizantes utilizados na cadeia produtiva de pescados

A ecotoxicologia € o estudo dos efeitos de uma ou mais substancias aos
organismos e como esses organismos reagem com seus habitat (Blaise, 1984, apud
ZAGATTO & BERTOLETTI, 2008). Ainda segundo estes autores a toxicidade de
agentes quimicos no meio hidrico é avaliada por meio de ensaios ecotoxicolégicos com
organismos representantes dos niveis tréficos das cadeias bioldgicas locais. O
conhecimento da toxicidade desses agentes para diferentes organismos aquaticos
possibilita o estabelecimento de limites permissiveis de varias substancias quimicas
para a protecdo da vida aquatica e avaliacdo do impacto momentaneo que causam a
biota dos corpos hidricos

Os ensaios de ecotoxicidade fornecem informacfes sobre a letalidade relativa
dos organismos frente a um produto, sendo delineado para determinar a concentracao
suficiente para causar efeito adverso a 50% dos organismos-teste (CLsg). Esta
concentracéo é estimada pela exposicdo dos organismos-teste a varias concentragées
de uma solucdo do produto durante um determinado periodo de tempo e as respostas
dos organismos séo observadas (GHERARDI & BERTOLETTI, 1990).

Segundo BIRGE et al. (1985) os ensaios de toxicidade aguda sdo aqueles que
avaliam os efeitos, em geral severos e rapidos, sofridos pelos organismos expostos ao

agente quimico em um curto periodo de tempo (48 horas).



Os sanitizantes sao divididos em varios grupos, como por exemplo, agentes
oxidativos contendo peroxidos e halégenos ou agentes redutores contendo formaldeido,
acido, alcool e fenol. Um sanitizante ideal deve atuar rapidamente, ser seguro para
manipuladores, ndo apresentar risco para o ambiente e ser facilmente disponivel. Além
disso, qualquer concentracdo residual ndo deve deixar efeito nocivo nos peixes (KIM et
al., 2008).

Muitos sanitizantes quimicos sdo usados como biocidas em aquicultura no
controle de infecgbes bacterianas. Segundo LEUNG (2001), em exposi¢des agudas, a
média de concentracdo letal de glutaraldeido é 7 mg.L™. O glutaraldeido é facilmente
biodegradavel em agua doce. O mesmo autor verificou que o glutaraldeido utilizado a
10% demonstrou efetividade contra Edwardsiella tarda e Staphylococcus spp. a 200
ppm por 60 minutos e acima de 400 ppm por 20 minutos foi efetivo também contra
Vibrio sp e Streptococcus spp.

As Agéncias de Saude Ocupacional dos USA e a Internacional para a
investigacdo do cancer classificam o glutaraldeido, segundo a sua toxidade, como um
agente ndo mutagénico, ndo cancerigeno e sem toxidade sistémica (BALLANTYNE,
2001). Porém pode ser considerado um agente quimico muito irritante e sensibilizante
de pele e mucosas ocular e respiratéria em condicdes ambientais desfavoraveis
(ANVISA, 2007).

O produto testado no presente estudo € um desinfetante de alto desempenho a
base de uma amdnia natural (CocoQuat) + glutaraldeido, muito utilizado em programas
de higiene de instalacdes de animais. O cocoquat € formado por diferentes tamanhos
de cadeia carbbnica, o que a diferencia das demais amoénias naturais e amonias
sintéticas. Este composto age nas membranas celulares de bactérias e fungos,
permitindo a entrada do glutaraldeido que, por sua vez, reage com enzimas dos
microrganismos. E indicado para utilizagdo em programas de higiene de instalaces de
animais como auxiliar no controle de doencas bacterianas e virais. BRITO & BRITO
(2009) confirmaram eficacia deste produto na reducdo da populagdo de Salmonela sp

na cadeia produtiva de aves.



10

3.4 Avaliagéo de risco ambiental

A avaliacdo de risco ambiental € uma outra ferramenta utilizada para avaliar o
impacto dos compostos toxicos, pois correlaciona a toxicidade aguda, em determinadas
condicdes de laboratério, com a concentracdo ambiental estimada (CAE) da
recomendacao de uso no campo (ZAGATTO & BERTOLETTI, 2008).

Nenhum agente quimico € totalmente seguro ou perigoso por si mesmo. De
maneira geral, a quantidade utilizada, condicdes de uso e a susceptibilidade do
organismo envolvido € que determinam o risco ambiental (CASTILHOS et. al, 2005).

Desta forma, o crescente nimero de contamina¢cdes ambientais por produtos
quimicos levou a elaboracdo de uma metodologia capaz de alocar 0s recursos
destinados a remediacao e de alcancar niveis permitidos de concentracdes de produtos
quimicos no meio ambiente. Esta metodologia chama-se andlise de risco ambiental e é

composta pela avaliacdo e pelo gerenciamento de risco (USEPA, 1998).
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Nuacleo de Estudos e Pesquisas
Ambientais em Matologia e no Laboratério de Microbiologia de Alimentos e Agua do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal da
FCAV/Unesp, Campus de Jaboticabal.

O produto testado neste estudo € composto por 15% de Glutaraldeido e 10% de

Cloreto de dimetil cocobenzil aménio da Intervet Schering Plough Satude Animal.

4.1 Determinacao da toxicidade aguda do sanitizante para a tilapia (Oreochromus
niloticus)
4.1.1 Aclimatacdao, ensaios preliminares de toxicidade aguda e de sensibilidade

Para os ensaios de toxicidade aguda (CL50;48h), os exemplares de tilapia (O.
niloticus) com peso entre 0,1 e 1,0 gramas foram previamente aclimatados em sala de
bioensaio por sete dias em tanques de 250 L nas seguinte condi¢cbes da agua:
temperatura de 25 + 2 °C; pH entre 7,0 e 8,0; oxigénio dissolvido entre 5,0 e 6,0 mg.L"
!(aeracdo constante); condutividade elétrica entre 170,0 e 180,0 uS.cm™ e fotoperiodo
de 12 horas de luz (ABNT, 2006).

Apos a fase de aclimatacgédo foi realizado um ensaio de sensibilidade com cloreto
de potéssio (KCI) com teor de pureza de 99,9% para a avaliacdo da sanidade e da
sensibilidade do lote de organismos teste (ABNT, 2006). A concentracado letal 50%
estimada de KCl para a tilapia foi de 1,31 g.L"*com limite inferior de 0,99 g.L™* e superior
de 1,75 g.L™.

Em seguida, foi montado um ensaio preliminar de toxicidade aguda para se
determinar o intervalo de concentragdo do sanitizante que causa 0 e 100% de
mortalidade dos peixes. Neste ensaio foram testadas cinco concentragdes do
sanitizante: 0,01; 0,03; 0,05; 0,1 mL.L™, equivalente a 0,0025; 0,0075; 0,0125; 0,0250

mL de I.LA.L? e um grupo controle com uma réplica para cada concentracdo e trés



12

peixes por réplica. A partir dos resultados do ensaio preliminar determinou-se o

intervalo de concentracdo que foi utilizado para montagem do ensaio definitivo.

4.1.2 Ensaio definitivo de toxicidade aguda

A partir dos resultados obtidos nos ensaios preliminares foram realizados trés
ensaios definitivos para o sanitizante. As concentracdes utilizadas foram 0,01; 0,02;
0,03 e 0,04 mLL™ e um controle (testemunha), com trés réplicas para cada
concentragao.

Em todos os ensaios foram utilizados trés peixes em cada réplica, na densidade
maxima de 1 g.L™* de a4gua, com volume total de trés litros. Os testes foram conduzidos
por 48 horas em sistema estatico, sem substituicdo, sifonagem de agua e alimentacao
dos animais. A avaliacdo da mortalidade foi diaria, com a retirada dos peixes mortos
dos recipientes (ABNT, 2006).

As condicbes ambientais iniciais da dgua das unidades experimentais (aquarios)
foram: pH entre 7,0 e 8,0; oxigénio dissolvido entre 7,0 e 8,0 mg.L™*; condutividade
elétrica entre 170,0 e 180,0 pS.cm™; dureza entre 50 a 60 mgCO3™; alcalinidade entre
200 e 210 mgCaCO3™; temperatura entre 25 e 26 °C e temperatura da sala de
bioensaio entre 27 e 29 °C. As variaveis fisicas e quimicas da agua (temperatura, pH,
oxigénio dissolvido e condutividade elétrica) foram registradas em 0, 24 e 48 horas
apos a exposicao dos peixes ao sanitizante.

Ao final de 48 horas de exposi¢cdo apds a determinacdo da relacdo linear da
concentracdo e mortalidade foi calculada a CL50;48h para o sanitizante com o
programa Trimmed Spearman Karber (HAMILTON et al.,,1977) e o produto foi

classificado pela toxicidade aguda de acordo com a Tabela 1.
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Tabela 1. Classificacao de toxicidade aguda para organismos aquaticos.

CLASSSE DE TOXICIDADE CL50 ou CE50 (mg.L™)
Extremamente toxico <0,1
Altamente toxico 0,1a1,0
Moderadamente toxico >1,0a<10
Ligeiramente téxico >10 a <100
Praticamente n&o-toxico >100

Adaptado de ZUCKER (1985)

4.2 Teste de ajuste de dose do sanitizante para a tilapia

Para avaliacdo da eficacia do sanitizante no controle de A. hydrophila inicialmente
foram realizados testes de ajuste de concentracdo e tempo de exposi¢cao ao sanitizante
em condicdo de microcosmo. Para isso, 0os animais foram submetidos aos extremos de
concentracdo do sanitizante e tempo de exposicao para avaliacdo dos sinais clinicos de
intoxicacdo e os possiveis efeitos sobre as variaveis de qualidade de agua (oxigénio,
temperatura, condutividade elétrica e pH).

Para a realizacdo deste teste dois grupos experimentais de animais foram
utilizados: A) peixes com peso entre 25 e 60 gramas; e B) peixes com peso entre 150 e
200 g, intervalo este de classificacdo utilizado nos sistemas de producéo de tilapia.

Os animais foram distribuidos de forma aleatéria em caixas com capacidade de
60 L de &gua e guatro concentra¢cdes do sanitizante foram utilizadas: 0,01; 0,02; 0,03 e
0,09 mL.L, com trés repeticdes e um controle para cada grupo, sendo 5 animais por
repeticéo para os peixes do grupo A (total 65 animais) e 3 animais por repeticdo para 0s
peixes do grupo B (total 39 animais), totalizando treze caixas para cada grupo.

Apés a distribuicBo dos peixes nas caixas foi realizada a aplicacdo do

sanitizante. Para cada concentracéo determinou-se um tempo de exposic¢do (Tabela 2).
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Tabela 2. Concentragdes testadas do sanitizante e respectivos tempos de exposi¢ao

Concentracdes testadas (mL.L™) Tempos de exposicdo (minutos)
0,00 320
0,01 320
0,02 240
0,03 180
0,09 80

Durante o periodo de exposicdo ao produto foram avaliados os sinais clinicos de
intoxicacdo dos peixes e monitoradas as variaveis de qualidade de 4gua. ApGs o tempo
de exposicéo o fluxo de 4gua foi aberto a uma vazéo de 3 mL.s™.

Ao final de 24 horas foi avaliada a porcentagem de sobrevivéncia dos peixes.
Foram realizadas trés aplicac6es do sanitizante has mesmas condi¢cdes descritas acima
com intervalos de 24 horas, sem reposi¢cao dos peixes, ou seja, a quantidade inicial de
peixes da proxima aplicagdo correspondia ao numero de peixes sobreviventes da
aplicacao anterior. As variaveis de qualidade de &gua foram monitoradas diariamente

durante o periodo experimental.

4.3 Avaliagéo de risco ambiental

O sanitizante foi analisado para classificacdo de risco ambiental (Tabela 3)
segundo a metodologia recomendada pela USEPA (1998). Os valores do quociente Q
foram obtidos a partir da divisdo da concentracdo ambiental estimada (CAE), que é
obtida no teste de ajuste de dose do sanitizante para a tilapia, pelo valor da CL50;48h

do sanitizante, encontrada no teste de toxicidade aguda em condi¢des de laboratorio.
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Tabela 3. Classificacdo de risco ambiental de compostos téxicos de acordo com os valores
calculados do quociente Q (USEPA, 1998).

Q (CAE/CL50) Classes
<0,1 Sem risco
0,1-1,0 Risco baixo
1,0-10,0 Risco moderado
>10,0 Risco alto

4.4 Avaliacao da eficacia do sanitizante no controle de A. hydrophila

4.4.1 Protocolo de contaminacdo experimental da agua do tanque de criacdo das

tilapias e da pele dos peixes com A. hydrophila e montagem do experimento

Para este estudo foram utilizadas estirpes de A. hydrophila cedidas pelo
Laboratério de Ictiopatologia do Departamento de Patologia Veterinaria da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinaria, Campus de Jaboticabal, Unesp. Essas estirpes
foram isoladas da pele de peixes doentes de uma piscicultura da regido e a
identificacdo da espécie foi realizada no laboratério citado.

As culturas foram guardadas em tubos inclinados contendo agar tripticase-soja
(TSA) e estocadas a aproximadamente 4 a 5 °C e foram repicadas mensalmente
durante o periodo do experimento.

No dia anterior ao preparo do indculo a cultura de A. hydrophyla foi repicada em
TSA e incubada a 28 °C por 24 horas. Para o preparo do in6culo uma al¢ada da cultura
foi transferida para quatro tubos falcon contendo 50 mL de caldo de soja triptona (TSB)
e incubados a 28 °C por 24 a 36 horas. ApGOs a incubagdo, os tubos foram centrifugados
a 6000 xg por 10 minutos em centrifuga refrigerada a 7 °C e o pelet foi diluido em 50
mL de solucéo salina. Foram realizadas diluicdes seriadas de razdo 10 a partir de uma

aliquota dessa suspenséo, utilizando-se como diluente solugéo salina.
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Em seguida, fez-se o plagueamento de cada uma das diluicbes em agar
vermelho de fenol amido-ampicilina e, apos o periodo de incubacdo de 24 horas a
28 °C, foi realizada a contagem em placas que continham entre 25 e 250 UFC. Com
esses resultados chegou-se na populagédo aproximada da cultura original, que foi de
10 UFC de Aeromonas hydrophila.mL™, a qual foi utilizada para contaminacdo da
agua do tanque e da pele dos peixes.

Os exemplares de tilapias (100 animais) com peso entre 50 e 150 g foram
mantidos em tanque de 400 litros. Durante trés dias os animais foram submetidos a
captura e o nivel de agua do tanque reduzido a metade.

Apos o periodo de inducdo ao estresse, 0s quatro tubos contendo culturas da
bactéria A. hydrophila com aproximadamente 10*° UFC.mL™ cada foram administradas
no tanque (Figura 5). O fluxo de &agua foi fechado e quatro sombrites (50% de
sombreamento cada) foram colocados sobre o tanque para evitar a inativacdo das
bactérias por irradiacdo solar.

Apos 48 horas da administracéo da cultura de bactérias no tanque, a coloracéo
da agua tornou-se mais turva. Porém, nao foram observados sinais clinicos externos
caracteristicos de doenca por Aeromonas spp nos peixes, que conforme HOSHINA
(1962) e CARRASCHI et al. (2011) correspondem a hemorragias ao longo da superficie
do corpo e nas nadadeiras, exoftalmia, lesbes cutaneas bilaterais avermelhadas com
erosdo da pele e corrosao da nadadeira caudal. Segundo POPMA & MASSER (1999),
as tilapias sao mais resistentes a baixa qualidade de agua do que outras espécies de
peixes de agua doce.

Apos este periodo, foram coletadas duas amostras (agua e pele de peixe) e
submetidas a analise microbiolégica para identificacdo e contagem de bactéria A.
hydrophila obtendo-se, aproximadamente, 10° e 10* UFC.mL™ respectivamente para
amostras de agua e pele.

Trés dias (72 horas) apos o procedimento de contaminagdo da agua e da pele
dos peixes em tanque de 400 L obtendo-se uma concentracdo de bactérias de
aproximadamente 10° UFC.mL™? (4gua) e 10* UFC.mL™ (pele do peixe), 96 animais

foram transferidos para 12 unidades experimentais (8 animais por unidade) com
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capacidade de 60 L contendo a agua contaminada proveniente do tanque de
contaminacdo. Imediatamente apds a distribuicdo da agua e dos peixes contaminados
foi realizada administracéo de trés concentracdes do sanitizante (0,01; 0,02; 0,03 mL.L™
e controle) com trés repetigoes.

As coletas foram realizadas nos seguintes tempos de exposicdo ao produto:
zero; 20; 40 e 60 minutos apods aplicacdo. Ao final de cada tempo dois exemplares de
tilapias e uma amostra de agua foram coletados de cada unidade e imediatamente
submetidos as analises microbioldgicas, totalizando ao final do experimento 48
amostras de agua e 96 amostras de pele de peixe.

4.4.3 Analise microbioldgica da pele dos peixes

Na realizacao das analises microbiolégicas foi utilizada a técnica de enxaguadura
(APHA, 2001) e, para tal, foram adicionados 200 mL de agua peptonada a 0,1% nos
sacos plasticos estéreis, contendo o0s peixes. Em seguida os peixes foram
massageados durante um minuto para transferir os microrganismos da pele para a agua
de enxaguadura. As determinacfes microbiolégicas foram realizadas a partir desta
agua.

Foram preparadas diluicbes das amostras tomando-se, assepticamente, 25 mL
de cada uma e transferindo para frascos contendo 225 mL de agua peptonada a 0,1%
(diluicdo 10™). A partir desta diluicdo foram preparadas diluicbes decimais sucessivas
até 10°, empregando-se o mesmo diluente.

Para a realizacdo da contagem do género Aeromonas foram utilizadas placas de
Petri contendo &gar vermelho de fenol-amido-ampicilina (PALUMBO et al., 1985),
adicionado de ampicilina na concentracdo de 10 mg.L™. A semeadura foi realizada em
superficie, em volumes de 0,1 mL de cada diluicdo. Para uma distribuicdo homogénea do
indculo na superficie do meio, foi utilizado um bastao de vidro em forma de “L”.

As placas foram incubadas a 28 °C por 24 horas, a seguir foram realizadas as
contagens das colbnias com caracteristicas do género Aeromonas, que sdo colbnias

amareladas, circundadas por halo transparente formado em funcéo da hidrélise do amido.
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Para a confirmacdo do género foram isoladas até cinco coldénias com as
caracteristicas descritas, as quais foram semeadas em tubos com &gar tripticase-soja
(TSA) inclinado e incubadas a 28 °C por 24 horas.

ApGs o periodo de incubacao foram realizados esfregagos corados pelo método de
Gram e as culturas que se apresentaram na forma de bastonetes retos e curtos, aos
pares, isolados ou em cadeias curtas e Gram negativas, foram repicadas em agar triplice-
acucar-ferro (TSI) (SAAD et al., 1995).

Apo6s incubacédo a 28 °C por 24 horas, as culturas que apresentaram reacdo acida
tanto na base como no bisel, com ou sem formacédo de gés, foram novamente repicadas
em agar tripticase soja e, em seguida, submetidas as provas da motilidade, oxidase,
catalase, seguindo esquema de caracterizacdo adotado por HUDSON & LACY (1991).
Essas provas foram realizadas conforme metodologia descrita em Mac FADDIN (1976)
Prova da motilidade- Para tal, as culturas foram inoculadas, por picada profunda, em
tubos contendo agar semi-sélido para teste de motilidade. Esses foram incubados a 28°C
por 24 horas e foram consideradas moéveis as culturas que apresentaram crescimento em
toda a extenséo do tubo.

Prova da oxidase- Para a realizacdo desta prova, foram realizados esfregacos das
culturas, com a utilizacdo de alca de platina, em fitas para determinacdo de oxidase,
adquiridas prontas para uso. Foram consideradas positivas as culturas cujos esfregacos
adquiriram coloracao résea por alguns segundos.

Prova da catalase- Com auxilio de alca de niquel-cromo, foram realizados esfregacos
das culturas em estudo na superficie de laminas de vidro. Em seguida foi adicionada uma
gota de agua oxigenada a 3% e o imediato desprendimento de géas indicou teste positivo.

Os cultivos que apresentaram as caracteristicas de motilidade e oxidase e catalase
positivas, foram considerados como de Aeromonas sp.

O resultado da contagem de Aeromonas sp por mL da solucdo de enxaguadura foi
obtido tendo como base o numero de cultivos caracteristicos, proporcionalmente ao
namero de unidades formadoras de coldnias contado nas placas.

Para caracterizar a espécie A. hydrophila foram analisadas pelo menos 20% das

culturas originarias da pele e da agua, as quais foram submetidas as seguintes provas:
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producdo do indol, hidrélise da esculina, descarboxilagcdo da ornitina e producdo de
acetoina a partir da glicose (ABEYTA JUNIOR et al., 1990).

4.4.4 Analise microbioldgicas da 4gua

Foi realizada analise microbiolégica da agua do tanque inicial, onde todos os
peixes estavam depositados e dos mesocosmos durante o experimento. Foram colhidos
200 mL de agua para cada amostra e estas foram submetidas a mesma determinacéo
microbiolégica descrita anteriormente para as amostras de pele utilizando-se diluicbes
decimais sucessivas de até 10°®.

4.5. Analises estatisticas

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado
(DIC) em esquema fatorial (4x4) sendo quatro tratamentos (concentracdo) e quatro
tempos de exposicdo. Os dados obtidos da analise microbiolégica foram submetidos a
distribuicdo normal e apo6s a verificacdo da né&o distribuicdo normal estes foram
convertidos a Logx. A seguir, foi realizada a andlise de variancia (ANOVA) e as meédias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% (ZAR, 1999).

Para se determinar os fatores de influéncia (concentracdo testada x tempo de
exposicao x concentracdo de bactéria) foi utilizada analise multivariada pelo método de
andlise de correspondéncia (AC) a partir de um espaco perceptual comum (mapas
perceptuais ou intuitivos) (HAIR et al., 2005). Ela representa graficamente no mapa
perceptual todos os fatores e suas respectivas categorias. A interrelacéo criada permite
analises de similaridades entre todos os fatores e estas medidas sédo representadas, no

grafico, pelas distancias entre os fatores.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1Toxicidade aguda do sanitizante para a tilapia

A toxicidade aguda (CL50;48h) do sanitizante a base de glutaraldeido e amonia
quaternéria para a tilapia foi de 0,02 mL.L™ equivalente a 0,005 mL de I.A.L™ e este foi
classificado como extremamente toxico para tilapia (O. niloticus).

Véarios estudos determinaram a toxicidade aguda do glutaraldeido. para
diferentes espécies aquaticas: 12 mg.L™ para Salmo gairdneri (UCC, 1978 ), 5 mg.L™
para Daphnia magna (UCC, 1981), 3 mg.L™ para Oncorhynchus kisutch (SFU, 1993) e
também da aménia quaternaria (FREIERI, 1954, apud COOPER, 1988). Porém nao
foram encontrados estudos para a tilapia (O. niloticus).

REIFF et al. (1979) verificou a média dos valores de CL50;48h do glutaraldeido
para quatro espécies de peixes entre 2,06 e 3,51 mg.L?. LEUNG et al., (2001)
classificou o glutaraldeido como téxico para organismos aquéaticos com média de 7,7
mg.L™ de CL50;48h para oito espécies de peixes de agua doce.

A comparacédo entre as observacfes destes autores e 0s resultados do presente
estudo sugere que a utilizacdo de glutaraldeido e de amdnia quaternaria na forma de
mistura pode potencializar o efeito toxico final.

A relacdo concentragédo-resposta (mortalidade) do sanitizante testado foi linear
(Figura 1). Os organismos apresentaram 0s seguintes sinais clinicos de intoxicacao:
aumento do batimento opercular, organismos concentrados no fundo do aquario e
natacdo erratica. Apés 6 horas de exposicédo & concentracdo 0,04 mL.L™ ocorreu 100%
de mortalidade dos peixes nas trés repeticdes do ensaio. ApGs 24 horas de exposi¢ao a
0,03 mL.L™ do sanitizante ocorreu mortalidade de 100% dos peixes. A mortalidade dos
peixes expostos a 0,02 mL.L™* (44,44%) ocorreu apds 24 horas de exposicdo e tanto
esta concentragcdo como 0,01 mL.L™" n&do foi observado sinais clinicos aparentes de

intoxicacao.



21

100
"
[J]
X
(]
[« X
n 75
o
T
(]
e
(C
2 50
S |
o 1
€ I
s 25 .
X I

I y=3000x-11,111
o : R?=0,8978
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
Concentragdes (mL.L?1)

Figura 1. Relacdo da concentragdo-resposta do sanitizante para a tilapia.

5.2 Teste de ajuste de dose do sanitizante para a tilapia

No teste de ajuste de dose, 24 horas apds a primeira aplicacdo, os peixes do
grupo A (25 a 60 g) apresentaram 100% de sobrevivéncia na concentracdo 0,01 mL.L™;
87% em 0,02 mL.L™"; 22% em 0,03 mL.L™; e 0% para 0,09 mL.L™.

ApOs a segunda aplicacdo (48 horas), a sobrevivéncia foi de 87% na
concentracdo 0,01 mL.L™Y; 67% na concentracdo 0,02 mL.L™"; e 100% na concentragéo
0,03 mL.L™. Apés a terceira aplicacdo (72 horas) foi de 92% na concentracdo 0,1 mL.L"
1 67% na concentracdo 0,02 mL.L™; e zero% na concentracdo 0,03 mL.L™ (Tabela 4).
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Tabela 4. Porcentagem de sobrevivéncia de peixes com peso entre 25 e 60g (grupo A) durante
trés aplicacdes do sanitizante com intervalos de 24 horas.

% sobrevivéncia dos peixes com peso entre 25 e 60g (grupo A)

Concentracéao
(mL.L7) % INICIAL 12 APLICACAO 22 APLICACAO 32 APLICACAO
0,00 100 100 100 100
0,01 100 100 87 92
0,02 100 87 67 67
0,03 100 22 100 0
0,09 100 0 0 0

Para este grupo, nas trés aplicacfes, durante o periodo de exposi¢cado ao produto
ndo foram observados sinais clinicos de intoxicacdo dos animais na concentracdo 0,01
mL.L™. Entretanto, na ultima hora de exposicdo ao produto (5 a 6 horas apds aplicac&o)
observou-se que os animais expostos a 0,01mL.L™ subiam & superficie em busca de
oxigénio e neste periodo também ocorreu a mortalidade. No grupo controle foram feitas
observacdes de forma similar.

Apb6s abertura do fluxo de agua (oxigenacdo da agua) os sobreviventes nao
apresentaram sinais clinicos de intoxicacdo. Assim, a concentracdo de 0,01 mL.L™ foi
considerada segura quando realizada apenas uma aplicacédo, independente do tempo
de exposicéo, desde que seja realizada uma suplementacdo complementar de oxigénio
na agua ou na utilizacdo de trés aplicacdes com exposicao inferior a trés horas ao
sanitizante.

Nos animais expostos a concentracdo de 0,02 mL.L™ do sanitizante também n&o
foi observado sinais clinicos de intoxicagcédo. Porém a porcentagem de sobrevivéncia foi
menor se comparado aos expostos a 0,01 mL.L™ (Tabela 4). Neste tratamento também
ocorreu permanéncia na superficie da agua para captar oxigénio durante a ultima hora
de exposi¢cdo ao sanitizante (entre 3 e 4 horas ap0s aplicacédo) e a mortalidade ocorreu

apos 6 horas da aplicacdo do produto.
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Na comparacéo entre a concentracdo de 0,02 mL.L™ do sanitizante e o grupo
controle, a concentracdo de 0,02 mL.L™ foi considerada segura quando realizada
somente uma aplicacdo por no maximo 2 horas de exposicao.

Na concentracdo de 0,03 mL.L™* , ap6s 60 minutos de exposicdo, os animais
permaneceram na superficie da agua com batimento opercular acelerado. A
mortalidade (78%) foi observada apdés 240 minutos da aplicacdo do produto. Apos o
periodo de exposicdo e abertura do fluxo de agua os animais sobreviventes néao
apresentaram mais sinais de intoxicagao.

A auséncia de efeitos sistémicos apds o término do periodo de exposi¢do pode
ser atribuida, em partes ao curto periodo de biodisponibilidade do componente
glutaraldeido no organismo, devido a sua alta reatividade no sitio de exposicao e seu
rapido metabolismo (MCKELVEY, et al.,, 1992; BEAUCHAMP et al., 1992). Segundo
LEUNG (2001) a toxicidade do glutaraldeido para organismos aquéticos nao aumentou
substancialmente com repetidas exposi¢cdes de longa duracdo e sua tendéncia
acumulativa é baixa, devido a sua alta solubilidade em agua e baixo coeficiente de
particdo octanol/agua. Esta concentragdo foi considerada segura quando realizada
apenas uma aplicacdo do sanitizante por no maximo uma hora de exposicéo.

Na concentracdo de 0,09 mL.L™ do sanitizante, ap6s 30 minutos de exposicao,
0S animais permaneceram superficie da dgua com batimento opercular acelerado e
alguns animais apresentaram perda na capacidade de arfagem (equilibrio). Nesta
concentracdo ocorreram 100% de mortalidade dos animais uma hora apés a aplicacéo
do sanitizante. Assim, esta concentracdo ndo foi considerada segura para ser utilizada
como sanitizante.

Para os peixes do grupo B (150 a 200 g), 24 horas ap6s a primeira aplicacdo, a
sobrevivéncia foi de 78% para os peixes do grupo controle, 100% para a concentracao
de 0,01 mL.L™"; 89% para a concentracéo de 0,02 mL.L™*; de 66% para concentracdo de
0,03 mL.L™ e 0% para concentracéo de 0,09 mL.L™. Em 48 horas a sobrevivéncia foi de
71% para 0 grupo controle; 78% para a concentracdo de 0,01 mL.L™; 100% para a
concentracdo de 0,02 mL.L™" e 0% para a concentracdo de 0,03 mL.L™ . Apés 72 horas
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a sobrevivéncia foi de 100% para o grupo controle; 57% para a concentracdo de 0,01

mL.L™ e 88% para a concentracéo de 0,02 mL.L™ (Tabela 5).

Tabela 5. Porcentagem de sobrevivéncia de peixes com peso entre 150 e 200g (grupo B)
durante trés aplicacbes do sanitizante com intervalos de 24 horas.

Concentracao % sobrevivéncia dos peixes com peso entre 150 e 200 g (grupo B)
(mL.L™Y) INICIAL 12 APLICACAO 22 APLICACAO 32 APLICACAO
0,00 100 78 71 100
0,01 100 100 78 57
0,02 100 89 100 88
0,03 100 66 0 0
0,09 100 0 0 0

Para todas as concentracbes, nas trés aplicacdes, verificou-se que apos 120
minutos de exposicdo ao produto a maioria dos animais permaneceu na superficie da
agua para captar oxigénio. Este comportamento também ocorreu no grupo controle.

Nas aplicacées de 0,01 e 0,02 mL.L™ do sanitizante ndo ocorreu sinais clinicos de
intoxicacdo. Nas trés aplicacdes, a mortalidade dos animais expostos a estas
concentracbes ocorreu apdés o periodo de exposicdo ao produto (24 horas apos
aplicacao).

Na concentracdo de 0,03 mL.L™, 60 minutos apds a primeira aplicacéo do produto,
0S animais ndo apresentaram sinais de intoxicacdo. Apés este periodo, foi observado
aumento no batimento opercular e perda da capacidade de arfagem em alguns animais.
ApoOs a abertura do fluxo de agua (trés horas ap0s aplicacdo) alguns animais buscavam
oxigénio na superficie proximo a vazao de agua, porém o oxigénio dissolvido na agua
permaneceu sem alteracdo em 5,0 mg.L™. A mortalidade dos animais ocorreu apés seis
horas da aplicacao.

Assim, a concentracdo de 0,03 mL.L™ foi considerada segura para a realizacdo de

uma aplicacdo por no maximo uma hora de exposicao.
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Apesar de alguns estudos relatarem que tanto em animais quanto em humanos, os
sinais de intoxicacao por glutaraldeido (principal ingrediente ativo do sanitizante testado
neste estudo) se limitam ao local de exposicdo (BALLANTYNE & BERMAN, 1984;
NEEPER-BRADLEY & BALLANTYNE, 2000; BALLANTYNE & MYERS, 2001), NICNAS
(1994) verificou irritacao respiratoria em 50% dos ratos expostos a uma concentracao
13,8 mg.kg™ de glutaraldeido. No presente estudo ndo foi observado irritacdo na pele
dos animais expostos as quatro concentracdes do produto testadas.

Na concentracdo de 0,09 mL.L™", apés 30 minutos de exposicdo os animais
apresentaram sinais claros de intoxicagédo: permanéncia de alguns animais parados no
fundo das caixas com batimento opercular acelerado e com perda da capacidade de
arfagem, outros permaneceram na superficie da dgua na tentativa de captar oxigénio
na interface agua-ar, mesmo com o oxigénio dissolvido na &gua em torno de 5,0 mg.L™.
Uma hora apds a primeira aplicacdo do produto ocorreu mortalidade de 100% dos

animais. Portanto, esta concentracao ndo foi considerada segura para ser utilizada.

5.3 Risco ambiental do sanitizante para a tilapia

O produto foi classificado como de baixo risco de intoxicagdo ambiental para a
tilapia nas concentragdes 0,01 mL.L™ e 0,02 mL.L™. Este mesmo produto utilizado na
concentracdo 0,03 mL.L™ foi classificado como risco moderado de intoxicagédo para a
tilapia.

O risco ambiental do sanitizante foi Q = 1,0 sendo classificado como baixo risco
de intoxicacdo ambiental para a tilapia (O niloticus). Este calculo foi obtido pela razdo
entre a concentracdo ambiental estimada (CAE: 0,02 mL.L™) e o valor da CL50;48h
(0,02mL.L™ ) de acordo com a metodologia recomendada da USEPA (1998).

5.4. Avaliacdo da eficicia do sanitizante no controle de A. hydrophila
5.4.1 Anélise microbiologica da agua

Para a presenca de A. hydrophila na agua de criacdo de tilapia, ocorreu

interacao significativa (p<0,05) entre as concentracdes do sanitizante testadas. Em 0,01
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mL.L™ do sanitizante ocorreu reducédo de 0,33 log UFC.mL™ de A. hydrophila na agua
de criacdo de tilapias; em 0,02 mL.L™ a reducéo foi de 0,19 log UFC.mL™ e em 0,03
mL.L™?, foi de 0,4 log UFC.mL™* em relacdo ao grupo controle.

A média de UFC.mL™ na concentracdo de 0,03 mL.L™ diferiu significativamente
da média do grupo controle, mas nao diferiu das demais concentracbes (Figura 2).
Assim, se for considerado apenas as concentracdes do sanitizante, independente dos
tempos de exposicdo, a concentracdo de 0,03 mL.L™ do sanitizante é suficiente para

obter reducéo de bactérias na dgua de peixes.
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Figura 2. Relacdo das concentracbes aplicadas do sanitizante e a populacdo de A.
hydrophila em amostras de dgua. Médias acompanhadas de letras iguais ndo

diferem entre si (p>0,05).

Em relacdo aos tempos de exposicOoes do sanitizante, ocorreu interagao
significativa (p<0,05), ou seja, o tempo interferiu na reducdo da populacéo de bactérias.
O tempo 60 minutos diferiu significativamente do tempo 0, mas nao se diferiu dos

tempos 20 e 40 minutos (Figura 3).
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Assim, o tempo minimo de exposicdo do produto para que ocorra reducdo da

populacdo de bactérias, sem considerar a interagdo com as concentracdes, € de 60

minutos.

A interacdo entre as concentracfes e 0s tempos de exposicdo ndo foi

significativa pelo teste de Tukey (p>0,05) (Tabela 6). Ainda assim, os resultados

observados quando utilizado o tempo 60 minutos de exposi¢cdo foram mais satisfatérios

do que os resultados apresentados por BERNARDES et al. (2003) que verificou uma
reducdo de 0,4 log UFC de A. hydrophila por mL de &gua de criacdo de peixes com a

utilizacdo do sanitizante biguanida polimérica na desinfeccdo dos tanques durante o

vazio sanitario. Estes mesmos autores nao verificaram reducdo na contagem da

populacdo de A. hydrophila presente na agua de criacdo dos peixes quando utilizado

6xido de célcio na proporcdo de 100 g.m? ou formaldeido a 5%.
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Tabela 6. Populagéo de A hydrophila (Logio UFC) no decorrer do tempo para as concentragoes
do sanitizante a partir de andlises microbioldgicas da agua de criacdo dos peixes.

Concentracéo Contagem de UFC de A. hydrophila no decorrer do tempo (minutos)

(mL.L™ 0 20 40 60
0,00 6,14 Aa 6,08 Aa 5,86 Aa 6,23 Aa
0,01 5,72 Aa 5,83 Aa 5,83 Aa 5,57 Aa
0,02 6,03 Aa 5,92 Aa 5,91 Aa 5,68 Aa
0,03 6,20 Aa 5,93 Aa 5,46 Aa 5,12 Bb

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma coluna
ndo diferem entre si (p<0,05).

No mapa perceptual da analise multivariada das amostras de agua (Figura 4) foi
possivel relacionar os fatores concentracdo e tempo de exposicdo e verificar a
correspondéncia entre eles. Quanto mais proximos os fatores, mais correspondentes
eles sdo. Assim, o circulo vermelho representa a forte correspondéncia entre o tempo
40 minutos e a concentracdo 0,03 mL.L™. A seta vermelha indica a correspondéncia
desses fatores a baixa concentracdo de UFC da bactéria A. hydrophila (em azul na
figura).

Da mesma forma, a baixa concentracdo de UFC de A. hydrophila também esta
correspondente ao tempo 60 minutos e & concentracéo de 0,02 mL.L™ do sanitizante.

Por outro lado, observa-se a correspondéncia entre a alta concentracdo de A.
hydrophila (em vermelho) com o grupo controle e com o tempo zero de exposicao,

concordante com os resultados obtidos a partir das andlises univariadas.
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5.4.2 Anélise microbioldgica da pele

niloticus) contaminada

Para a analise realizada na pele dos animais ocorreu interacdo significativa

(p<0,05) entre as concentracdes testadas e o numero de unidades formadoras de

colbnias (UFC) de A. hydrophila.

O nimero de UFC da bactéria na concentracdo de 0,01 mL.L™ do sanitizante ndo

diferiu do grupo controle. As concentracdes de 0,02 e 0,03 mL.L*" diferiram da

concentracdo de 0,01 mL.L™ e do grupo controle, mas ndo diferiram entre si (Figura 5),

sendo que a concentracdo de 0,02 mL.L™ reduziu a contagem para 1,24 log UFC.mL" e

a concentracdo de 0,03 mL.L ™ reduziu a contagem para 1,42 log UFC.mL™. Assim, 0,02

e 0,03 mL.L* do sanitizante tem o mesmo efeito na reducdo da populacdo de A.

hydrophila na pele das tilapias.
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Em relacdo aos tempos de exposicdo, a interacdo foi significativa (p<0,05).
Verificou-se no decorrer do tempo testado a agao continua do sanitizante (Figura 6).
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Figura 6. Relagéo dos tempos de exposicdo do sanitizante e a populagéo de A. hydrophila em
amostras de pele de peixe. Médias no gréfico acompanhadas de letras iguais ndo

diferem entre si (p>0,05).
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Em 20 minutos de exposicdo ocorreu reducdo de 0,32 logUFC.mL™ de A.
hydrophila e esta reducdo nédo foi considerada significativa em relagédo ao tempo zero.
Conforme algumas referéncias da literatura, a solucdo de glutaraldeido a 2% (principal
composto do sanitizante testado no presente estudo) utilizada como desinfetante de
materiais requer 20 minutos de exposicdo para efetivar o alto nivel de desinfeccéo
(WHO, 2004 apud ANVISA, 2007; MARTINDALE, 2007 apud ANVISA, 2007).

O tempo 60 minutos foi considerado superior na reducédo de A. hydrophila em
amostras de pele em relacdo aos demais tempos (reducéo de 0,91 logUFC.mL™). O
tempo 40 diferiu do tempo 0 (p<0,05) e reduziu de 0,53 logUFC.mL™ de A. hydrophila.

Assim, verificou-se que o tempo minimo de exposicdo do sanitizante necessario
para ocorrer reducdo significativa da populacdo de bactérias, independente da
concentracéao utilizada, foi de 40 minutos.

A interacéo entre as concentragdes do sanitizante e os tempos de exposicao foi
significativa (p<0,05) (Tabela 7).

Tabela 7. Populacdo de A hydrophila (Log UFC) no decorrer do tempo para as concentracoes do
sanitizante a partir de analises microbiol6gicas da pele dos peixes.

Concentracgdo Logio (UFC) de A. hydrophila no decorrer do tempo (minutos)
do (mg.L™) 0 20 40 60
0,00 5,03 Aa 5,06 Aa 5,11 Aa 5,28 Aa
0,01 4,92 Aa 4,95 Aa 5,01 Aa 4,98 Aa
0,02 4,97 Aa 4,72 ABa 4,53 BCb 3,98 Cb
0,03 4,98 Aa 4,68 ABa 4,36 BCb 3,89 BCb

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma coluna
ndo diferem entre si (p<0,05).

Na figura 7 verifica-se que a populacéo de bactérias do grupo controle manteve-
se constante até 40 minutos de exposi¢cdo e apds este periodo comegou a aumentar.
Talvez, este comportamento de aumento da populacdo de bactérias possa estar
associado ao estresse dos animais causado durante o periodo do experimento de
eficacia do produto e a adaptacdo da bactéria ao ambiente.

A alta densidade dos animais nas unidades experimentais e 0 manejo realizado

durante o experimento podem ter contribuido para causar 0 estresse e
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consequentemente, a diminuicdo da imunidade do animal. Segundo PAVANELLI, et al.
(1997) nessas condicbes, Aeromonas spp. apresentam uma capacidade patogénica
importante. Assim, por ser uma bactéria oportunista e estar presente em concentracées

relativamente altas durante o experimento, A. hydrophila pode ter se multiplicado.
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Figura 7. Relagé@o das concentragBes do sanitizante no decorrer dos tempos de exposicdo e a

populacédo de A. hydrophila em amostras de pele.

Na concentracdo de 0,01 mL.L* do sanitizante, ndo ocorreu diferenca
significativa entre os tempos (p>0,05), ou seja, o numero de bactérias ndo reduziu no
decorrer do tempo.

Na concentracdo de 0,02 mL.L™ ocorreu diferenca significativa entre os tempos
(p<0,05). Os tempos 40 e 60 minutos ndo diferiram entre si e diferiram dos demais
tempos (p<0,05). Assim, a exposicdo na concentracdo de 0,02 mL.L™ por 60 minutos foi
superior na reducédo da contagem de A. hydrophila (reducdo de 1,3 log UFC.mL™),
porém, a exposicdo por 40 minutos também reduziu significativamente (0,58 log
UFC.mL™) a populacéo de bactérias A. hydrophila em relagéo ao grupo controle.

Para a concentracdo de 0,03 mL.L™ ocorreu diferenca significativa entre os

tempos (p<0,05). Os tempos 40 e 60 minutos diferiram dos demais tempos e nédo
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diferiram entre si. Em 40 minutos de exposic&o, a reducéo foi de 0,75 log UFC.mL™ em
relacdo ao grupo controle e em 60 minutos foi de 1,39 log UFC.mL™.

Apesar de alguns estudos relatarem resisténcia de bactérias Gram-negativas a
produtos quimicos, principalmente, aos compostos de amoénias quaternarias (HEINZEL,
1988; RUSSELL et al. 1986), a utilizagcdo do sanitizante nas concentragdes 0,02 e 0,03
mL.L ™ durante 60 minutos reduziu até quase 1,5 log UFC.mL™,

A reducdo da populacdo de A. hydrophila observada no presente estudo é similar
ao estudo realizado por SUNDHEIM, et al. (1998), qual verificou reducéao de 1,5 a 2,0
log UFC de bactérias Pseudomonas spp em &gua utilizando 40 mg.L* aménia
quaternaria por 5 minutos em condic¢des de laboratorio.

O mapa perceptual (figura 8) mostrou correspondéncias que sdo concordantes
com a analise univariada. Observa-se forte associacédo entre altas concentracées de A.
hydrophila (em vermelho) e o grupo controle e também com o tempo zero de acao do

produto.

2,0

15

1,0
0,00 mUYEC:alto 60 min

0,5 zero min

0,0 0,01 gnl/l

-0,5

-1,0
20 hirc: medio
o o

-1,5
-15 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 15 2,0

Figura 8. Mapa perceptual das concentracdes do sanitizante, tempos de exposicdo e

concentracdes da populacdo de bactérias em amostras de pele de tilapia (O.

niloticus) contaminada artificialmente com A. hydrophila.
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Na sequéncia, médias concentracfes de A. hydrophila representadas na figura
por “UFC médio” (em verde) correlacionam-se fortemente com o tempo 20 minutos de
exposicao ao produto.

J& os valores baixos da concentracdo da bactéria, representados por “UFC
baixo” (em azul), ndo possuem fortes correspondéncias, mas podem ser associados as
concentracdes 0,02 mL.L™, 0,03 mL.L™ e ao tempo 60 minutos de exposicao.

No presente estudo, observa-se, portanto, que 0s tempos e as concentracdes
interferem positivamente na reducao da populacdo de bactérias A. hydrophila. Assim,
com a utilizagdo da maior concentragdo do sanitizante com o0 maior tempo de exposi¢cao
ocorreu maior reducao na populacdo de bactérias.

A partir observacdo das associacfes entre estes fatores no mapa perceptual e
da comparacdo entre as reducbes da populacdo de bactérias com a utilizacdo de
diferentes concentracdes do sanitizante testado no decorrer do tempo de exposicao,
observa-se que nao é interessante alterar o tempo de exposicdo avaliado. Neste caso,

a melhor opcao seria diminuir a concentracdo do produto e utilizar o tempo 60 minutos.

5.5 Confirmacé&o da espécie A. hydrophila

As amostras foram submetidas aos testes bioquimicos comprovaram que a
bactéria utilizada neste estudo era A. hydrophila.

As colbnias sugestivas de Aeromonas sp, coletadas das placas com agar
vermelho de fenol apresentaram-se amareladas, com halo transparente devido a
hidrolise do amido (agar vermelho de fenol). A cultura apresentou desenvolvimento em
meio TSA apds 24 horas de incubacéo a 28 °C e no teste de esfregaco com coloracgéo
pelo método Gram, foi observado que as culturas se apresentavam as caracteristicas
de bactérias Gram-negativas.

Em TSI as culturas apresentaram reagdo 4cida tanto na base como no bisel com
formacdo de gas. As amostras mantidas em TSA para crescimento foram submetidas

as provas da motilidade e apresentaram desenvolvimento em toda a extenséo do tubo.
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Ainda, nos testes de oxidase e catalase, as amostras foram positivas, com
caracteristica de esfregacos réseos e verificacdo de desprendimento de gas. Por meio
destes testes todas as culturas comprovaram ser do género Aeromonas.

Apés estes testes realizaram-se as demais provas bioquimicas para a
comprovagdo da espécie. Essas provas foram: hidrolise da esculina, producéo do
indol, descarboxilacdo da ornitina e producao de acetoina (VP) a partir da glicose. Todas

as culturas apresentaram resultados positivos, caracterizando a espécie A. hydrophila.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos conclui-se que:

O sanitizante composto por 15% de Glutaraldeido e 10% de Cloreto de dimetil
cocobenzil foi classificado como extremamente toxico para a tilapia (Oreochromis
niloticus), porém se utilizado na concentracdo de 0,02 mL.L? por 60 minutos de
exposicao, pode apresentar baixo risco de intoxicagdo ambiental.

A utilizacdo das concentracées 0,01, 0,02 e 0,03 mL.L™ de do sanitizante por 60
minutos de exposicdo € considerada segura para tilapias, independente do tamanho
dos peixes.

A utilizagdo do sanitizante promoveu reducéo significativa (p<0,05) de quase 1,5
log UFC de A. hydrophila por mL presente na pele dos peixes.

A utilizacdo do sanitizante na agua de criacdo de peixes na concentracdo de 0,02
mL.L™ ou 0,03 mL.L por 60 minutos de exposicdo foi mais eficaz na reducdo da

populacao de A. hydrophila da pele do peixe do que na agua de criacao.
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