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RESUMO

Todos os animais vivem em intima associagdo com micro-organismos que desempenham importantes
fungdes em seu desenvolvimento normal. Nos vertebrados, a mais populosa e complexa comunidade de
micro-organismos reside no trato intestinal. O intuito do estudo foi quantificar, classificar e verificar
morfologicamente a populagdo microbiana intestinal de duas importantes espécies de peixes de agua
doce, o curimbata (Prochilodus lineatus) e o cascudo cinza (Pterygoplichthys anisitsi). As amostras foram
coletadas por meio de raspagens da mucosa intestinal, diluidas seriadamente até 10, semeadas em placas
contendo agar soja tripticaseina (TSA) e agar chocolate (AC) para contagem de bactérias totais e
identificacdo morfologica por Gram, em aerobiose e em anaerobiose facultativa, respectivamente. As
contagens de bactérias totais mostraram resultados que variaram entre 10° e 10%ufc.mL™. Os tipos
morfolégicos encontrados foram cocos, leveduras e bastonetes Gram negativos e positivos. Estudos
adicionais sobre os padrdes de colonizagdo microbiana e a morfologia dos micro-organismos aderidos a
mucosa intestinal foram possiveis com o uso da microscopia eletronica de varredura (MEV), sendo
encontradas formas variadas de micro-organismos, tais como leveduras, formas cocoides e bacilares
flageladas e nédo flageladas. A microbiota intestinal do curimbata e a do cascudo cinza provaram ser
bastante diversas e populosas, com o predominio de micro-organismos Gram negativos.
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ABSTRACT

All animals exist in intimate associations with microorganisms that play important roles in the hosts’
normal development. In vertebrates, the most populous and complex community of microbes resides in
the digestive tract. The aim of this research was to morphologically quantify, classify and verify the
composition of intestinal microbiota of two species of freshwater fish, the Prochilodus lineatus and the
Pterygoplichthys anisitsi. The samples were collected by scrapings of intestinal mucosa, serially diluted
to 10, plated on tryptic soy agar (TSA) and chocolate agar (CA) for total bacterial counting and
morphological identification by Gram, in aerobiosis and facultative anaerobiosis conditions,
respectively. In the total bacterial counting results ranged between 10° to 10* cfumL™ The
morphological types found were cocci, yeasts and Gram negative and positive rods. Additional studies
about patterns of microbial colonization and the morphology of the adhered microorganisms to the
intestinal mucosa were possible using the scanning electron microscopy (SEM) and several forms of
microorganisms, such as yeasts, cocci and bacillary shapes flagellated and non-flagellated were found.
The intestinal microbiota of P. lineatus and P. anisitsi was diverse and populous, with a predominance of
Gram negative microorganisms.
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INTRODUCAO

Segundo Mansfield et al. (2010), nos animais
terrestres a complexa comunidade microbiana do
ambiente intestinal exerce importantes funcgdes
na digestdo, na exclusdo de patégenos e no
desenvolvimento e maturacdo do sistema imune.
As funcdes da microbiota intestinal dos peixes
ndo se encontram tdo bem estudadas como para
humanos e outros animais homeotérmicos
(Hovda et al., 2007).

Navarrete et al. (2010) afirmaram que, em
peixes, mesmo a microbiota intestinal ndo sendo
tdo populosamente densa tal como nos animais
terrestres e homeotérmicos, presume-se que ela
desempenhe funcgdes semelhantes na sadde e no
crescimento do hospedeiro, pois em contraste
com 0s animais terrestres 0s peixes possuem um
estreito contato com a microbiota ambiental,
devido ao habitat aquatico (Silva et al., 2005).

A microbiota residente confere muitos beneficios
para a fisiologia intestinal do hospedeiro, sendo,
portanto, um exemplo real de relagdo simbiética
(Hooper e Gordon, 2001). Alguns destes
beneficios incluem o metabolismo dos nutrientes
e de substratos organicos e a contribui¢do para o
fendmeno da resisténcia a colonizagdo. Esta
Gltima é a capacidade da comunidade bacteriana
do trato gastrointestinal de resistir a invasdo do
hospedeiro por micro-organismos estranhos
(Bauer et al., 2006). Para a aquicultura, novas
formulacBes dietarias utilizando componentes
bacterianos como probidticos podem
efetivamente combinar nutricdo reforcada com
profilaxia de doencgas, ao diminuirem a carga
bacteriana, seja por exclusdo competitiva ou pela
producdo de substdncias inibidoras, podendo
ainda estimular o sistema imunol6gico, além de
produzirem enzimas digestivas suplementares
(Verschuere et al., 2000).

Os peixes detritivoros desempenham importante
papel nos ecossistemas onde vivem, atuando na
fase de pré-mineralizacdo da matéria organica
presente no lodo, tornando-a mais facilmente
degradavel pelos micro-organismos ambientais,
acelerando, dessa forma, a reciclagem de
nutrientes (Lowe-MacConnel, 1999). Segundo
Agostinho (1997), estes peixes podem atuar,
ainda, na depurag@o de cursos d’agua sujeitos a
poluicdo orgéanica, bem como no aumento da
producédo secundaria dos mananciais.
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O género Prochilodus é encontrado nos sistemas
hidrologicos sul-americanos, e o Prochilodus
lineatus é um tele6steo detritivoro que esta
amplamente distribuido nos rios do sudeste
brasileiro. Alguns exemplares desta espécie
podem atingir 75cm de comprimento e 8,0kg de
peso (Godoy, 1975; Nachi et al., 1998). Sua
ampla distribuicdo pelos rios brasileiros faz com
que esta espécie constitua uma importante fonte
de proteina animal para consumo humano
(Galdiolli et al., 2002). Além disso, estes peixes
contribuem para o equilibrio do ecossistema
fluvial, devido as caracteristicas notaveis de sua
biologia, como, por exemplo: (1) a produgéo de
um grande nimero de descendentes por ciclo
reprodutivo (Cemig/Cetec, 2000), os quais
servem de alimento para outras espécies da
cadeia alimentar; (2) seu héabito alimentar
detritivoro os leva a ndo  constituirem um
competidor alimentar com as demais espécies
mais exigentes nutricionalmente, fazendo com
que sejam considerados como um consumidor
primario na cadeia alimentar (Nachi et al., 1998).

O Pterygoplichthys anisitsi, conhecido também
como cascudo cinza, ¢ um loricariideo de porte
grande, com comprimento total e massa corpdrea
alcangando, aproximadamente, 50cm e 900g,
respectivamente (Weber, 1992; Cruz et al. 2009).
E uma espécie com ocorréncia na América do
Sul, nas bacias do rios médio e alto Parand, do
Paraguai e do Uruguai (Langeani e Aradjo, 1993;
Cruz et al. 2009). O cascudo cinza é apreciado
como alimento em algumas regides do pais, e 0s
exemplares menores deste género sdo utilizados
para fins ornamentais, conhecidos como “limpa-
vidros”, por se alimentarem do lodo que se
acumula nas paredes do aquario (Cemig/Cetec,
2000). Por terem uma dieta detritivora (algas do
perifiton e detritos), possuem os intestinos muito
longos e enovelados, otimizando a digestdo dos
alimentos (Cemig/Cetec, 2000), podendo chegar
a cerca de 15 vezes o comprimento do corpo
(Nakatani et al., 2001).

Diante do exposto, P. lineatus e P. anisitsi foram
escolhidos para este estudo devido as suas
promissoras perspectivas para criagdo comercial
e as limitadas informagdes sobre 0os componentes
microbianos do ambiente intestinal quando esses
peixes sdo criados em cativeiro. Sabe-se que
alguns géneros bacterianos, a0 mesmo tempo em
que podem estar relacionados a geragdo de
enfermidades no préprio plantel, podem também
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causar doencas de veiculacdo alimentar aos
consumidores humanos ou animais, gerando ndo
somente um problema de sanidade aquicola, mas
também de salde publica, o que pode
comprometer negativamente a sustentabilidade
socioecondmica da atividade.

MATERIAL E METODOS

A metodologia adotada para o desenvolvimento
desta pesquisa foi aprovada pela Comissdo
de Etica e Bem-Estar Animal (CEBEA) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Jaboticabal-SP, sob o protocolo n° 0016207-08.

No periodo de janeiro a abril de 2009, foram
capturados 11 exemplares adultos de P. lineatus
com comprimento total (CT) variando entre
39,8+1,42cm e massa corporal (MC) com valores
entre 1,007+0,11kg e 11 espécimes adultos de P.
anisitsi com CT de 36,1+4,07cm e MC entre
0,350+0,12kg, provenientes dos viveiros do
Centro de Aquicultura da Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Jaboticabal — SP, Brasil.
Apoés a captura, os peixes foram mantidos em
jejum alimentar por 24 horas em tanques de
alvenaria de 1000L, providos com aeracdo
constante e abastecimento continuo de &gua.

As analises microbioldgicas foram realizadas no
Laboratdério de Microbiologia do Departamento
de Patologia Veterinaria da UNESP, Jaboticabal,
SP.

Os dados referentes as condi¢Ges ambientais dos
tanques foram aferidos nas datas das coletas. A
temperatura da &gua, o oxigénio dissolvido e a
saturacdo de oxigénio foram medidos em
oximetro digital (Modelo YSI 550 A), enquanto
o pH e a condutividade o foram em
condutivimetro digital multipardmetro (Modelo
YSI 63). A alcalinidade total e a concentragéo de
amonia foram obtidas pelo método de Golterman
et al. (1978).

Os peixes foram eutanasiados por prolongamento
do plano anestésico, e o trato digestorio
removido assepticamente por meio de uma
incisdo longitudinal na cavidade celoméatica. O
trato intestinal foi separado dos demais
componentes do tubo digestivo e individualizado
em trés diferentes regides: inicial, média
e final. A delimitacdo das regifes intestinais foi
baseada na localizagdo anatdmica topografica do
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segmento, pela presenca ou ndo de digesta e pelo
aspecto morfolégico das pregas da mucosa,
seguindo a metodologia de Bértin (1958). As
regides intestinais foram abertas assepticamente
e, quando necessario, enxaguadas com solugao
salina fisioldgica estéril.

Para o cultivo microbiano, foram realizadas
raspagens das mucosas das referidas regides
intestinais com swabs, que foram acondicionados
em tubos de ensaio contendo solucdo salina
fisiologica, sendo, entdo, submetidas a diluicdes
seriadas na propor¢do de 1:10 na mesma solugdo
até 10™. Aliquotas de 1,0mL de cada diluicdo das
amostras foram semeadas pour plate em
duplicata.

Para o crescimento microbiano foram utilizados
dois meios de cultura: agar soja tripticaseina
(TSA) (TSA — Tryptic Soy Agar — Merck®,
Darmstadt, Alemanha) para incubacéo aerébia e
agar chocolate (AC) (NA — Nutriente Agar —
Himedia®, Mumbai, india - acrescido com 7% de
sangue ovino) para incubagdo em anaerobiose
facultativa.

As placas semeadas em meio de AC foram
acondicionadas em jarras de anaerobiose com
atmosfera modificada constituida por: 10% de
dioxido de carbono (CO,), 80% de nitrogénio
(Ny) e 10% de oxigénio (O,) e incubadas por
48 - 72 horas em estufa a 25° C. As placas
semeadas em meio de TSA foram incubadas
aerobicamente sob as mesmas condigdes por 24
— 36 horas.

A leitura das placas foi realizada por meio de
contagem das coldnias e determinagdo das
ufc.mL™? (unidades formadoras de coldnias)
pela média aritmética das duplicatas. Na
quantificacdo foram consideradas somente as
placas que apresentaram entre 30 e 300 ufc.
Os dados obtidos foram posteriormente
analisados pelo programa estatistico SAS
(Statistic Analysis System), versdéo 9.1. O
delineamento estatistico foi realizado em blocos
casualizados, considerando-se como tratamento
as trés regibes intestinais, e como blocos os dias
das coletas. Os valores obtidos na contagem de
bactérias intestinais totais foram submetidos a
analise de varidncia a um nivel de 5% de
probabilidade. Nos casos em que houve
diferenca significativa, foi aplicado o teste de
Tukey (0=5%).
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Foram selecionadas duas placas de cada dilui¢o,
sendo que em cada placa foram escolhidas ao
acaso e individualizadas 30 colénias com
morfologias variadas para identificacdo por
Gram e também para que pudesse ser realizada
uma estimativa sobre os tipos morfoldgicos de
micro-organismos para cada regido intestinal
analisada. Para exprimir os resultados, foram
feitos calculos das frequéncias absolutas e
relativas da ocorréncia de cada tipo morfoldgico.

Para a analise morfologica da microbiota
intestinal utilizando-se a MEV, dois peixes
adultos de cada espécie foram submetidos a
jejum alimentar durante 24 horas e eutanasiados
da mesma maneira descrita para a microbiologia.

O tubo digestivo foi retirado e o trato intestinal
separado dos demais componentes. Os
intestinos foram individualizados em trés
diferentes regides: inicial, média e final,
seguindo-se as mesmas orientacbes da parte
microbioldgica. Fragmentos de cada regido
foram coletados, fixados em Karnovsky
modificado (paraformaldeido 8% + glutaraldeido
2,5%) por 48 horas, lavados em tampéo fosfato
de sddio a 0,1M pH 7,4, pés-fixados em solugdo
aquosa de tetroxido de dsmio a 1%, lavados
novamente em tampédo e desidratados em série
com concentragBes crescentes de etanol. As
amostras foram, entdo, submetidas ao secador de
ponto critico com CO, liquido (Modelo BAL-

TEC), montadas em suportes de cobre,
metalizadas com ouro (Modelo DENTON
VACUM DESK 1) e eletronmicrografadas em
microscopio eletrénico de varredura (Modelo
JEOL - JSM5410).

RESULTADOS

As variaveis fisicas e quimicas da agua
dos tanques de permanéncia dos peixes
durante o periodo de jejum durante as
amostragens foram: temperatura, oxigénio
dissolvido, pH, condutividade, alcalinidade
total e ambdnia. Os valores obtidos foram,
respectivamente: 22,19+1,88°C, 8,09+0,55mg/L,
8,55+0,24, 171+22,01uS, 138,2+20,04mg/L e
94,35+38,00ug/L.

Os resultados quantitativos da populagéo
microbiana intestinal total das trés regides
intestinais estudadas para P. lineatus e para P.
anisitsi foram da ordem de 10% e 10* ufe.mL™ .
Os dados referentes a contagem de bactérias
intestinais totais obtidos para P. lineatus e para
P. anisitsi estdo apresentados na Tab. 1.

A Tab. 1 mostra que as contagens de bactérias
intestinais  totais  (ufc.mL™) nas regides
analisadas foram crescentes do inicio para o final
do intestino para ambas as espécies de peixes
estudadas, tanto em cultivos aerdbios (TSA)
quanto em cultivos anaerdbios facultativos (AC).

Tabela 1. Contagem de bactérias totais aerdbias (TSA) e anaerébias facultativas (AC) em ufc.mL™ para
1,0mL dos raspados de cada regido intestinal analisada para P. lineatus e P. anisitsi

Contagem Regido intestinal
Espécie Meio ufe.mL?t
( ) Inicial (1)* Média (2)* Final (3)*
P. lineatus
TSA ufe.mL? 10,94+0,19x10°¢ 11,47+0,18x10%8 12,40+0,86x10°*
AC ufe.mL? 9,46+0,57x10°%C 9,84+0,50x10°% 10,45+0,47x10°*
P. anisitsi
TSA ufe.mL? 10,95+0,78x10%¢ 11,54+0,78x10%® 13,47+0,85x10**
AC ufe.mL? 9,29+0,73x10°%C 10,10+0,51x10°8 10,6620,29x10°*

*MédiatDesvio-padrdo. TSA: Tryptic Soy Agar. AC: 4gar chocolate. As médias seguidas por letras mailsculas nas

linhas diferem entre si (Tukey, 0=0,05).

Com relagdo aos tipos morfolégicos de micro-
organismos encontrados nas trés diferentes
regides intestinais para as duas espécies de
peixes estudadas, nas placas incubadas em TSA
cresceram cocos Gram positivos, leveduras e
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bastonetes Gram positivos e negativos. Ja nas
placas incubadas em AC, houve o crescimento de
cocos Gram positivos e de bastonetes Gram
positivos e negativos.
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As frequéncias absolutas e relativas de
ocorréncia destes micro-organismos nas trés
regides intestinais analisadas para cada uma das

espécies de peixes em estudo e para cada tipo de
meio de cultura utilizado sdo apresentadas na
Tab. 2.

Tabela 2. Frequéncia absoluta (fa) e relativa (fr) de ocorréncia dos tipos morfologicos de
micro-organismos identificados por Gram nas trés regides intestinais analisadas para P. lineatus e P.

anisitsi

Gram (+) ou (-)
Bacilos (+) Bacilos (-) Cocos (+) Leveduras (+)
Espécie Meio N Intestino  fa(n) fr%  fa(n) fr% fa(n) fr% fan) %
30 Inicial 11 36,7 13 433 6 20,0 0 0,0
TSA* 30 Médio 9 30,0 17 56,7 4 13,3 0 0,0
P. 30 Final 6 20,0 21 70,0 1 3,3 2 6,7
lineatus 30 Inicial 1 3,3 14 46,7 15 50,0 0 0,0
AC** 30 Médio 0 0,0 27 90,0 3 10,0 0 0,0
30 Final 4 13,3 12 40,0 14 46,7 0 0,0
30 Inicial 7 23,3 16 53,3 2 6,7 5 16,7
TSA* 30 Médio 4 13,3 17 56,7 5 16,7 4 13,3
P. 30 Final 3 10,0 24 80,0 3 10,0 0 0,0
anisitsi 30 Inicial 4 13,3 23 76,7 3 10,0 0 0,0
AC** 30 Médio 6 20,0 17 56,7 7 233 0 0,0
30 Final 4 13,3 23 76,7 3 10,0 0 0,0

*TSA: Tryptic Soy Agar. ** AC: agar chocolate.

Observando-se a Tab. 2, nota-se a predominancia
da microbiota Gram negativa, tanto em aerobiose
guanto em anaerobiose facultativa. A microbiota
Gram positiva foi representada majoritariamente
pelas formas cocoides e bacilares, seguidas pelas
leveduras, que apresentaram uma frequéncia
relativamente baixa de ocorréncia frente aos
demais micro-organismos.

Os bastonetes Gram  positivos tiveram
morfologias diversas, variando entre formas
afiladas e alongadas, curtas e grossas,
esporuladas ou ndo esporuladas. Com relagéo aos
bastonetes Gram negativos, foram notadas
formas alongadas e finas, curtas e grossas,
sem esporos. Os cocos predominaram em
arranjos triangulares (estafilococos) e lineares

(estreptococos), sendo observadas também
coldonias de cocos isolados. As leveduras
apresentaram suas formas tipicas, ou seja,

ovaladas e alongadas com formagéo de esporos
arredondados.

Nas placas de cultivo anaerobio facultativo em
AC, uma consideravel porcentagem das colonias
de cocos Gram positivos (55% para P. lineatus e
10% para P. anisitsi), de bastonetes Gram
negativos (20% para P. lineatus e 53% para P.
anisitsi) e de bastonetes Gram positivos (21%
para P. anisitsi) formou ao seu redor halos de
hemolise com didmetros variaveis, sendo este um
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fendmeno indicativo de fundamental relevancia
nos processos patogénicos nos hospedeiros, que
tanto podem ser o proprio plantel de peixes como
0s consumidores deste pescado.

As eletronmicrografias de varredura mostraram
os diferentes tipos morfolégicos de micro-
organismos aderidos a superficie mucosa e 0s
padrdes de colonizacdo das regiBes intestinais
analisadas para as duas espécies de peixes.
Tanto para P. lineatus quanto para P. anisitsi,
as eletronmicrografias de varredura da superficie
mucosa das regifes intestinais estudadas
mostraram a presenca predominante das formas
cocoides e de leveduras, constando também as
formas bacilares, flageladas ou néo.

Alguns exemplares dos diferentes morfotipos de
micro-organismos encontrados em cada uma das
regides intestinais de P. lineatus analisadas
podem ser vistas na Fig. 1: A, B, C, D, E e F.
Nas eletronmicrografias de varredura A e B, que
representaram a regido intestinal inicial, houve
a predominadncia das formas cocoides e
leveduriformes. Na regido intestinal média, as
eletronmicrografias C e D, além das formas
cocoides e leveduriformes, mostraram também
formas bacilares ndo flageladas esparsas. Na
regido intestinal final, nas eletronmicrografias E
e F, destacaram-se as formas bacilares flageladas
unipolares, dentre outros morfotipos ja citados.
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Figura 1. A, B, C, D, E e F. Eletronmicrografias de varredura do trato intestinal de P. lineatus. A e B.
Regido inicial: leveduras (estrelas) e formas cocoides (linhas). C e D. Regido média: formas cocoides e

bacilares esparsas e de leveduras (estrelas). E e F. Regido final: leveduras (estrelas), formas cocoides
esparsas e elementos bacilares ndo flagelados (circulo) e flagelados (ponta de seta).

Para P. anisitsi, a Fig. 2: A, B, C, D, Ee F basicamente a ocorréncia das formas cocoides e
mostrou as diferentes morfologias dos micro- leveduriformes, para as trés regifes intestinais
organismos encontrados nas regides intestinais analisadas.

estudadas. As eletronmicrografias mostraram
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Figura 2. A, B, C, D, E e F. Eletronmicrografias de varredura do trato intestinal de P. anisitsi. A e B.
Regido inicial: leveduras (estrelas) e formas cocoides esparsas. C e D. Regido média: elementos cocoides
(linhas) e leveduras (estrelas). E e F. Regido final: leveduras (estrelas), formas cocoides e de elementos
bacilares.

DISCUSSAO incluindo peixes (Boyd, 1990 e Sipalba-Tavares,
1995).
Os dados obtidos que denotaram a qualidade
hidrica dos tanques de permanéncia dos peixes As populagbes de micro-organismos foram
durante o periodo de jejum encontraram-se crescentes do inicio ao final do intestino, sendo
inclusos nos valores compativeis com a que as maiores concentracBes destes foram
sobrevivéncia de  organismos  aquaticos, encontradas nas amostras obtidas das regides
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intestinais finais para ambas as espécies,
independentemente dos meios de cultura e das
condicbes de incubacdo. Os resultados da
contagem da populagdo microbiana intestinal
total foram da ordem de 10° e 10* ufc.mL™. Nos
trabalhos de Silva et al. (2005) e de Lima et al.
(2006), as contagens encontradas foram da
ordem de 10° e 10°, respectivamente. As
contagens de bactérias intestinais totais no
trabalho de Al-Harbi e Uddin (2005) atingiram
valores entre 10" e 10°. Contudo, nestes estudos
foram coletadas amostras do contetdo intestinal
utilizando-se a maceracdo das alcas intestinais
como um todo e ndo apenas do material obtido
de raspados da mucosa, fato que poderia
mascarar a quantificacdo de bactérias autoctones
aderentes pela contaminacdo por micro-
organismos transientes ou aloctones.

Contagens globais realizadas em diferentes
regides intestinais (intestino inicial, médio e
final) por Olsen et al. (2005) e Refstie et al.
(2006) revelaram contagens da ordem de 10° e
10° para bactérias autoctones aderentes, fato que
corroborou 0s dados obtidos neste trabalho.
Neste caso, seria de relevante importancia
lembrar que condigdes de estresse (Olsen et al.,
2005), estagio reprodutivo (Silva et al., 2005),
idade (Bates et al., 2006), mudangas abruptas na
dieta bem como a adi¢do de certos componentes
nesta exerceram influéncias muitas vezes
negativas sobre a densidade populacional na
microbiota intestinal, com alteracfes também nos
géneros dos micro-organismos componentes dela
(Ringo e Olsen, 1999; Ringo et al., 2002; Refstie
et al., 2006).

No entanto, o intuito da presente pesquisa foi
apenas realizar uma checagem dos niveis
populacionais e também qualificar os
componentes da microbiota intestinal dos peixes
em condi¢gBes normais de criacdo em viveiros
escavados, sem testar os efeitos de novas dietas
ou de ingredientes especificos ou, ainda, de
medicamentos sobre a composic¢do da microbiota
intestinal.

Em contraste com os vertebrados terrestres, os
peixes apresentam um contato muito estreito com
a microbiota ambiental devido ao ambiente
aquatico e ao fato de os micro-organismos
presentes na dgua influenciarem a microbiota do
intestino do hospedeiro e vice-versa (Silva
et al., 2005; Meurer et al., 2006). Segundo
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Toranzo et al. (1989), as bactérias mais bem
adaptadas a vida no solo e agua pertencem aos
géneros Bacillus e Pseudomonas, micro-
organismos bacilares aerébios Gram positivos
e Gram negativos, respectivamente. Porém,
outros  grupos podem  estar  presentes
em 4gua doce, incluindo membros da
familia Enterobacteriaceae e géneros como
Flavobacterium,  Acinetobacter, Moraxella,
Aeromonas, que sdo bacilos Gram negativos,
podendo conter também 0s micro-organismos
cocoides e Gram positivos, tais como 0s géneros
Micrococcus, Staphylococcus e Streptococcus.
Dentre estas familias e géneros, ha bactérias com
potencial patogénico varidvel, sendo que, em
culturas com agar sangue, estas formaram halos
de hemdlise, fato que corroborou os resultados
obtidos nas placas cultivadas em agar chocolate,
indicando a presenca de bactérias patogénicas, ja
que se formaram halos de hemodlise com
diferentes didmetros.

No presente trabalho, de uma maneira geral,
foram identificados pela técnica de Gram micro-
organismos Gram positivos, que se coraram em
roxo-azulado, e Gram negativos, que assumiram
a coloragdo vermelho-résea. Os morfotipos
encontrados foram cocos, leveduras e bastonetes.
Na categoria dos micro-organismos Gram
positivos, estiveram locados o0s elementos
cocoides, bacilares e as leveduras. Silva et al.
(2005) relataram a ocorréncia de leveduras com
frequéncia relativamente baixa no intestino de
Prochilodus argenteus, fato que corroborou
0os dados encontrados neste estudo. No
entanto, segundo Gatesoupe (2007), algumas
substancias extraidas de leveduras, como, por
exemplo, as B-glucanas, podem ser usadas
como imunoestimulantes, e, mais recentemente,
leveduras vivas podem ser usadas
como probidticos, podendo ter implicacdes
significativas na salde dos peixes. Na presente
pesquisa, as formas bacilares destacaram-se no
grupo das bactérias Gram negativas. O perfil da
microbiota em pisciculturas de agua doce é
predominantemente constituido por bactérias
Gram negativas. Miranda e Zemelman (2002), ao
avaliarem a diversidade da microbiota bacteriana
em diferentes fazendas chilenas de salmdo de
agua doce, constataram que a microbiota
predominante das fazendas foi constituida por
bactérias Gram negativas.
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A adesdo bacteriana é um fendmeno de interacdo
célula-superficie, e esta propriedade a faz ideal
para as analises em MEV (Knutton, 1995; Ringo
et al., 2003). A MEV apresenta a vantagem, ao
contrario da  microscopia  eletrbnica de
transmisséo, de possibilitar o exame mais rapido
das bactérias aderentes colonizadoras e de areas
mais extensas da superficie celular (Ringo et al.,
2003).

As eletronmicrografias de varredura mostraram a
diversidade dos micro-organismos encontrados
na superficie da mucosa das diferentes regides
intestinais analisadas. Nestas, foram encontrados
com maior frequéncia  micro-organismos
cocoides e leveduriformes. A predominante
presenca de bactérias cocoides também foi
relatada no trabalho de Ringo e Olsen (1999) e
Ringo et al. (2002). Austin e Al-Zahrani (1988)
relataram dificuldades na deteccdo da presencga
de leveduras e fungos pela MEV no trato
gastrointestinal de peixes. No entanto, nesta
pesquisa, as leveduras foram detectadas com
relativa facilidade em MEV, sendo inclusive
predominantes nas regides intestinais iniciais.

Com relagdo as formas bacilares flageladas
unipolares encontradas nas regifes intestinais
finais do P. lineatus, estas podem bem
corresponder as bactérias do género Aeromonas
spp., visto ser este género predominante em
ambientes de agua doce e na microbiota de
peixes, cuja morfologia apresenta flagelos
unipolares, conferindo-lhes motilidade (Boijink e
Branddo, 2001; Ringo et al., 2002). No entanto,
como mencionado anteriormente, estudos e testes
adicionais serdo necessarios para comprovagdo
dos géneros destes micro-organismaos.

CONCLUSAO

Diante dos resultados, concluiu-se que a
microbiota intestinal do P. lineatus e a do P.
anisitsi nos termos morfologicos e quantitativos
mostraram ser bastante diversas e populosas,
predominando a microbiota Gram negativa.
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