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RESUMO

Os elasmobranquios constituem o grupo de vertebrados mais ameagados do planeta. Embora a
maioria dos estudos enfatizem este cenario em funcéo da sobrepesca motivada pela exploragdo
dos seus subprodutos, ha varios tipos de impactos antropicos que estdo em evidéncia e sao
estudados por meio da aplicacdo de metodologias emergentes. Essas sdo baseadas nos enfoques
sobre a conservacdo da biodiversidade e até mesmo da compreensdo dos processos de
contaminacgdo, na descri¢do dos contaminantes e o suas implicacdes metabodlicas. Apesar da
insipiéncia de estudos que tem mostrado as alteracfes na configuracdo original dos habitats
naturais pelos processos de urbanizacdo, esta linha de investigacdo tem grande potencial de
crescimento, pois podem variar desde os efeitos da supressdo de manguezais, aterramentos,
mudancas na dindmica hidrica local até as consequéncias ocasionadas pela poluicéo
provenientes de descarga de efluentes domesticos e industriais. No estado do Maranhéo,
precisamente na llha de S&o Luis, a dinamica do processo de urbanizagdo ao longo de quatro
décadas tem mostrado uma notdria transformacao que se inicia com a implementacao do distrito
industrial, instalagcdo de um amplo complexo portuério e com construcéo civil para a edificagdo
centenas de milhares de imdveis. Desta forma, a presente Dissertacdo de Mestrado se preocupou
em gerar um Baseline sobre a microbiota associada aos Elasmobranquios do Litoral Amazonico
Brasileiro, pois corresponde a um assunto com grande relevancia global mediante a velocidade
em que os ambientes estdo se alterando e pelo fato de que os microrganismos apresentam um
ciclo de vida curto, periodo geracional resultante da reproducéo extremamente rapida e grande
potencial de mutagcdo, que podem ser usados como sentinelas no acompanhamento das
mudancas ambientais. Para isso, foram desenvolvidos trés estudos envolvendo uma revisdo
cientométrica e dois estudos inéditos que amostraram 0s elasmobranquios no Golféo
Maranhense. O primeiro capitulo constou de uma revisdo de estudos cientificos publicados nas
ultimas duas décadas sobre a associacdo da microbiota de Elasmobranquios, geralmente
compostas por bactérias e/ou fungos, que mostrou qudo o assunto ainda € globalmente
incipiente e pode se tornar muito preocupante face as mutagdes dos microrganismos quanto a
resisténcia a alguns farmacos. O segundo capitulo realizou uma investigacdo quanto a
composicdo bacteriana da microbiota entérica de tubardes e raias capturados no Golfédo
Maranhense, engquanto o terceiro capitulo descreveu a composicdo da microbiota flngica de
tubardes e raias comercializadas em supermercados ou mercados publicos da llha de Sdo Luis
enfatizando a preocupacdo com a seguranca alimentar. Os resultados dessa Dissertacdo de
Mestrado revelam que existe uma grande preocupagdo com a mudanga ambiental, com aumento
potencial da resisténcia dos micro-organismos e a preocupagao com a combinacdo destes dois
fatores na geracdo de complicagdes nos tratamentos no futuro, bem como a necessidade de
maior controle higiénico-sanitario na cadeia produtiva dos recursos pesqueiros. Pois, a maioria
das bactérias encontradas nos elasmobranquios aqui estudados sdo registradas pela primeira vez
e alguns géneros de fungos identificados sdo produtores de micotoxinas e doencas a seres
humanos.

Palavras-chave: Tubardo. Raia. Bactéria. Fungo. Seguranca de alimentos.



ABSTRACT

Elasmobranchs constitute the most endangered vertebrate group around world, although most
studies emphasize this scenario due to overfishing motivated by the exploitation of their by-
products, there are several types of anthropogenic impacts that are in evidence and are studied
through the application of methodologies emerging, approaches on biodiversity conservation
to those dedicated to understanding the contamination processes in the description of
contaminants and their metabolic implications. Despite the insipience of studies that have
shown changes in the original configuration of natural habitats by urbanization processes, this
line of research has great potential to growth, as they can vary from the effects of suppression
of mangroves, landfills, changes in local water dynamics to the consequences caused by
pollution from discharges of domestic and industrial effluents. In the state of Maranh&o,
precisely on the island of S&o Luis, the dynamics of the urbanization process over four decades
has shown a notable transformation that begins with the implementation of the industrial
district, installation of a large port complex and civil construction for the building hundreds of
thousands of properties. Thus, this Master Science Thesis was concerned with generating a
Baseline on the Elasmobranch-associated microbiota of the Brazilian Amazon Coast, as it
corresponds to a subject with great global relevance due to the speed at which the environments
are changing and the fact that the microorganisms have a short life cycle, generational period
resulting from extremely fast reproduction and great mutation potential, which can be used as
sentinels in environmental monitoring. For this, three studies were developed involving a
scientometric review and two unpublished studies that sampled elasmobranchs in the Gulf of
the Maranhdo. The first chapter consisted of a review of scientific studies published in the last
three decades on the Elasmobranch-associated microbiota, usually composed of bacteria and/or
fungi, which showed how the subject is still globally incipient and can become very worrying
due to mutations of microorganisms regarding resistance to some drugs. The second chapter
conducted to investigation into the bacterial composition of the enteric microbiota of sharks
and batoids captured in the Gulf of the Maranh&o, while the third chapter described the
composition of the fungal microbiota of sharks and batoids commercialized in supermarkets or
public markets on the Maranhéo Island, emphasizing the concern with food safety. The results
of the Master Science Thesis reveal that there is great concern about environmental change,
with increased potential resistance of microorganisms and concern about the combination of
these two factors in the generation of complications in treatments in the future, as well as the
need for greater hygienic control -sanitary in the productive chain of fisheries resources.
Because most of the bacteria found in the elasmobranchs studied here are registered for the first
time and some genera of fungi identified are producers of mycotoxins and diseases to human
beings.

Keywords: Sharks. Batoids. Bacteria. Fungi. Safety food.
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1 APRESENTACAO

Nos Ultimos anos muitos estudiosos tém se preocupado em compreender 0s mecanismos
de contaminacdo em ambientes aquaticos e suas implicacGes a saude humana (CARDOSO et
al., 2012). As principais vias de contaminagdo e polui¢do de corpos d’agua provém das proprias
atividades humanas, que podem ter origem em diferentes setores de producéo, a saber o setor
primario tém apresentado enormes catastrofes ambientais no tocante das atividades de
mineracdo (ANDRADES et al.,, 2020a; BITTARELLO et al.,, 2020), prospeccdo de
combustiveis fosseis (DE OLIVEIRA et al., 2020) e agronegocios (NASRALA NETO,
LACAZ e PIGNATI, 2014); o setor secundario por meio do refugo de atividades industriais
que atingem ambientes aquéaticos e leng6is freaticos devido a deficiéncia de sistemas de
tratamento de rejeitos; por fim o setor terciario que por meio dos bens de servico tem promovido
alteracbes diretas na paisagem (ANDRADES et al., 2020b;) e nos ecossistemas
(GONGCALVES et al., 2020).

Dentre os contaminantes globais e emergentes em pesquisas cientificas podemos
destacar a presenca de hormonios e antibioticos em ambiente aquaticos provenientes de
farmacos metabolizados por humanos e animais, somados a inoperancia ou auséncia dos
servicos de saneamento béasico (e.g. sistemas de tratamento de aguas) e aos descartes realizados
pelos domicilios e hospitais (LANDRIGAN et al., 2020). Assim, uma das maiores
preocupacles das mudancas ambientais causadas pela contaminacdo e poluicdo estd voltada
para o langcamento de substancias com atividade mutagénicas que podem alterar geneticamente
comunidades microbianas ao ponto de deixa-las altamente resistentes aos farmacos ou alterando
suas relacdes ecoldgicas com os demais organismos aos quais estdo associadas (NOGALES et
al, 2011; CARDOSO et al., 2012).

A resisténcia bacteriana aos antibidticos encontrados em ambientes aquaticos pode
provocar alteracdes ecoldgicas para um estado de patogenicidade, consistindo em um grande
problema de saude publica, coletiva e ambiental (CARDOSO et al., 2012; MARTINEZ, 2008).
A resisténcia antimicrobiana ¢ um fendmeno natural, causada por diversos fatores (e.g.
inativacdo do antibidtico, modificacdo ou transmissdo do alvo de atuacdo do antibiotico,
seletividade da membrana) (TAVARES, 2002). Cepas bacterianas tém mostrado um aumento
da resisténcia para a maioria dos farmacos usados para tratamento de doencas infecciosas, 0
que torna esse problema ainda mais perigoso para a saude humana (WHO, 2020).

Portanto, os eventos sucessivos de manejo inadequado de efluentes domésticos e
industriais além de contribuir para a contaminacdo dos ambientes aquaticos também tém

impactado diretamente a comunidade microbiana, que por muitas vezes sdo associados aos


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Landrigan+PJ&cauthor_id=33354517
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recursos pesqueiros (ABESSA et al., 2012). Os Elasmobrénquios (tubarfes e raias) possuem
naturalmente uma microbiota associada representada por bactérias e fungos (BANG et al.,
2018). Contudo a composicao dessa comunidade microbiana pode sofrer alteracdo em funcao
da descarga de contaminantes e poluentes por meio dos tratamentos de efluentes ineficientes, a
qual também contribui para o surgimento de micro-organismos resistentes (BAQUERO;
MARTINEZ; CANTON, 2008; ROCHA; KLIGERMAN; OLIVEIRA, 2019). Desse modo,
guando se consome alimentos contaminados por bactérias e fungos patogénicos pode-se
adquirir sérias consequéncias na saude, desde uma simples infeccéo intestinal ou até mesmo a
morte do individuo.

Por outro lado, os trabalhos publicados sobre a microbiota associada a Elasmobranquios
ainda sdo escassos, pois 0 conhecimento sobre essea assunto é reduzido por se tratar de um
assunto globalmente emergente. Normalmente os estudos existentes relatam a microbiota
composta por algumas bactérias e fungos associados ao intestino, cavidade oral e pele de poucas
espécies (TAO; BULLARD; ARIAS, 2014; UNGER et al., 2014; FERNANDO et al., 2015;
DOANE et al., 2017; JUSTE-POINAPEN et al., 2019).

Diante do exposto, essa dissertacdo propde realizar um baseline sobre a composicéo da
microbiota (bactérias e fungos) associada as raias e aos tubardes do Litoral Amazénico
Brasileiro. O estudo possui uma importéancia significativa tanto para compreender a relacdo
ecoldgica existente entre hospedeiro e micro-organismo, quanto para avaliar a qualidade
microbioldgica da carne desses animais, visto que esses peixes sdo fonte de alimento e possuem

uma alta taxa de consumo pela populacéo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Interacdo ecoldgica entre Elasmobranquios e microbiota associada

Os Elasmobranquios estdo em declinio mundial devido a intensa exploracdo humana. A
maioria das espécies de grande porte foi reduzida a cerca de 10% de suas populacdes originais
(GRAHAM; SPALDING; SHEPPARD, 2010) nos altimo 50 anos (PACOUREAU et al.,
2021). Uma das causas desse declinio é a pesca predatéria fomentada pelo comércio de
barbatanas e carne, que tem gerado um impacto profundo na reducdo da populagdo de vérias
espécies (DULVY etal., 2014; PACOUREAU et al., 2021). Diante disso, Elasmobranquios sdo
considerados o grupo de peixes marinhos mais ameagado do mundo (DULVY et al., 2014;
DAVIDSON; DULVY, 2017; PACOUREAU et al., 2021).

Existem outras ameacas a reducdo da populagdo de Elasmobranquios, trata-se da
suscetibilidade a infecces bacterianas e/ou doencas transmissiveis, que nas Ultimas décadas
tem sido alvo de varios estudos, os quais detectaram o aumento de infeccGes em varios
organismos marinhos (POGOREUTZ et al., 2019). Apesar disso, poucos registros de casos de
infeccBes em Elasmobranquios na natureza estdo documentados e disponiveis (DAGLEISH et
al., 2010).

Os micro-organismos podem ser encontrados em todos os tipos de ambientes (e.g.
edéafico, aquatico, aéreo), bem como na superficie ou no interior de outros organismos (e.g.
plantas, animais) (CONTI; GUIMARAES; PUPO, 2012).Como os demais animais, os tubardes
e raias séo considerados animais hospedeiros de comunidade microbiana diversa associada, que
normalmente é denominada de microbioma (BANG et al., 2018) e possui na sua composi¢do a
presenca de bacterias, fungos e virus (DOANE et al., 2017).

A abundancia dos microrganismos que compdem a microbiota associada aos animais
podem variar de acordo com 0 espago e 0 tempo em resposta as relacdes ecoldgicas com o
hospedeiro e condigbes ambientais. E natural que haja coevolugio na relagdo entre hospedeiro-
microbioma, porém, caso ocorra algum tipo de perturbacao nesta relacéo é possivel resultar na
alteracdo no estado de satde do hospedeiro (DOANE et al., 2017). Portanto, 0 ambiente em
condicgdes equilibradas permitem o equilibrio na relacdo hospedeiro-microbioma, enquanto
qualquer mudanca ambiental (e.g. poluicdo, contaminacéo) podem beneficiar o surgimento e a
proliferacdo de infecgdes (patogenias) (POGOREUTZ et al., 2019).

A microbiota associada aos tubardes é diversificada sendo composta por fungos e
bacterias, isso ocorre devido a diversidade de espécies hospedeiras e da ampla exploracédo do
habitat marinho associados as modifica¢fes antropicas no ambiente (DOANE et al., 2017). A

caracterizagdo da composi¢do da microbiota é fundamental para compreender o funcionamento
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das relagcbes ecoldgicas, principalmente em decorréncia das alteragdes ambientais catalisadas
por atividades antrdpicas (GIVENS et al., 2015). A microbiota associada as raias apesar de
pouco explorada pelos estudos também é bem diversificada, inclui virus, bactérias e fungos
(GARNER, 2013; EMAM et al., 2019).

As bactérias Gram negativas do género Vibrio spp., sdo encontradas naturalmente na
agua do mar (LOWRY; SMITH, 2007), sdo registradas como componente da microbiota
associada aos elasmobranquios e esta relacionada com lesdes em diversas partes do corpo destes
organismos (e.g. canais cefalicos, sangue, cavidade oral, intestino, branquias e pele) (CROW,;
BROCK; KAISER, 1995; MYLNICZENKO et al.,, 2007; UNGER et al., 2014; TAO;
BULLARD; ARIAS, 2014; EMAM et al., 2019; JUSTE-POINAPEN et al., 2019).

Um estudo realizado em Fiji (Oceania) com tubardes da espécie Sphyrna lewini, por
meio de ferramentas moleculares, evidenciou que a microbiota intestinal apresentava na sua
composicdo  bactérias pertencentes as familias Enterobacteraceae, Vibrionaceae,
Aeromonadaceae, Moraxellaceae, Bradyrhizobiaceae, Pseudomonadaceae, Rhodobacteraceae,
Staphylococcaceae e Streptococcaceae (JUSTE-POINAPEN et al., 2019), porém, parte dessas
bactérias estdo associadas a doencas presentes em elasmobranquios (JUSTE-POINAPEN et al.,
2019).

Os fungos assim como as bactérias também fazem parte do microbioma associado as
raias e tubarfes. O complexo de espécies Fusarium solani consiste no grupo de fungos mais
prevalentes e virulentos em infeccdes em seres humanos e nos animais (FERNANDO et al.,
2015). Apesar dos escassos relatos de casos que descrevem infeccdes fungicas em
Elasmobranquios, ha registros de varios tipos de lesdes em tubardo martelo causadas por
infecOes de Fusarium solani (FERNANDO et al., 2015). Além disso, também j& foi constatada
a presenca do fungo Paecilomyces lilacinus no tubardo-martelo (Sphyrna mokarran), enquanto
Exophiala pisciphila e Mucor circinelloides foram detectados em um individuo juvenil de
tubaréo zebra (Stegostoma fasciatum) (MARANCIK et al., 2011).

2.2 Produgéo e consumo de Elasmobranquios

A ltélia € o pais que menos produz e mais importa carne de Elasmobranquios em toda a
Europa, normalmente a comercializacdo ocorre como pescado e a sua importacdo media €
estavel (10.000 ton/ano), o que corresponde a um consumo de menos de 200g/ano/per capita,
enquanto as nagdes europeias que mais exploram e exportam Elasmobranquios sao Espanha,
Franca e Reino Unido (SERENA et al., 2010).
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Nos Estados Unidos a carne dos Elasmobranquios é destinada ao consumo interno,
enquanto as barbatanas sdo exportadas. A carne de tubardo possui valor comercial
insignificante, o preco é em torno de US $ 1,0 por 0,5 kg, ja a barbatana é extremamente
valorizada no mercado estrangeiro e seu preco atinge cerca de vinte vezes o valor da carne
(SERENA et al., 2010).

No Brasil, os tubardes e as raias sdo capturados como espécie-alvo ou como fauna
acompanhante (bycatch) (ICMBIO, 2016). As estatisticas reais sobre as capturas de
elasmobranquios ao longo do tempo sdo deficientes por nao apresentarem informacdes por
espécie, quando os animais desembarcam nos portos chegam sem nadadeiras e sem cabeca, 1SS0
dificulta sua identificacdo morfoldgica o que agrava ainda mais o panorama da conservacao dos
recursos pesqueiros em aguas nacionais (GEMAQUE et al, 2017; FEITOSA et al, 2018). No
entanto, metade das capturas pesqueiras brasileiras sdo derivadas de operacOes artesanais
(navios de pequeno e médio porte), que normalmente possuem equipamentos e técnicas praticas
pouco sofisticadas de pesca predatéria (BORNATOWSKI; BRAGA; BARRETO, 2018).

As pescarias destinadas aos Elasmobranquios faturaram centenas de milhdes de ddlares
desde 2000, com cerca de 759.495 toneladas desembarcadas em todo o mundo entre 2009 e
2013 (SIMPFENDORFER; DULVY, 2017). O objetivo maior dessa exploracdo € a
comercializacdo de barbatanas (FEITOSA et al., 2018). Nos ultimos anos a demanda do
mercado de barbatanas de tubardo tem mudando para o comércio de carne, no Brasil, duzentos
mil toneladas de peixes cartilaginosos foram desembarcadas entre 2000 e 2011 (BARRETO et
al.,, 2017). O Brasil estd entre os principais paises pesqueiros de elasmobranquios e
possivelmente é o maior importador de carne de tubardo do mundo (BARRETO et al., 2017).

O Norte e Nordeste do Brasil lideram a captura de Elasmobranquios no pais, sendo que
a Costa Norte do Brasil (CNB) abriga a maior floresta de manguezal continua do mundo,
sustentando uma importante area de pesca (FEITOSA et al., 2018). O estado do Maranh&o
comercializa um nimero expressivo de elasmobranquios, principalmente na costa leste, regido
de Tutoia (Delta do rio Parnaiba) (FEITOSA et al.,, 2018; MARTINS et al., 2018), esse

comercio possui grande importancia para a economia local (MARTINS et al., 2018).

2.3 Seguranca alimentar

O pescado sai do ambiente aquatico com a microbiota associada naturalmente ao muco,
branquias e intestino (SANTIAGO et al., 2013). Caso ndo seja submetido imediatamente ao
processo de conservacdo pelo frio para retardar o crescimento microbiano, esses micro-

organismos poderdo contaminar o peixe como todo. A acdo do gelo também funciona como
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retardante das reaces quimicas e enzimaticas que comegam a ocorrer no periodo post-mortem
do animal (SANTIAGO et al., 2013).

O pescado € um alimento considerado altamente perecivel devido a elevada atividade
de agua presente nos tecidos, ao teor de lipideos insaturados, a acao destrutiva das enzimas e
ao pH proximo da neutralidade, assim essas caracteristicas combinadas a alta atividade
metabdlica do microbioma associado promovem a répida deterioracdo do pescado (SOARES;
GONCALVES, 2012). A velocidade da decomposicdo do pescado também é catalisada por
alguns fatores externos, como o0 processamento ou a distribuicdo de forma inadequada do
pescado, que reduzem o seu tempo de consumo (FERREIRA et al., 2014).

Sendo assim, as boas praticas higiénico-sanitarias durante o processo de captura,
armazenamento e comercializacdo do pescado contribuem diretamente para diminuicdo da
contaminacdo por agentes causadores de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAS) e
consequentemente na melhoria da sua qualidade (LUCINDO et al., 2016), portanto, a aplicagéo
das Boas Préticas de Manipulagdo de Alimentos (BPMA) sdo fundamentais para prevencdo e
controle contaminacdo por agentes microbioldgicos do pescado durante todas as etapas da
cadeia produtiva (SANTIAGO et al., 2013; LUCINDO et al., 2016).

Dentre as principais legislacdes brasileiras que regulamentam a comercializagdo do
pescado, destaca-se 0 Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA), atribuicdo federal que pode ser aplicada na auséncia de legislacao estadual
e municipal. Além disso, existe a Resolucdo RDC n° 216, de atribuicdo da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que dispde sobre técnicas e boas préaticas para servicos de
alimentacdo (BRASIL, 2017).

O RIISPOA estabelece que o pescado pode ser: fresco, resfriado e congelado. Entende-
se por pescado fresco aquele que ndo passou por nem um processo de conservagao, a ndo ser a
acao do gelo, o pescado resfriado deve estar devidamente acondicionado em gelo e mantido em
temperatura entre -0,5 a -2°C, e o pescado congelado é quando hé o tratamento adequado de
congelamento em temperatura ndo superior a -25°C (BRASIL, 2017).

Uma das diretrizes do RIISPOA ¢ a lavagem prévia do pescado utilizado como matéria-
prima para consumo humano direto ou para a industrializacdo de forma a promover a limpeza,
a remocao de sujidades e microbiota superficial (BRASIL, 2017). Segundo o RIISPOA, o
pescado proveniente da fonte produtora ndo pode ser destinado a venda direta ao consumidor
sem que haja uma prévia fiscalizacgdo sob o ponto de vista industrial e sanitario
(BRASIL, 2017).
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Em relagdo aos atributos de frescor do peixe devem ser observdas algumas
caracteristicas, considerando a espécie analisada: a superficie do corpo deve apresentar um
relativo brilho metalico e reflexos multicores proprios; olhos claros, brilhantes, luzentes,
convexos, transparentes, ocupando toda a orbita ocular; branquias roseas ou vermelhas, imidas
e brilhantes com cheiro natural; abdémen firme, ndo deixando impressdo duradoura a pressao
dos dedos (BRASIL, 2017).

2.3.1 Microrganismos contaminantes

Bactérias como Salmonella spp. sdo consideradas indicadoras de qualidade alimentar,
pois estdo vinculadas diretamente as doencas causadas pelo consumo de alimentos
contaminados (FARDSANEI et al.,, 2016). O género Vibrio também apresenta grande
importancia epidemioldgica devido a sua associacdo com a intoxicacdo alimentar grave
proveniente ao consumo de peixes e mariscos contaminados (ESPINEIRA et al., 2010). As
estirpes de Vibrio, mais relevantes para a seguranca alimentar sdo: V. colerae, V. vulnificus e o
V. parahaemolyticus, pois estdo amplamente distribuidas nos organismos aquaticos marinhos e
estuarinos (DE SOUSA et al., 2004; EVANGELISTA BARRETO et al., 2017). Além disso, V.
parahaemolyticus é considerado a principal causa de gastroenterite humana em paises asiaticos
(ALABOUDI et al., 2016).

Os coliformes normalmente sdo usados como parametro para avaliar a qualidade de
alimentos por agéncias de controle sanitario, pois estes microrganismos sao patégenos capazes
de provocar enfermidades em consumidores de pescados contaminados (EVANGELISTA
BARRETO et al., 2017). Dentre os coliformes, a bactéria mais relevante como indicadora de
qualidade alimentar € a Escherichia coli, pois a sua presenca remete a contaminacao de origem
fecal. As estirpes que mais se associam a surtos alimentares sdo: E. coli O157: H7
(KAMEYAMA et al., 2015) e Enterococcus faecalis (YANG et al., 2015).

Os micro-organismos indicadores podem ser utilizados na avaliagdo da qualidade
microbioldgica dos alimentos por fornecerem informacdes sobre a ocorréncia de contaminagédo
por bactérias patogénicas ou deterioradoras, além de serem parametro das condicdes higiénico-
sanitarias durante a producdo, o processamento e/ou armazenamento dos alimentos
(EVANGELISTA BARRETO et al., 2017). Desta forma, a identificacdo imediata e precisa
desses agentes patogénicos é fundamental tanto para assegurar a qualidade do alimento quanto
paratracar o perfil do patdgeno bacteriano, pois em caso de infec¢éo de humano pode direcionar
ao tratamento mais adequado (LAW et al., 2015).
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2.3.2 Fontes de contaminacao

A producgdo de aguas residuais aumentou consideravelmente em funcdo do aumento da
populagdo humana, isso tem promovido o descarte de novos poluentes em corpos d’agua
naturais. Uma das fontes de descarga de poluentes e/ou agentes contaminantes sdo provenientes
de produtos usados pelo agronegocio, podendo alcancgar corpos hidricos naturais diretamente
por meio das lixiviagdo causado por chuvas e/ou rios (VELEZ et al., 2019).

Muitos destes poluentes fazem parte dos “Contaminantes Emergentes” (CEs) que se
destacam por sua diversidade e composi¢do quimica complexa. Os produtos farmacos também
tem sobressaido no atual panorama de contaminantes em corpos hidricos naturais, 0s horménios
e antibioticos estdo entre as substancias mais comumente identificadas em ambiente aquaticos.
Uma das grandes preocupacfes sobre os CEs encontrados nas aguas € que essas substancias
podem ser acumuladas em organismos aquaticos e atingir os seres humanos por meio do
consumo (VELEZ et al., 2019). Além do mais, os farmacos ndo sdo removidos pelos
tratamentos de &gua convencionais devido as suas propriedades quimicas sdo persistentes,
tornam essas substadncias muito perigosas porque possuem um alto potencial para
bioacumulacdo nos organismos aquaticos e baixa biodegradabilidade (CRESTANA; DA
SILVA, 2011).

Os sistemas de esgoto urbanos sdo projetados para evacuar residuos humanos das casas
para areas de baixa exposi¢do humana e gradualmente reintegra-los em cursos de agua naturais
(e.g. mar, rios). Esse ciclo é fundamental para a satde publica, pois as dguas residuais podem
ser um potencial disseminador de bactérias patogénicas e/ou potencializador da resisténcia a
farmacos usados contra infeccdes em funcdo do constante input de antibiéticos em ambientes
aquaticos (ROBINSON et al., 2016; FRESIA et al., 2019)

A contaminacdo ambiental atinge as comunidades microbianas alterando suas relagdes
ecoldgicas, tais como a sua composicao e a abundancia das espécies (CARDOSO et al., 2012).
Comunidades microbianas alteradas em ambientes marinhos podem atingir os seres humanos e
Ihes causar grandes transtornos devido a dificuldade de tratamento médico aos microrganismos
resistentes aos antibiéticos (NOGALES et al., 2011).

Estudos realizados em ambientes aquaticos que abordaram a resisténcia frente aos
antimicrobianos mostram o aumento dessa problematica, pois tem havido um expressivo

crescimento na resisténcia de microrganismos. Os trabalhos sugerem que essa resisténcia foi
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desenvolvida pela presenca de antibidticos no meio aquéatico provenientes do descarte de
efluentes domésticos, hospitalares e industriais ndo tratados (BAQUERO; MARTINEZ;
CANTON, 2008; ROCHA; KLIGERMAN; OLIVEIRA, 2019).

2.3.3 Resisténcia de microrganismos

Os antibidticos sdo amplamente utilizados no tratamento de doencas causadas por
bactérias. Essas drogas sdo substancias naturais ou sintéticas com capacidade bactericida ou de
retardar seu crescimento. No entanto, a eficacia dos tratamentos baseados na terapia antibidtica
foi reduzida ao longo do tempo, como resultado da disseminagdo de bactérias resistentes a esse
tipo de farmaco (ANDERSSON; LEVIN, 1999; COUTINHO et al., 2014). Quando o0s
antibidticos sdo responsaveis pelo surgimento de mutacdes na resisténcia, estas caracteristicas
tendem a se espalhar rapidamente entre as populacgdes bacterianas (ZHANG et al., 2011).

O aumento de infecgBes bacterianas associadas aos problemas de resisténcia aos
antibidticos tornou-se uma grande ameaca a saude publica mundial (GRARE et al., 2007;
PONTES et al., 2018). O crescimento dessas infecces se deve justamente a resisténcia dos
micro-organismos, que persistem mesmo apos o tratamento com antibiéticos (GRANT; HUNG,
2013). Essas infecgdes possuem alta taxa de morbidade e mortalidade se comparada com outras
doencas (e.g. cancer de prostata e cancer de mama) (PONTES et al., 2018).

A resisténcia microbiana ndo se resume apenas as bactérias, outros micro-organismos
como virus, parasitas e fungos também adquiriram resisténcias ao longo dos anos (CARLET et
al., 2011). O rapido surgimento de fungos patogénicos multirresistentes representa uma ameaca
consideravel ao controle de algumas doencas, pois esses micro-organismos respondem
habilmente a selecdo natural induzida pelo homem por meio de tratamentos com antifingicos
(FISHER et al., 2012; FISHER et al., 2018).

Em humanos, tratamento profilatico a longo prazo em pacientes de risco pode levar ao
surgimento de resisténcia antifingica (ROBBINS; CAPLAN; COWEN, 2017), pois os fungos
também possuem genes altamente mutaveis e se reproduzem rapidamente (FISHER et al.,
2018). Os fungos que infectam humanos saudaveis dedicam grande parte de sua fisiologia para
escapar ou resistir ao sistema imunoldgico do hospedeiro, suas estratégias as vezes diferem até
mesmo entre linhagens de uma Unica espécie (KOHLER et al., 2017).

As infecgdes fungicas tém sido muito negligenciadas em relacdo a outras classes de
doencas infecciosas, apesar de sua onipresenca (FISHER et al., 2018). A interferéncia de fungos

na salde humana esta cada vez mais evidente, e a taxa global de mortalidade por doencas



20

fangicas agora excede a da maléria ou cancer de mama e é comparavel a da tuberculose e HIV
(BROWN et al., 2012; FISHER et al., 2018).

3 OBJETIVO GERAL
Identificar e caracterizar a microbiota associada aos elasmobranquios (tubardes e raias)

do Litoral Amazdnico Brasileiro.

3.1 Objetivos especificos
e Realizar uma avalia¢do cienciométrica de estudos relatando microbiomas associados a
elasmobranquios;
e Fornecer um baseline das espécies de bactérias entéricas de raias e tubardes com
diferentes modos de vida presentes no litoral amazonico brasileiro;
e Descrever a microbiota fingica em amostras de tubardes e raias comercializados em
Séo Luis- MA.
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Abstract

Elasmobranchs provide greatly relevant ecosystem services for the balance of the environments
in which they are inserted. In recent decades, sharp population declines have been reported for
many species in different regions worldwide, making this taxonomic group currently one of the
most threatened with extinction. This scenario is almost entirely due to excessive fishing
pressure, but any contributing factor that may cause additional mortality to populations must
be mapped and monitored. In a fast-changing world, emerging marine pollution associated with
climate change display the potential to increase the spread of infectious agents. These can, in
turn, lead to mortality events, both directly and indirectly, by reducing immune responses and
the physical and nutritional condition of affected individuals. In this context, the present study
aimed to analyze data concerning elasmobranch-associated microbiota, identifying study trends
and knowledge gaps in order to direct future studies on this topic of growing relevance for the
health of wild populations, as well as individuals maintained in captivity, considering the

zoonotic potential of these microorganisms.
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Introduction

Many elasmobranch (shark and ray) species have suffered global population declines in
recent years, with overfishing identified as the main factor (Pacoureau et al., 2021). Other
elements, however, like different environmental stresses, also act as catalysts towards the
diversity crisis currently observed for this taxonomic group, including habitat degradation,
pollution, and the effects of climate change, such as rising ocean temperatures, acidification,
and eutrophication (Sehnal et al., 2021). These can, in turn, alter vertebrate-associated
microbiota interactions and lead to structural and functional changes across entire microbiome
communities, ultimately affecting host health, increased infectious disease (Egan & Gardiner,
2016; Nakatsuji et al., 2017) and decreasing the welfare of many aquatic species, including
elasmobranchs (Ward & Lafferty, 2004; Pogoreutz et al., 2019).

Marine pollution is most severe along coastlines and in bays, ports and estuaries, due to

high wastewater, industrial, agricultural runoff and riverine pollution discharges (Landrigan et
al., 2020). Increased ocean pollution, in turn, leads to greater abundance and expansion of the
geographical extent of both naturally occurring and human-introduced marine and estuarine
pathogens, such as bacteria, toxin-producing algae, viruses, fungi and protozoa (Escobar et al.,
2015; Landrigan et al., 2020), while also favoring antibiotic resistance (Nogales et al, 2011).

Resistance traits in fact tend to spread quickly among microorganism populations, making
infections more difficult to treat (Zhang et al, 2011), comprising another contributing factor to
decreasing wildlife populations (Nogales et al, 2011).

Diverse microbial communities, usually formed by bacteria, fungi and viruses (Doane
et al., 2017), have been reported in association to elasmobranchs (Bang et al., 2018; Perry et
al., 2021). These microbiome components exhibit varied abundances over space and time in
response to both ecological host relationships and environmental restrictions (Pogoreutz et al.,
2019; Perry et al., 2021). Positive ecological host-microbiome relationships naturally co-
evolve, and associated microbiomes can, for example, facilitate nutrient absorption, regulate
host metabolism and act against pathogen invasion (Rosenberg & Zilber-Rosenberg, 2018;
Wilkins et al., 2019; Perry et al., 2021). However, negative aspects may also emerge, resulting
in compromised host health (Doane et al., 2017), as altered host-microbiome associations may
benefit the emergence of bacterial and fungal diseases (Pogoreutz et al., 2019).

Elasmobranch-associated microorganisms can cover the host epidermis or occupy
enteric cavities and/or microvilli (Rosenberg & Zilber-Rosenberg, 2018; Perry et al., 2021).

Autochthonous microbiota have been, for example, associated to different anatomical body
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areas in sharks and rays, such as the oropharyngeal cavity, integument (Unger et al., 2014;
Florio et al., 2016) and several visceral organs (i.e., intestine, liver, spleen, kidney, heart and
pancreas) (Marancik et al., 2011; Camus et al., 2013; Camus et al., 2016). Studies concerning
infectious diseases in elasmobranchs, however, are not widespread and usually concern
pathologies caused by bacteria and fungi only. For example, Vibrio sp. bacteria are often
reported for both sharks and rays (Crow, Brock & Kaiser, 1995; Mylniczenko et al., 2007; Tao,
Bullard & Arias, 2014), while the fungus Fusarium solani has been pointed out as the highest
cause of systemic mycosis in this taxonomic group (Crow, Brock & Kaiser, 1995; Fernando et
al., 2015; Desoubeaux et al., 2018). In this regard, the ecological roles (mandatory pathogen,
opportunistic pathogen, benign commensals, symbionts) of many elasmobranch-associated
microorganisms are still unknown and further microbiota composition assessments are
paramount (Mylniczenko et al., 2007; Tao, Bullard & Arias, 2014), becoming even more vital
in the face of environmental changes and elasmobranch host vulnerability (Givens et al., 2015;
Doane et al., 2017; Ritchie et al., 2017). In this context, the present study aims to carry out a
scientometric assessment of studies reporting elasmobranch-associated microbiomes serving as

a database for future investigations.

Survey methodology

This study comprises an integrative scientometric review following bibliographic
searches focusing on negative host interactions in elasmobranchs at the Scopus (Elsevier),
Google Scholar (Google) and Pubmed databases. Studies performed on any elasmobranch
species, both in captivity and under free-living conditions, were considered.

The keywords comprised “elasmobranchii”, “shark”, “ray”, “microbiome”, “bacteria”
and “fungi”, performed by crossing these descriptors using the Boolean operators “OR” and
“AND”. Inclusion criteria considered only white literature (articles and scientific notes)
published between 1990 and 2021, in both Portuguese and English. Exclusion criteria consisted
in gray literature (monographs, dissertations, theses, books, chapters, studies published in event
proceedings) and review articles, as well as articles addressing elasmobranch viruses and

protozoa.
Results

A total of 54 publications on elasmobranch-associated microbiota studies were found,
corresponding to 38 white literature titles, 31 scientific articles on bacterial microbiota, 6
exclusively addressing fungi as associated microbiota and only one addressing both bacteria
and fungi as microbiota components. The search results are presented in Tables 1 and 2,
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alongside data on each investigated microbiota taxa, elasmobranch host species, sampled host
body region and authors.

Concerning bacteria, most studies in sharks were carried out in natural environments,
representing more than twice the number of studies carried out in captive elasmobranchs from
aquaria/oceanaria. The Corynebacterium taxon was reported in six shark species, followed by
Haemophilus sp., Vibrio sp, Kordia sp., Salmonella enterica and Staphylococcus epidermidis’
present in five of the investigated species (Figure 1). Studies concerning bacteria in rays, on the
other hand, focused on captive specimens from aquaria/oceanaria. The ray species presenting
the highest microbiota richness rates comprised the Spiny butterfly ray Gymnura altavela, the
Groovebelly stingray Dasyatis hypostigma, and the Caribbean numbfish Narcine bancroftii,
and the microbiota taxa Oceanimonas, Acinetobacter, Mycobacterium chelonae and
Staphylococcus epidermidis were present in more than one ray species (Figure 2).

Considering fungi as microbiota components, most studies were conducted on captive
sharks from aquaria/oceanaria, while studies with rays as hosts comprised one assessment for
species from natural environments and aquaria/oceanaria. Coincidentally, most of the studied
shark species were hammerheads, namely the Scalloped hammerhead Sphyrna lewini, the
Smalleye hammerhead S. tudes and the Great hammerhead S. mokarran, associated with three
different fungi species each. The fungus Fusarium solani was the most frequent in the analyzed
assessments (Figure 3).

Most studies focusing on the elasmobranch-associated microbiota in both natural
environments and aquaria were carried out in the United States, comprising 10 scientific articles
on free-living specimens and 11 on captive animals, followed by Brazil, India and China with
two articles each, all in free-living elasmobranchs from natural environments (Figure 4).

The low number of studies on elasmobranch-associated microbiota in the last 30 years
indicates a significant knowledge gap, mainly between 90’s and 2007. From 2010, an increasing
interest in the subject is noted, increasing 9-fold in 2021 (Figure 5).

Discussion

Studies on elasmobranch-associated microbiota are scarce when compared to other
types of shark and ray assessments. Shark evaluations are more plentiful for animals from
natural environments, while studies concerning rays are more frequent for individuals from
aquaria/oceanaria.

Fungi belonging to the Fusarium solani species complex (FSSC) are the most prevalent

and virulent concerning infections in both humans and animals (Fernando et al., 2015).
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However, Fusarium transmission is still not well understood, especially in aquatic
environments, emphasizing the need for further assessments concerning infection by species
belonging this genus (Desoubeaux et al., 2018). In this regard, one study isolated Fusarium
solani from the cephalic canal exudate of two of five S. lewini sharks living in an aquarium,
comprising the first report of Fusarium solani infection in the lateral line canal system and the
third for hammerhead sharks (Crow, Brock & Kaiser, 1995). Lesions were initially observed in
the cephalic canals, but extended during months up the lateral canal, leading to granulomatous
exudative mycotic dermatitis and resulting in chronic physical and behavioral deterioration,
until the specimens required sacrificing. Other studies indicate that the Fusarium genus is
associated to significant infections in elasmobranchs, with F. solani responsible for skin lesions
characterized by ulcers and hemorrhage of the frontal pectoral fin of a Blotched fantail ray
Taeniurops meyeni (also known as Taeniura melanopsila a junior synonym), and also capable
of causing white and purulent exudates in the cephalic canals and lateral line, resulting in animal
death (Fernando et al., 2015). In another assessment, a severe fungal infection also caused by
F. solani was observed in the cephalic canals and the lateral line system of seven Scalloped
hammerhead sharks (S. lewini) in an aquarium in Thailand, leading to extensive and severe
necrotizing cellulitis and resulting in animal death (Pirarat et al., 2016).

Other fungi genera have also been reported as infectious agents in elasmobranchs,
including a new species belonging to the microsporidae group, responsible for infecting 30
Common stingrays Dasyatis pastinaca, invading the disc muscles and producing thin and
spindle-shaped subcutaneous swellings that developed into massive, elongated, tumor-like
lumps, comprising the first record of microsporidium infection in a batoid (Diamant et al.,
2010). Two records of progressive systemic mycosis caused by Paecilomyces lilacinus, Mucor
circinelloides and Exophiala pisciphila are also available for two captive shark species, the
Great hammerhead and the Zebra shark Stegostoma fasciatum, resulting in terminal disease
(Marancik et al., 2011).

In another study, a female Swell shark Cephaloscyllium ventriosum raised in captivity
began exhibiting abnormal behavior (swimming in circles and rolling repeatedly), and a
macroscopic necropsy and histopathological examination verified cartilage matrix ossification
and fibrosis in the skull and cervical vertebrae. The lesions were associated to a deep invasion
of the fungus Exophiala sp. (Erlacher-Reid et al., 2016), reinforcing the need to include fungal
infections as well as skeletal structure mineralization as a differential diagnosis when evaluating

elasmobranchs exhibiting abnormal swimming behaviors.
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Bacteria are also responsible for infections in elasmobranchs. One study, for example,
reported the development of a large abscess on the dorsal surface of the calvarium and swollen
soft tissue around the left spiracle of an adult Yellow stingray Urobatis jamaicensis raised in
captivity, identified as associated to mycobacteria. A significant amount of fluid exudate was
drained from the site, the specimen was sacrificed and disseminated mycobacteriosis was later
confirmed (Clarke et al., 2013). Another case of splenic mycobacteriosis was observed in a
Freckled guitarfish specimen Pseudobatos lentiginosus) raised in captivity, where darkened
pigments appeared on the back skin and rostrum erythema, in addition to numerous whitish
granulomas of variable size dispersed throughout the splenic parenchyma. The animal died after
being transferred to a holding tank (Anderson et al., 2012). Two more cases of mycobacterial
infection in the same species, also from aquaria are noted, with Micobacterium chelonae
identified as the responsible agent following histological tissue and blood culture assessments,
confirmed by a DNA sequencing analysis after individuals were found dead inside their display
tanks (Tuxbury et al., 2017). The authors report that both acute and chronic mycobacteriosis
manifestations may occur in this elasmobranch species. An Epaulette shark Hemiscyllium
ocellatum specimen raised in captivity also presented granulomas caused by mycobacteria. The
specimen stopped feeding and was euthanized (Janse & Kik, 2012). Despite limited sampling,
it seems that elasmobranchs maintained in aquariums become susceptible to mycobacterial
infections, with a high pathogenic potential noted for this microorganism.

Concerning other infectious microorganisms, one assessment reported meningitis
and/or meningoencephalitis with inflammatory infiltrates observed in specific brain areas in
stranded juvenile Salmon sharks Lamna ditropis (Schaffer et al., 2012), comprising the first
report of Carnobacterium infection in sharks. The authors emphasize that brain infections
caused by this bacterium are a significant cause of morbidity and mortality in juvenile Salmon
sharks found stranded along the Pacific coast, specifically in California. In another report, the
bacteria T. maritimum was isolated for the first time in an adult Sand tiger shark Carcharias
taurus raised in captivity. The specimen presented skin lesions characterized by the presence
of abundant whitish necrotic tissue between the second dorsal fin and the precaudal fossa. After
being treated with medication, the specimen fully recovered from the infection (Florio et al,
2016), suggesting that the skin may be a bacteria gateway in sharks. Identified as atypical, a
new Brucella strain was isolated in another assessment from the gills of a Bluespotted lagoon
ray Taeniura lymma raised in captivity that died suddenly during quarantine (Eisenberg et al.,
2017). According to the authors, this is the first report of a natural infection by this
microorganism in saltwater fish, increasing the host range of this pathogenic genus. Finally, the
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first reported case of edwardsielosis in elasmobranchs (the Blotched fantail ray) was reported
for Edwardsiella piscicida, where multiple large lesions were noted in the subepicardium and
compact myocardium, partially filled with cellular debris and degenerated granulocytes,
delimited by variable mixtures of hemorrhage, dispersed lymphocytes and mucin (Camus et al.,
(2016). According to the authors, much of the knowledge about disease processes in
elasmobranchs comes from diagnostic studies carried out in public aquaria. However, although
reports of bacterial diseases are limited, this is more likely due to insufficient reporting and
diagnostic investigation than to a lack of existing bacterial infections.

Concerning the intestinal elasmobranch microbiome, P. damselae and C. koseri have
been confirmed in all tested sharks (Juste-Poinapen, et al., 2019), while the characterization of
the intestinal microbiome of a free-living Black dogfish Centroscyllium fabricii through a feces
analysis revealed a wide variety of bacterial genera. Furthermore, in this case, about 25% of the
animal's gut microbiome was unable to be taxonomically classified at the phylum level,
suggesting a high microbial diversity not yet characterized in this microbiome (Johny et al.,
2018). In another assessment, the gut microbiota of juvenile Scalloped hammerheads from the
Rewa Delta (Republic of Fiji) contained a diverse bacterial community, including members
belonging to the Enterobacteraceae, Vibrionaceae, Propionibacteriaceae, Aeromonadaceae,
Staphylococcaceae, Streptococcaceae families, which are known as intestinal inhabitants of
terrestrial and marine vertebrate species, including humans and many of these microorganisms
are considered opportunistic pathogens (Juste-Poinapen et al., 2019). The authors indicate that
sewage spillage during the sampling period may be responsible for the presence of some known
indicator microorganisms, while dominance variations between bacterial species over time may
reflect environmental changes, such as temperature or food and water quality variations.

Regarding the elasmobranch skin microbiome, a microbiological analysis of the
epidermal mucus and skin of three elasmobranch species, the Atlantic nurse shark
(Ginglymostoma cirratum), the Lemon shark (Negaprion brevirostris) and the Southern
stingray (Hypanus americanus) identified a variety of bacterial orders, with the predominance
of Actinomycetales (Caballero et al., 2020). Another investigation concerning the skin
microbiota of three sharks and a ray also reported a variety of bacterial classes, although with
the predominance of Alphaproteobacteria and Gammaproteobacteria (Doane et al., 2020).

The microbiome is a product of both the host and the environment it inhabits and can
be affected by environmental variables. Thus, an equilibrium must be achieved between host
immune responses and microbial interactions to maintain elasmobranch microbiota community

consistency (Doane et al., 2017). For example, Gongalves and Silva et al. (2020), observed that
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G. altavela individuals living in natural environments contained specific bacteria and postulated
positive health effects due to this microorganism/host interaction. Temperature appears to be
the environmental variable most related to the proliferation of infectious agents in marine
animals, and abrupt water temperature alterations are a significant source of mortality
associated with infections in stranded sharks (Nastcha Wosnick, unpublished data). In a climate
change scenario, this is of particular concern, as an increase in potentially lethal infectious
diseases is expected, as well as pathogens associated with sublethal outcomes, such as reduced
immune response, physical condition, and fitness which, in turn, can directly affect population
recruitment.

Concerning bacteria and fungi, a higher number of investigations concerning captive
elasmobranchs is noted compared to animals in natural environments, although a higher
microbial diversity has been reported for free-living elasmobranchs. This suggests that marine
contamination may be a significant contributor to microorganism diversity, as aquaria are
controlled environments without these types of interferences. In fact, high organic matter
discharges into coastal ecosystems have become a significant public health issue (Robinson
etal., 2016; Fresia et al., 2019), as these effluents contain several contaminants, such as metals,
hydrocarbons, pharmaceutically active organic compounds (Bayen et al., 2019) and endocrine
disruptors (Santos et al., 2019), in addition to pathogenic microorganisms (Poharkar et al.,
2017). In this regard, wastewater can comprise both a reservoir and vehicle for the
transmission of pathogenic bacteria and antibiotic resistance mechanisms to aquatic biota,
leading to serious consequences for exposed animals, including global declines in fish stocks
(Landrigan et al. 2020), and, consequently, to humans, as many contaminated fish species are
routinely marketed and consumed. Furthermore, it seems that the bacterial community of rays
from the natural environment is complex, with a high diversity of microbiota taxa, some
establishing beneficial symbiotic associations and others responsible for diseases in humans
and other animals, including fish (Gongalves and Silva et al., 2020).

Conclusions

The findings reported herein indicate a significant lack of information concerning
elasmobranch-associated microbiota, more critical regarding fungi. (i) In this regard, the
prevalence of Fusarium solani was observed in the evaluated literature, while the bacteria
genera Mycobacterium and Vibrio were the most noteworthy. (ii) The most analyzed
elasmobranchs were sharks, with the prevalence of the Scalloped hammerhead Sphyrna lewini.

Furthermore, (iii) captive elasmobranchs were more investigated than free-living ones.
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Moreover, (iv) as diverse microbiota has been reported mostly for a single elasmobranch
species, often in a single anatomical area, further studies on the subject are required
encompassing other species and body regions, such as the oral cavity, gastrointestinal tract,

blood, muscle and gills. In sum, elasmobranch-associated microbiota evaluations comprise a

valuable tool concerning elasmobranch health, as this group is susceptible to bacterial and
fungal diseases both in the wild and in captivity. However, (v) although concerns have been
noted regarding emerging diseases for this ancient group of fish, this subject is still poorly
understood, and scarce information on the biodiversity, prevalence and physiological effects of
the microbiota associated with cartilaginous fish is available, indicating the need for further
investigations in this field of research. As such, (vi) the potential zoonotic of this significant
diversity of microorganisms detected in elasmobranchs should be further evaluated in a fast-
changing world.
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Table 1. Elasmobranch-associated microbiota studies published between 1990 and 2021 focusing on fungi.
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Fungus (taxon)

Host elasmobranch species

Host body area

Reference

Fusarium solani

Dasyatispora levantinae

Paecilomyces lilacinus?, Mucor
circinelloides®, Exophiala pisciphila®”

Fusarium solani

Fusarium solani

Exophiala sp.

Fusarium keratoplasticum, Fusarium
solani e Metarhizium robertsii

Sphyrna lewini

Dasyatis pastinaca
Sphyrna mokarran, Stegostoma fasciatum

Taeniura melanopsila®, Sphyrna lewinid

Sphyrna lewini

Cephaloscyllium ventriosum

Sphyrna lewini, Sphyrna tiburo

Head and lateral line
Skeletal musculature
Liver, heart, kidney, spleen and

gills

Ventral pectoral fin, head and
lateral line

Head and lateral line

Head

Head and lateral line

Crow, Brock, &
Kaiser (1995)

Diamant et al.
(2010)

Marancik et al.
(2011)

Fernando et al.
(2015)

Pirarat et al.
(2016)

Erlacher-Reid et
al. (2016)

Desoubeaux et
al. (2018)

aSphyrna mokarran (Liver, heart and gills), " Stegostoma fasciatum (Liver, kidney, spleen and gills), ®Ventral pectoral fin,  Head and lateral line.



Table 2. Elasmobranch-associated microbiota studies published between 1990 and 2021 focusing on bacteria.
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Bacteria (taxon)

Host elasmobranch species

Host body area

Reference

Vibrio alginolyticus, V. damsela, V. parahaemolyticus

Aeromonas salmonicida
Vibrio spp.

Photobacterium damsela’,
Staphylococcus epidermidis/,
Vibrio alginolyticus¥

Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes,
Citrobacter freundii, Citrobacter koseri, Proteus mirabilis,
Moellerella wisconcensis, Providencia alcalifaciens,
Escherichia coli, Citrobacter farmeri, Proteus vulgaris,
Leclercia adecarboxylata, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus sciuri, Staphylococcus warneri,
Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus hominis,
Staphylococcus xylosus

Mycobacterium avium

Mycobacterium chelonae
Carnobacterium maltaromaticum

Mycobacterium chelonae
Serratia marcescens

Saccharicrinis carchari, Saccharicrinis fermentans
Vibrio spp., Staphylococcus spp., Pasteurella spp.
Vibrio spp., Pseudoalteromonas spp., Arenibacter spp.,
Nautella spp., Amphritea spp., Shewanella spp.
Bacillus amyloliquefaciens

Careharinus plumbeus?, Negaprion breuirostris®,
Careharinus limbatus®, Carcharinus brevipinna®,
Careharinus leueas®, Ginglymostoma eirratum®,
Raja eglanteriad, Dasyatis americana"
Carcharhinus melanopterus

Sphyrna lewini

Carcharhinus melanopterus, Triaenodon obesus,
Himantura granulata, Carcharhinus limbatus,
Orectolobus japonicus, Carcharhinus acronotus,
Carcharhinus plumbeus, Cephaloscyllium
ventriosum, Chiloscyllium plagiosum, Triakis
semifasciata

Carcharhinus leucas', Galeocerdo cuvierm

Hemiscyllium ocellatum
Rhinobatos lentiginosus
Lamna ditropis

Urobatis jamaicensis
Sphyrna tiburo

Cetorhinus maximus
Carcharhinus limbatus
Narcine bancroftii

Centroscyllium fabricii

Intestine, teeth, gills,
spine

Fins, gills, intestine,
liver and kidneys
Cephalic canals and
lateral line

Blood

Oral cavity

Oral cavity, clasper,
liver, spleen and
intestine

Spleen and skin

Brain, blood, liver and
heart

Dorsal face and spiracle
Blood, skin, liver,
kidney, spleen and brain
Gills

Oral cavity

Blood

Intestine

Buck (1990)

Briones et al. (1998)

Crow, Brock, & Kaiser
(1995)
Mylniczenko et al. (2007)

Interaminense et al.
(2010)

Janse & Kik (2012)

Anderson et al. (2012)
Schaffer et al. (2012)

Clarke et al. (2013)
Camus et al. (2013)

Liu et al. (2014)

Unger et al. (2014)

Tao, Bullard & Arias
(2014)

Bindiya et al. (2015)



Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Fusobacteria,
Edwardsiella piscicida
Tenacibaculum maritimum

Pistricoccus aurantiacus
Burkholderiales, Flavobacteriales, Pseudomonadales

Microbacterium sp., Stenotrophomonas sp.,
Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas putida,
Psychrobacter pacificensis, Bacillus cereus,
Pseudomonas sp., Photobacterium damselae, Vibrio

harveyi, Photobacterium sp., Vibrio sp., Pseudoalteromonas
sp., Alteromonas sp., Exiguobacterium sp., Bacillus sp.,
Lysinibacillus sp., Halomonas sp., Bacillus megaterium,
Psychrobacter celer, Psychrobacter sp., Marinobacter
hydrocarbonoclasticus, Shewanella sp., Marinobacter sp.,
Vibrio maritimus, Vibrio parahaemolyticus, Paracoccus sp.,
Exiguobacterium sp.

Mycobacterium chelonae

Brucella sp.

Pseudoalteromonas spp., Erythrobacter spp.,

Limnobacter spp., Idiomarina spp., Marinobacter spp.
Acinetobacter, Alteromonas, Corynebacterium,
Pseudonocardia, Leeuwenhoekiella, Mycobacterium,
Pseudomonas e Talassobacillus

Enterobacteraceae, Vibrionaceae, Aeromonadaceae,
Moraxellaceae, Bradyrhizobiaceae, Pseudomonadaceae,
Rhodobacteraceae, Staphylococcaceae e Streptococcaceae
Rhodobacteraceae, Alteromonadaceae, Halomonadaceae
Enterococcus faecalis

Actinomycetales

Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria

Carcharhinus  brevipinna®, Rhizoprionodon
terraenovae®, Carcharhinus plumbeusp
Taeniura meyeni

Carcharias taurus

Cetorhinus maximus
Rhinoptera bonasus
Rhinoptera bonasus?, Mobula
Dasyatis sabina®

hypostoma’,

Rhinobatos lentiginosus
Taeniura lymma
Alopias vulpinus

Centroscyllium fabricii

Sphyrna lewini

Carcharhinus melanopterus
Aetobatus narinari

Ginglymostoma cirratum, Negaprion brevirostris,
Hypanus americanus

Alopias vulpinus, Rhincodon
semifasciata, Urolophus halleri

typus, Triakis

Intestine

Heart, intestine, kidney,
liver and spleen

Skin

Gills
Skin

Epidermal Mucus

Gills, blood, spleen,
heart, rectal gland and
the mesentery

Gills

Skin

Intestine

Intestine

Skin
Head

Mucus and skin

Skin
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Givens et al. (2015)
Camus et al. (2016)
Florio et al. (2016)

Xu et al. (2016)
Kearns, Bowen &

Tlusty (2017)
Ritchie et al. (2017)

Tuxbury et al. (2017)
Eisenberg et al. (2017)
Doane et al. (2017)

Johny et al. (2018)
Juste-Poinapen et al.
(2019)

Pogoreutz et al. (2019)
Delaune &  Anderson
(2020)

Caballero et al. (2020)

Doane et al. (2020)



43

Oceanimonas, Acinetobacter, Physchrobacter, Gymnura altavela!, Dasyatis hypostigma Skin and stinger Silva et al. (2020)
Sediminibacterium, Mycobacterium, Devosia,
Cohaesibacter, Erythrobacter, Ochrobactrum,

Staphylococcus, Corynebacterium, Alicyclobacillus,
Geobacillus, Bacillus
Haemophilus sp., Vibrio sp., Corynebacterium sp., Ginglymostoma cirratum, Negaprion brevirostri, Cloaca, gills, skin and Storo et al. (2021)

Kordia sp., Salmonella entérica Carcharhinus plumbeus, Carcharhinus perezii, teeth

Galeocerdo cuvier
Photobacterium damselae, Clostridiaceae, Sphyrna tiburo Intestine Leigh, Papastamatiou &
Peptostreptococcaceae, Pseudomonas veronii, German (2021)

Photobacterium,  Vibrio,  Mycoplasma,  Candidatus
Heptoplama, Clostridium perfringens e Phyllobacterium
aTeeth (V alginolyticus, V parahaemolyticus), ® Teeth (V alginolyticus, V parahaemolyticus), ¢ Teeth (V alginolyticus, V parahaemolyticus), ® Teeth (V alginolyticus), ¢ Teeth (V

alginolyticus), T V alginolyticus (gills, intestine, teeth), 9 Teeth (V alginolyticus), "V alginolyticus (spine, teeth).

i Carcharhinus melanopterus, Triaenodon obesus, Himantura granulata, Carcharhinus limbatus, Orectolobus japonicus, I Carcharhinus melanopterus, Triaenodon obesus,
Carcharhinus acronotus, Carcharhinus plumbeus, Cephaloscyllium ventriosum, ¥ Carcharhinus melanopterus, Himantura granulata, Carcharhinus limbatus, Chiloscyllium
plagiosum, Triakis semifasciata.

I Carcharhinus leucas (Citrobacter farmeri, Proteus vulgaris, Leclercia adecarboxylata, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Proteus mirabilis, Staphylococcus hominis,
Staphylococcus xylosus, Enterococcus ), ™ Galeocerdo cuvier (Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Citrobacter freundii, Citrobacter koseri, Proteus mirabilis,
Moellerella wisconcensis, Providencia alcalifaciens, Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus sciuri, Staphylococcus warneri, Streptococcus,
Enterococcus).

" Carcharhinus brevipinna (Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria), ° Rhizoprionodon terraenovae (Proteobacteria, Firmicutes, Fusobacteria), P Carcharhinus plumbeus
(Proteobacteria, Firmicutes).

9 Rhinoptera bonasus (Exiguobacterium sp. Pseudoalteromonas sp., Bacillus sp., Lysinibacillus sp., Halomonas sp., Vibrio sp., Bacillus cereus, Bacillus megaterium,
Psychrobacter celer, Psychrobacter sp., Marinobacter hydrocarbonoclasticus, Alteromonas sp., Shewanella sp, Marinobacter sp., Vibrio maritimus, Vibrio parahaemolyticus,
Paracoccus sp. Exiguobacterium sp), "Mobula hypostoma (Vibrio sp., Pseudoalteromonas sp., Alteromonas sp), * Dasyatis sabina (Microbacterium sp., Stenotrophomonas sp.,

Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas putida, Psychrobacter pacificensis, Bacillus cereus, Pseudomonas sp., Pseudomonas sp., Vibrio harveyi, Photobacterium sp., Vibrio sp.).



Figure 1. Bacteria isolated from sharks from both aquaria and natural environments.
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Legends: Environment: Nat: Natural; Aqua: Aquaria. Sharks species: Slev: Sphyrna lewini; Cfab:

Centroscyllium fabricii; Avul: Alopias vulpinus; Cmel: Carcharhinus melanopterus; Gcir: Ginglymostoma
cirratum; Nbre: Negaprion brevirostris; Cplu: Carcharhinus plumbeus; Clim: Carcharhinus limbatus; Cper:
Carcharhinus perezii; Geuv: Galeocerdo cuvier; Cmax: Cetorhinus maximus; Tsem: Triakis semifasciata; Rtyp:
Rhincodon typus; Tobe: Triaenodon obesus; Ldit: Lamna ditropis; Hoce: Hemiscyllium ocellatum; Stib: Sphyrna
tiburo; Cven: Cephaloscyllium ventriosum; Cpla: Chiloscyllium plagiosum; Ctau: Carcharias taurus; Ojap:
Orectolobus japonicus; Cacr: Carcharhinus acronotus. Bacteria isolated: Cory: Corynebacterium sp; Haem:
Haemophilus sp.; Vibrio: Vibrio sp.; Kord: Kordia sp.; Sent: Salmonella enterica; Sepi: Staphylococcus
epidermidis; Valg: Vibrio alginolyticus; Pdam: Photobacterium damsela; Alph: Alphaproteobacteria; Gamm:
Gammaproteobacteria; Rhod: Rhodobacteraceae; Vibri: Vibrio spp.; Acti: Actinomycetales; Vibr: Vibrionaceae;
Ente: Enterobacteraceae; Aero: Aeromonadaceae; Mora: Moraxellaceae; Brad: Bradyrhizobiaceae; Pseu:
Pseudomonadaceae; Stap: Staphylococcaceae; Stre: Streptococcaceae; Staph: Staphylococcus spp.; Past:
Pasteurella spp; Scar: Saccharicrinis carchari; Sfer: Saccharicrinis fermentans; Paur: Pistricoccus aurantiacus;
Bamy: Bacillus amyloliquefaciens; Acin: Acinetobacter; Alte: Alteromonas sp.; Pseud: Pseudonocardia sp; Leeu:
Leeuwenhoekiella sp; Myco: Mycobacterium sp.; Pseudo: Psedomonas sp; Tala: Talassobacillus sp.; Pseudoa:
Pseudoalteromonas spp.; Eryt: Erythrobacter spp.; Limn: Limnobacter spp.; Idio: Idiomarina spp.; Mari:
Marinobacter spp.; Cmal: Carnobacterium maltaromaticum; Mavi: Mycobacterium avium; Smar: Serratia
marcescens; Tmar: Tenacibaculum maritimum; Asal: Aeromonas salmonicida; Alter: Alteromonadaceae; Halo:
Halomonadaceae.
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Figure 2. Bacteria isolated from batoids from both aquaria and natural environments.
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Legends: Environment: Nat: Natural; Aqua: Aquaria. Batoids species: Galt: Gymnura altavela; Dhyp:
Dasyatis hypostigma; Nban: Narcine bancroftii; Hgra: Himantura granulata; Uhal: Urolophus halleri; Rlen:
Rhinobatos lentiginosus; Ujam: Urobatis jamaicensis; Tmey: Taeniura meyeni; Tlym: Taeniura lymma; Anar:
Aetobatus narinari; Hypanus americanus; Bacteria isolated: Ocea: Oceanimonas; Acin: Acinetobacter; Mche:
Mycobacterium chelonae; Sedi: Sediminibacterium; Pdam: Photobacterium; Valg: Vibrio alginolyticus; Epis:
Edwardsiella piscicida; Bruc: Brucella sp.; Devo: Devosia; Coha: Cohaesibacter; Ochr: Ochrobactrum; Staphy:
Staphylococcus; Cory: Corynebacterium; Alic: Alicyclobacillus; Geob: Geobacillus; Baci: Bacillus; Efae:
Enterococcus faecalis; Vibri: Vibrio spp.; Pseudoa: Pseudoalteromonas spp.; Aren: Arenibacter spp.; Naut:
Nautella spp.; Amph: Amphritea spp.; Shew: Shewanella spp.; Acti: Actinomycetales; Phys: Physchrobacter;

Myco: Mycobacterium; Eryt: Erythrobacter; Alph: Alphaproteobacteria; Gamm: Gammaproteobacteria.



Figure 3. Fungi isolated from elasmobranchs from both aquaria and natural environments.
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Legends: Environment: Nat: Natural; Aqua: Aquaria. Elasmobranchii species: Slev: Sphyrna lewini; Stib:
Sphyrna tiburo; Smok: Sphyrna mokarran; Sfas: Stegostoma fasciatum; Cven: Cephaloscyllium ventriosum;
Tmel: Taeniura melanopsila; Dpas: Dasyatis pastinaca; Fungi isolated: Fsol: Fusarium solani; Fker:
Fusarium keratoplasticum; Mrob: Metarhizium robertsii; Plil: Paecilomyces lilacinus; Mcir: Mucor
circinelloides; Epis: Exophiala pisciphila; Exop: Exophiala sp; Dlev: Dasyatispora levantinae.

Figure 4. Countries that conducted studies with free-living animals from natural environments.

Figure 5. Papers on elasmobranch microbiota published between 1990 and 2021.
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LITORAL AMAZONICO BRASILEIRO

Ivana Correia Costa?, Salvatore Siciliano?, Maria Raimunda Chagas Silva®, Jorge Luiz Silva
Nunes!

! Laboratério de Organismos Aquaticos/ Universidade Federal do Maranh&o, S&o luis-
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RESUMO

Elasmobranquios vem enfrentando problemas para manter sua populacdo devido as suas
caracteristicas biologicas e a sobrepesca. Além desses agravantes, a poluicdo ambiental que
cresce a cada ano além de contribuir para a perda de habitat, influencia diretamente na
microbiota associada a esses animais. Diante disso, o objetivo do trabalho foi fornecer um
baseline das espécies de bactérias entéricas de raias e tubarGes com diferentes modos de vida
presentes no Litoral Amazdnico Brasileiro. As anélises das amostras foram realizadas baseadas
nas normas descritas pelo American Public Health Association: Compendium of Methods for
the Microbiological Examination of Foods. As bactérias entéricas mais frequentes encontradas
nos elasmobranquios analisados foram Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Citrobacter freundii e Serratia sp, respectivamente com 47%, 38%, 22% e 13%. Plesionomas
shigelloides Vibrio gazogenes, Yersinia pseudotuberculosis foram consideradas raras entre as
espécies de Elasmobranquios. A espécie Hypanus guttatus foi a que apresentou a maior riqueza
de bactérias associadas, sendo possivel a identificacdo de 13 espécies, tendo K. pneumoniae, P.
aeruginosa, C. freundii e Serratia sp como as espécies com maior frequéncia de ocorréncia.
Conclui-se que a microbiota associada a esse grupo de peixes é diversa sendo possivel a
identificacdo de bactérias pertencentes a cinco familias. Os micro-organismos mais prevalentes
foram K. pneumoniae, P. aeruginose, C. freundii, e a maioria das bactérias isoladas e
identificadas na microbiota entérica de tubardes e raias do Litoral Amazoénico Brasileiro é
registrada pela primeira vez em elasmobranquios.

Palavras-chave: Tubardes. Raias. Bactéria. Fungo.
INTRODUCAO

Elasmobranquios sdo fundamentais ao ecossistema marinho, pois muitas das espécies
sdo predadoras do topo da cadeia alimentar, assim, regulam o tamanho da populagéo de suas
presas, contribuindo com a manutencédo do equilibrio entre as popula¢es marinhas (HAYATA,
BORNATOWSKI; FREITAS, 2021). Por outro lado, muitas espécies de Elasmobranquios
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também enfrentam grandes problemas para manter sua populacdo devido suas caracteristicas
bioldgicas (e.g. ciclo de vida longo, crescimento lento, baixa fecundidade e maturidade sexual
tardia (DULVY et al., 2014)), bem como o0s varios impactos antropicos emergentes (e.g.
diminuicdo de habitats, contaminacéo, sobrepesca) (PACOUREAU et al., 2021; PEGADO et
al., 2021; WOSNICK et al., 2021a; WOSNICK et al., 2021b).

Talvez um dos maiores desafios para a conservacgédo de Elasmobranquios reside na pesca
predatéria (DULVY etal., 2014; DAVIDSON; KRAWCHUK; DULVY, 2015; PACOUREAU
et al., 2021), impulsionada pelo consumo de subprodutos (e.g. barbatana e carne) (MARTINS
et al., 2018), que muitas vezes ndo apresentam rotulagem para sua identificacdo (RANGEL et
al., 2021). Em muitos lugares do planeta é possivel notar o declinio populacional de muitas
espécies (DULVY et al, 2014; DAVIDSON; KRAWCHUK; DULVY, 2015;
PACOUREAU et al., 2021).

As espécies de tubardes e raias do Litoral Amazonico Brasileiro também tem refletido
0 panorama internacional quanto ao declinio e conservacdo, pois muitas espécies ameacadas
continuam sendo exploradas e vendidas explicitamente em mercados locais (FEITOSA et al.,
2018; RODRIGUES FILHO et al., 2020), como Carcharhinus porosus e Ginglymostoma
cirratum (MARTINS et al., 2018).

Além disso, outros fatores também colaboram com o cenéario de impactos que catalisam
as perdas populacionais de vérias espécies de Elasmobranquios, como a polui¢cdo ambiental,
que gera perda ou degradacdo de habitat. Esse agravante tem merecido muita atencdo devido a
contaminacdo das espécies e ao aumento de doencas infecciosas que contribuem para a reducéo
do numero de individuos (WARD; LAFFERTY, 2004; POGOREUTZ et al., 2019).

Neste sentido, 0 manejo inadequado de efluentes domésticos e industriais causam
influéncias diretas na comunidade microbiana existente no ambiente e na microbiota associada
aos organismos aquaticos (ABESSA et al., 2012). Organismos patogénicos estdo associados a
ambientes poluidos, assim como doencas de peixes estdo ligadas as infec¢bes causadas por
bactérias entéricas fecais (AUSTIN, 2006), portanto, os Elasmobranquios que consomem
presas que vivem em locais poluidos podem refletir a carga bacteriana presente nesse ambiente
(JUSTE-POINAPEN et al., 2019).

Os microbiomas tém o potencial de influenciar a saude, fisiologia e ecologia dos animais
marinhos, tendo relacéo direta em como esses animais se adaptam as mudangas, especialmente,
as crescentes alteracdes relacionadas ao clima, induzidas por processos antropogénicos que vém

impactando o ambiente oceanico (APPRILL, 2017).
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A colonizacdo dos microrganismos associados aos peixes pode ter o inicio na fase de
ovo e/ou larval e prosseguir ao longo do desenvolvimento ontogenético (OLAFSEN, 2001,
BINDIYA et al.,, 2015). Assim, a composicdo quali-quantitativa dos micro-organismos
associados aos peixes pode variar temporalmente, alterando a microbiota ao longo do ciclo de
vida (BINDIYA et al., 2015).

Apesar da importancia dos estudos dessa natureza por refletir a qualidade de vida das
espeécies de peixes, os trabalhos publicados sobre a microbiota associada a Elasmobranquios
sdo escassos, tanto no Brasil quanto em outros paises, pois 0 conhecimento acerca da
diversidade de micro-organismos ainda € incipiente. Os poucos estudos existentes relatam
dados relevantes (GONCALVES E SILVA et al.,, 2020), como uma microbiota diversa
associada ao intestino, sangue, cavidade oral e pele de algumas espécies de tubarGes e raias
(TAO; BULLARD; ARIAS, 2014; UNGER et al., 2014; DOANE et al., 2017; JUSTE-
POINAPEN et al., 2019), que por vezes estdo relacionados com doengas nos animais, causando
danos irreversiveis a sua saude, e em alguns casos, levando-os a morte.

O Litoral Amazonico Brasileiro € considerado um hotspot de conservacédo global de
elasmobranquios, devido a diversidade das espécies e elevado grau de endemismo, que torna
esta area importante para a conservagdo dos elasmobranquios no &mbito internacional (DULVY
etal., 2014; CARRILLO-BRICENO et al., 2018. Diante disso, a importancia do presente estudo
reside na necessidade de compreender a relacdo ecoldgica existente entre os elasmobranquios
e sua microbiota, objetivando fornecer um baseline das espécies de bactérias entéricas de raias

e tubardes com diferentes modos de vida presentes no Litoral Amazonico Brasileiro.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo

O Golfao Maranhense esta localizado no extremo sul da Costa Amaz6énica Brasileira, é
formado pela baia de Sdo Marcos e Sdo Jose, compreendendo a Ilha de Sdo Luis (Fig. 1)
(TEIXEIRA; SOUZA FILHO, 2009; CASTRO et al., 2018). Toda essa regido forma um
complexo estuarino que cobre uma érea de 5.414 km? (SOUZA FILHO, 2005) e possui um
regime macrotidal semidiurno extremo, com amplitude média de maré de 3 a7 m (TEIXEIRA,
SOUZA FILHO, 2009; CASTRO et al., 2018).



54

Figura 1- Area de estudo das espécies de tubarGes e raias capturadas para analise da
microbiota de bactérias entéricas no Golfdo Maranhense, Litoral Amazdnico Brasileiro.
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Amostragem

Um total de 45 exemplares foram examinados entre raias e tubarGes das seguintes
espécies, Hypanus guttatus (17), Rhinoptera bonasus (16), Pseudobatus percellens (3),
Gimnura micrura (1), Rhinoptera brasiliensis (1), Pristis pristis (1), Carcharhinus porosus (5)
e Sphyrna tudes (1).

A amostragem da microbiota foi realizada a partir do esfregaco cloacal em cada
individuo apds o desembarque, em seguida levados ao Laboratorio de Organismos Aquaticos
da Universidade Federal do Maranhdo. O swab utilizado na amostragem possuia 0 meio de
cultura Cary Blair (especifico para o transporte), em recipiente plastico em temperatura em
torno de 25°C. Cada swab foi identificado e continha como descricdo, numeracdo de cada
individuo, data e espécie.

Posteriormente as amostras foram enviadas ao Laboratorio de Referéncia Nacional de
Enteroinfeccdes Bacterianas (LRNEB) do Instituto Oswaldo Cruz (I0OC/ FIOCRUZ) para
realizacdo do isolamento e identificagdo de bactérias.
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Anélises microbiolodgicas

As anélises microbiologicas foram realizadas baseadas nas normas descritas pelo
American Public Health Association: Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods (APHA).

Para o isolamento e identificagho de Aeromonas sp., Pseudomonas sp. e
Vibrio sp., as amostras foram submetidas a enriquecimento em Agua peptonada alcalina (APA),
contendo 1% de cloreto de sodio (NaCl) e incubadas a 37°C, por 18 a 24 horas. Em seguida,
foi realizada a semeadura em Agar de Tiossulfato, Citrato, Bilis e Sacarose (TCBS), seletivo
para o isolamento e o cultivo de bactérias do género Vibrio; e agar de glutamato amido vermelho
de fenol, seletivo para bactérias dos géneros Aeromonas e Pseudomonas. Posteriormente, foi
realizada a incubacdo a 37°C overnight (APHA, 2001).

As coldnias suspeitas, fermentadoras ou ndo de sacarose, foram repicadas para 0s meios
de triagem em Agar de ferro de Kligler e Agar de ferro lisina e no Agar Nutriente, acrescido de
1% de NaCl. Em seguida, foram selecionadas as cepas citocromo-oxidase positivas e realizados
0s seguintes testes bioguimicos: resisténcia ao agente vibriostatico O/129 (2,4 diamino-6, 7
diisopril-pteridina), producdo de ONPG (Orto- nitrofenil-B-D- galactosidase), producdo de
acetoina em meio Voges-Proskauer, testes de halofilia, fermentacdo da glicose, lactose,
sacarose, arabinose, manitol e esculina e utilizacdo dos aminoécidos lisina e ornitina
descarboxilase e arginina dehidrolase, visando a identificacdo das bactérias das familias
Vibrionaceae e Aeromonadaceae (APHA, 2001).

Para a identificacdo de Enterobacteriaceae, as amostras foram semeadas em meios de
enriquecimento: Caldo Nutriente e Tetrationato Muller-Kauffmann, ambos incubados a 37°C
por 18 a 24 horas; e Rappaport-Vassiliadis, incubado a 42°C overnight. Em seguida, realizou-
se 0 isolamento no meio Agar Entérico Hektoen e no meio Eosina azul de metileno (EAM) a
37°C por 18 a 24 horas (APHA, 2001).

As colbnias suspeitas, fermentadoras ou nao de lactose, foram repicadas para 0 meio de
triagem Costa & Vernin (CV), para o isolamento e identificacdo das espécies 0s seguintes testes
bioquimicos foram realizados: descarboxilagcdo do aminoécido lisina, capacidade de utilizacdo
do citrato como Unica fonte de carbono, e pela mobilidade, produgéo de sulfeto de hidrogénio
e indol em meio SIM, fermentacéo da glicose, lactose, sacarose, arabinose e manitol, hidrélise
da ureia e utilizacdo dos aminoacidos lisina e ornitina descarboxilase e arginina dehidrolase
(APHA, 2001).
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Andlise dos dados

Os dados obtidos foram analisados sob uma matriz de presenca ou auséncia de bactérias
entéricas presentes entre as espécies de tubardes e raias capturadas no Golfdo Maranhense. Foi
realizada uma analise do percentual de bactérias associadas aos de tubardes e raias capturados,
considerando a presenca de bactérias em cada individuo de elasmobranquio analisado a partir

da sentenca matematica:

P% = B/N, onde
P% - Percentual de espécies de bactérias presentes no total de tubardes e raias;
B — Presenca da espécie de bactéria em cada individuo de Elasmobranquio;

N- Numero total de individuos de Elasmobranquios analisados.

Uma analise da frequéncia de ocorréncia das bactérias entéricas também foi realizada
para cada uma das espécies de tubarfes e raias estudadas, a partir dos dados de presenca e
auséncia, utilizando a sentenca matematica:

FO = B/N*100, onde

FO — Frequéncia de ocorréncia;
B - Presenca da espécie de bactéria em cada espécie;

N — NUmero total de individuos de cada espécie.

Os intervalos de frequéncia propostos por Bodin (1977) foram aplicados, os grupos
constantes (> 76%), os grupos muito frequentes (51% - 75%), 0s grupos comuns (26% - 50%)
e 0S grupos raros (< 25%).

RESULTADOS

Os Elasmobranquios analisados apresentaram tamanhos variados, as raias variaram de
30,23-77,4 cm de largura de disco, os tubardes tiveram seu comprimento total variando de 33-
68,3 cm e a raia P. pristis apresentou o comprimento 151,0 cm. A microbiota bacteriana
encontrada associada as cavidades entéricas dos Elasmobranquios foi composta por 17 taxa
(Tabela 1).

As bactérias entéricas mais frequentes nos Elasmobrénquios analisados foram K.
pneumoniae, P. aeruginosa, C. freundii e Serratia sp, respectivamente com 47%, 38%, 22% e

13% e constituindo nos grupos dominantes. Por outro lado, Plesionomas shigelloides V.
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gazogenes, Yersinia pseudotuberculosis foram consideradas raras entre as espécies de
Elasmobranquios (Figura 2).

A espécie H. guttatus foi a que apresentou a maior riqueza de bactérias associadas, sendo
possivel a identificacdo de 13 espécies, como K. pneumoniae, P. aeruginosa, C. freundii e
Serratia sp sendo as espécies com maior frequéncia de ocorréncia. A raia Rhinoptera bonasus
apresentou apenas 6 espécies de bactérias entéricas associadas, e o tubardo Carcharhinus
porosus 5, ambas as espécies apresentaram K. pneumoniae, P. aeruginosa, C. freundii como as
bactérias com maior frequéncia de ocorréncia. As demais espécies de Elasmobranquios tiveram
na composicdo da microbiota entérica variando entre uma a trés espécies de bactérias
(Figura 3).

Tabela 1- Composicdo da fauna bacteriana entérica de Elasmobranquios

Familias Género/ Espécie
Enterobacteriaceae Serratia sp., K. pneumoniae, C. freundii, P. mirabilis, K.
rhinoscleromatis, K. ozaenae, S. choleraesuis, P.
shigelloides, Y. pseudotuberculosis

Vibrionaceae V. gazogenes
Pseudomonadaceae Pseudomonas sp., P. aeruginosa, P. luteola
Aeromonadaceae A. cavie, A. sobria, A. veronii
Moraxellaceae A. baumannii

Figura 2 — Percentual de ocorréncia das espécies de bactérias presentes no total de tubardes e
raias capturadas no Golfao Maranhense, Litoral Amazonico Brasileiro.
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Legenda: K. pneu: Klebsiella pneumoniae; P. aeru: Pseudomonas aeruginosa; C. freun: Citrobacter freundii;
Serra. sp.. Serratia sp.; P. mira: Proteus mirabilis; A. sob: Aeromonas sobria; K. rhin: Klebsiella
rhinoscleromatis; A. ver: Aeromonas veronii; A. bauma: Acinetobacter baumannii; A. cav: Aeromonas cavie;

K. ozae: Klebsiella ozaenae; S. chole: Salmonella choleraesuis; Pseu. sp.: Pseudomonas sp.; P. shig: Plesionomas

shigelloides; V. gazo: Vibrio gazogenes; Y. pseu: Yersinia pseudotuberculosis; P. lute: Pseudomonas luteola.

Figura 3 — Frequéncia de ocorréncia de bactérias entéricas em tubardes e raias capturadas no

Golfao Maranhense, Litoral Amazonico Brasileiro.
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Legenda: Kpne: Klebsiella pneumoniae; Paer: Pseudomonas aeruginosa; Cfre: Citrobacter freundii; Serr sp.:
Serratia sp.;; Asob: Aeromonas sobria; Pmir: Proteus mirabilis; Aver: Aeromonas veronii;; Krhi: Klebsiella
rhinoscleromatis; Abau: Acinetobacter baumannii; Acav: Aeromonas cavie; Koza: Klebsiella ozaenae; Vgaz:
Vibrio gazogenes; Plut: Pseudomonas luteola; Scho: Salmonella choleraesuis; Pshi: Plesionomas shigelloides;

Ypse: Yersinia pseudotuberculosis.
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DISCUSSAO
As bactérias entéricas encontradas no presente estudo pertencem as familias
Enterobacteriaceae, Vibrionaceae, Pseudomonadaceae, Aeromonadaceae e Moraxelaceae (Tab
1). Dados semelhantes foram encontrados por Juste-Poinapen et al (2019), onde a microbiota
intestinal de tubardes-martelo (Sphyrna lewini) mostrou uma comunidade de bactérias diversa,
incluindo membros das familias Enterobacteraceae, Vibrionaceae e Aeromonadaceae. Johny et
al (2018), ao realizarem a caracterizacdo da microbiota intestinal do tubardo Centroscyllium
fabricii, encontraram uma microbiota diferenciada da presente pesquisa, destacando-se 0s
seguintes géneros (Acinetobacter sp., Alteromonas sp., Corynebacterium sp., Pseudonocardia
sp., Leeuwenhoekiella sp., Mycobacterium sp., Pseudomonas sp., e Talassobacillus sp.).
Segundo Juste-Poinapen et al (2019), os microrganismos identificados no presente estudo sao
conhecidos como habitantes intestinais de espécies de vertebrados marinhos e terrestres,
incluindo humanos; e muitos desses microrganismos sdo considerados patdgenos oportunistas.
As bactérias K. pneumoniae, P. aeruginosa e C. freundii foram as mais frequentes entre
os elasmobranquios da presente pesquisa, dominando a microbiota entérica das espécies H.
guttatus, R. bonasus e C. porosus. A Klebsiella pneumoniae é prevalente no ambiente marinho
costeiro (HAKONSHOLM et al., 2020), associada a varios tipos de infeccdes em humanos e
animais, e encontrada normalmente em superficies mucosas, como a cavidade oral, nasal e
gastrointestinal (CLEGG; MURPHY, 2016; SOTO et al., 2017; WHITAKER et al., 2018).
Outro fato preocupante sobre essa espécie de bactéria condiz com a escassez de
antiobioticos eficientes (HAKONSHOLM et al., 2020). Além disso, K. pneumoniae é
considerada um dos patdégenos oportunistas mais importantes envolvidos na disseminagdo da
resisténcia antimicrobiana, devido esse microrganismo ser resistente a maioria dos antibiéticos
existentes, e por esse motivo é considerado uma superbactéria (WYRES; HOLT, 2018).
Klebsiella spp. sdo bactérias encontradas no ambiente clinico (HAKONSHOLM et al.,
2020), logo, quando esses micro-organismos sdo detectados fora desse ambiente,
provavelmente a sua presenca esta ligada a contaminagdo ambiental. Atualmente essas bactérias
encontram-se amplamente distribuidas no solo, plantas e aguas superficiais (HAKONSHOLM
et al., 2020). E quando sdo identificadas no ambiente marinho ou associadas aos organismos
aquaticos ha forte indicio que ocorreu contaminacéo por lixo hospitalar. De acordo com Araujo
et al. (2021), acOes antrépicas tém promovido uma grande entrada de compostos organicos nos
ecossistemas costeiros brasileiros. A contaminacao dos mares por esgoto doméstico influencia

diretamente na comunidade microbiana intestinal dos peixes, incluindo Elasmobranquios, por
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que esses animais podem se alimentar de presas contaminadas com esses dejetos domésticos
(JUSTE- POINAPEN et al., 2019).

A bactéria P. aeruginosa é¢ um agente patogénico que em alguns casos, pode afetar seu
hospedeiro (FELIATRA et al., 2019). Também possui como caracteristica seu comportamento
oportunista e estd associada a septicemia em organismos aquéaticos (MASTAN, 2013;
THOMAS et al, 2014; LAMARI; CHAKROUN; RTIMI, 2017).

Citrobacter freundii também é considerada um patdgeno oportunista responsavel por
infeccbes nosocomiais em animais marinhos, e frequentemente esta associado a resisténcia a
diversos antibidticos (FENG et al., 2015; IZDEBSKI et al., 2015; GOLDBERG et al, 2019).
Um estudo mostrou preocupacao acerca das implicacfes clinicas e ambientais dessa espécie de
bactéria associada ao homem encontrada em ecossistemas marinhos (GOLDBERG
etal., 2019).

O descarte de residuos organicos é de grande importancia para a satde publica, pois as
aguas residuais podem ser um reservatorio e veiculo de transmissao de bactérias patogénicas
(ROBINSON et al., 2016; FRESIA et al., 2019). Esse fato é preocupante no que diz respeito
aos Elasmobranquios, pois segundo com Landrigan et al. (2020), descargas industriais, residuos
farmacéuticos, pesticidas e esgoto contribuem para o declinio global dos estoques de peixes.

Salienta-se que as bactérias A. cavie. A. sobria, A. veronnii. V. gazogenes, S.
choleraesuis, P. aeruginosa, P. luteola, A. baumannii, Klebsiella sp., citrobacter sp., Proteus
sp., Plesionomas sp. e Yersinia sp., ndo haviam sido previamente identificadas em peixes
cartilaginosos.

Ressalta-se que P. shigelloides e Y. pseudotuberculosis foram as menos frequentes nas
espécies de elasmobranquios. Os autores Janda, Abbott e Mclver (2016), relatam que o
principal habitat de P. shigelloides é o ecossistema aquético (agua doce e estuarina), bem como
0s organismos desse ambiente (peixes, moluscos, crustdceos, aves aquaticas, mamiferos
marinhos, anfibios e répteis). De acordo Eskova, Yakovlev e Kim (2021), Y. pseudotuberculosis
é uma bactéria comum no meio ambiente, podendo ser encontrada nas plantas, no solo e na
agua, ela pode ser introduzida no ambiente marinho por enchentes e aguas subterraneas ou
poluicdo da agua de esgoto, que representa um potencial perigo para a populacao.

As espécies com maior nimero amostral como as raias H. gutattus e R. bonasus podem
refletir sua maior frequéncia na localidade aonde foram capturadas. A maioria dos registros
ictiofaunisticos realizados nas regides Norte e Nordeste, menciona H. guttatus como a mais
abundante nessas regides (GOMES et al., 2019). Coelho, Nunes e Nunes (2019), reforcam que

essas duas espécies sdo as mais frequentes no estado do Maranh@o. Essas espécies de raias séo
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consideradas um importante alvo da pesca artesanal no estado (NUNES; ALMEIDA,;
PIORSKI, 2005; COELHO; NUNES; NUNES, 2019), sendo H. guttatus na América Latina e
no extremo sul da costa amazonica brasileira (PEGADO et al., 2020)

A raia H. gutattus habita aguas rasas, tropicais e subtropicais, até cerca de 35m de
profundidade (GOMES et al., 2019), é considerada um importante predador de organismos
bentbnicos e bentopeldgicos costeiros, alimentando-se de uma grande variedade de presas
(GIANETI et al., 2019), incluindo crustaceos, poliquetas e moluscos (GOMES et al., 2019), ja
a R. bonasus é uma espécie costeira, de habitos benténicos e pelagicos que possuem uma dieta
a base de moluscos de conchas duras e crustdceos (GOMES et al., 2019).

A espécie C. porosus € encontrada sobre a plataforma continental em &guas tropicais,
vive preferencialmente proxima ao fundo lamoso de regifes estuarinas, a profundidades de até
80 m, e alimenta-se de crustaceos, pequenos peixes 0sseos e, eventualmente, neonatos de
tubardes (GOMES et al., 2019).

A ecologia alimentar e 0 modo de vida dos animais podem explicar a diversidade da
microbiota entérica encontrada nas trés espécies estudadas. Pois, 0s habitos de vida dos animais
como dieta alimentar e o habitat sdo caracteristicas que também influenciam na composicéo da
microbiota associada (STORO et al., 2021). Essa diversidade de micro-organimos pode
contribuir ainda mais para a reducdo das populac6es de H. guttatus, R. bonasus e C. porosus,
salienta-se que esses animais estdo classificados na lista vermelha da Uni&o Internacional para
a Conservagdo da Natureza (UICN) como “quase ameagada”, “vulneravel” e “criticamente
ameacada”, respectivamente.

Segundo Santana, Feitosa e Lessa (2020), C. porosus sofreu uma reduc¢do consideravel
nas capturas, possivelmente devido ao declinio de sua populacdo. Tal fato justifica o nUmero
pequeno da coleta de amostras (5). Ainda assim os dados mostraram uma microbiota variada,
pois foram isoladas bactérias de todas as amostras, com a identificacdo de cinco espécies
bacterianas (K. pneumoniae, P. aeruginose, C. freundii, A. Baumannii e K. rhinoschleromatis).

A espeécie C. porosus é pelagica e demersal, habita desde aguas rasas até profundas
(GOMES et al., 2019). Entende-se que ao se moverem para dguas mais rasas 0s animais estarao
propensos a uma maior influéncia da contaminacdo ambiental, pois estardo sujeitos aos
impactos costeiros. Segundo Storo et al. (2021), a frequéncia desse comportamento pode
contribuir para a composicao geral da comunidade do microbioma dos tubardes, pois os fatores
ambientais podem mudar com a profundidade da agua. Ainda de acordo com os autores
diferentes espécies de tubardes podem habitar nichos ou exibir comportamentos que podem

estar relacionados as comunidades microbianas diferenciadas.
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CONCLUSAO

A microbiota associada a esse grupo de peixes é (i) diversa sendo possivel a
identificacdo de bactérias pertencentes a cinco familias; (ii) os microrganismos prevalentes
foram K. pneumoniae, P. aeruginose, C. freundii.; (iii) a maioria das bactérias (A. cavie. A.
sobria, A. veronnii. V. gazogenes, S. choleraesuis, P. aeruginosa, P. luteola, A. baumanniil,
Klebsiella sp., Citrobacter sp., Proteus sp., Plesionomas sp. e Yersinia sp) isoladas e
identificadas na microbiota entérica de tubardes e raias do Litoral Amazénico Brasileiro é
registra pela primeira vez em elasmobranquios.
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RESUMO

Tubardes e raias sdo consumidos no Brasil €, como todos os alimentos de origem marinha séo
altamente pereciveis, necessitando de certos cuidados durante a cadeia produtiva como
manuseio correto, ser acondicionado em temperatura ideal e exposi¢cdo em ambiente dentro dos
padrdes sanitarios para manter a qualidade do produto e ndo gerar prejuizos a saude do
consumidor. Desta forma, 0 objetivo da pesquisa foi conhecer a microbiota fungica presente
em amostras de elasmobranquios comercializados em S&o Luis, Maranhdo. Os géneros de
fungos filamentosos isolados foram identificados pela taxonomia classica, e os fungos
leveduriformes pelo método automatizado VITEK® BioMérieux. Os fungos mais frequentes
entre os elasmobranquios foram Aspergillus secdo nigri (80%), Fusarium sp. (40%) e
Scopulariopsis sp. (40%), além desses, outros fungos também foram identificados, Aspergillus
secdo flavi., Rhizopus sp., Trichoderma sp., Cladosporium sp., Penicilium sp., Sporothrix sp.,
e duas espécies de levedura. Varios géneros de fungos tém sido descritos como contaminantes
desse tipo de alimento, incluindo potenciais produtores de micotoxinas, como Aspergillus,
Fusarium, Penicillium e Rhizopus. Além dos fungos toxigénicos identificados na presente
pesquisa, outros fungos associados as micoses cutaneas, subcutaneas e sistémicas em humanos
também foram isolados (Scopulariopsis sp., Cladosporium sp., Trichoderma sp., Sporothrix
sp., C. parapsilosis e C. haemulonii).
Palavras-chave: Microbiologia de alimentos. Peixes. Contaminacdo de alimentos. Seguranca
alimentar.
INTRODUCAO

O Brasil figura entre os principais paises pesqueiros de elasmobranquios, além de maior
importador de carne de tubardo do mundo, e consequentemente 0 maior consumidor desse
alimento (BARRETO et al., 2017; DULVY et al, 2017). O consumo dessa categoria de peixe
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se da devido ao seu valor nutricional, constituindo fonte natural de proteinas, vitaminas e
minerais, podendo ser indicado para pessoas de qualquer faixa etéaria. Entretanto, esse alimento
apresenta grande susceptibilidade a degeneracéo, principalmente pela sua composicao quimica,
fator primordial para a proliferacdo de microrganismos (MACENA et al, 2017).

Esses microrganismos sdo comumente isolados de alimentos e por esse motivo podem
ser usados como parametro na avaliagdo microbioldgica, determinando as condigdes higiénicas
sanitarias do peixe comercializado, pois sdo utilizados como indicadores da qualidade higiénica
(CALVET et al., 2012).

Vale ressaltar, que assim como as bactérias, a investigacdo de fungos é de
suma importancia pois podem propiciar alteragbes no odor e sabor dos alimentos,
causando diferentes graus de deterioracdo através de uma contaminagcdo cruzada
acarretando perigo a salde humana principalmente pela producdo de micotoxinas
(NUNES et al., 2013; OLIVEIRA; OLIVEIRA; MENEGHELLO, 2013; EVANGELISTA-
BARRETO et al., 2016 ).

As micotoxinas sao substancias toxicas produzidas durante 0 metabolismo do fungo no
processo de decomposicdo dos alimentos (KUBITZA, 2010; DE OLIVEIRA et al., 2019). Entre
elas, as aflatoxinas causam efeitos hepatotoxicos, nefrotoxico e carcinogénico (GOPINATH,;
RAJ, 2009). Além dessas, outras toxinas como ocratoxina, citrinina, zearalenona causam danos
em animais e humanos e, portanto, sdo de importdncia para a saude publica
(DE OLIVEIRA et al, 2019).

Os géneros de fungos filamentosos que comumente produzem toxinas Sao
Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium sp. (KIM et al., 2020). A contaminacédo fingica e
sintese de micotoxinas podem no ocorrer no transporte, processamento e armazenamento de
um determinado alimento (FLORES-FLORES et al., 2015).

Algumas micotoxinas suportam altas temperaturas (150 °C) e séo resistentes ao frio,
além de serem incolores, inodoras e ndo alterarem o sabor dos alimentos (CHANNAIAH,
2019). Essas caracteristicas permitem que esses metabolitos persistam no alimento mesmo apés
sofrerem o0s processos usuais de industrializacdo (PANKAJ; SHI; KEENER, 2018). Desta
forma, a presenca de micotoxinas em musculo de peixe pode estar relacionado a transferéncia
vertical na cadeia produtiva, em alguns casos da matéria-prima até a producao de racédo e dela
para o peixe (MICHELIN et al., 2016).

A Organizagdo Mundial de Saude Animal estabelece métodos diagndsticos e recomenda
amostragem para fins de vigilancia sanitaria de animais aquaticos levados ao mercado, para

reduzir o risco de contaminacdo. A adesdo a esses procedimentos garante a avaliacdo periodica
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da qualidade microbioldgica do produto, bem como a seguranca & salde do consumidor
(LAURIN et al., 2019). No entanto, a investigacdo da presenca de fungos em peixes frescos
ainda é restrita na literatura.

A maioria dos trabalhos com a microbiota de elasmobranquios, esta direcionada para a
identificacdo de bactérias (CROW; BROCK; KAISER, 1995; MYLNICZENKO et al., 2007;
FERREIRA et al, 2014; DOS REIS et al, 2017; EVANGELISTA- BARRETO et al., 2017;
POGOREUTZ et al., 2019; DE MAGALHAES et al., 2020). No entanto, poucos relatos sobre
a microbiota fungica nesse grupo de peixes apontam a presenca de Fusarium solani,
Dasyatispora levantinae, Paecilomyces lilacinus, Mucor circinelloides, Exophiala pisciphila,
Exophiala sp, Fusarium keratoplasticum e Metarhizium robertsii (DIAMANT et al., 2010;
MARANCIK et al.,, 2011; FERNANDO et al., 2015; ERLACHER-REID et al., 2016;
DESOUBEAUX et al., 2018).

A presenga desses fungos nesse tipo de alimento configura um alto risco de intoxicagéo
alimentar devido a alta capacidade de produzir micotoxinas. No Brasil, ndo ha regulamentacao
que determina padr6es minimos para a presenca de fungos em peixes, assim como existem para
algumas espécies de bactérias (e.g. Escherichia coli). Diante do exposto, o objetivo do presente
trabalho foi identificar a microbiota fingica em amostras de tubarbes e raias comercializados
em S&o Luis.

MATERIAL E METODOS
Amostragem

Foram analisadas cinco amostras de peixes cartilaginosos entre tubarfes e raias, sendo:
duas de raia prego Hypanus berthalutzae, uma da raia jamburana Rhinoptera bonasus, uma do
cacdo-junteiro Carcharhinus porosus e uma do tubardo martelo Sphyrna tudes, obtidas em
mercados e supermercados da cidade de S&o Luis, Maranhao.
Isolamento de fungos filamentosos e leveduras

Uma amostra de tecido muscular de 25 g de cada espécie de raia ou tubardo foi
homogeneizada em 225ml de 4gua peptonada correspondendo a primeira dilui¢éo, a partir dessa
foram realizadas as diluices seriadas decimais 102, 103, 104; foram consideradas para analise
apenas as duas ultimas dilui¢cBes. Assim, uma aliquota de cada dilui¢éo foi transferida para as
placas de Petri contendo meio de cultura Agar Sabouraud, seis placas de Petri para cada diluicio
foram usadas e incubadas em temperatura de 25°C (3 placas de cada diluigcédo) e 37°C (3 placas
de cada diluicdo) por 24h (DE HOOG; GUARRO; GENE, 2001). Apds o periodo de
crescimento, as col6nias foram isoladas em placas de Petri contendo 0 mesmo meio de cultura

da semeadura (Agar Sabouraud), novamente foram incubadas para crescimento respeitando a
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temperatura inicial a fim de se obter colOnias puras. Posteriormente realizou-se a taxonomia
classica para a identificagdo dos géneros de fungos filamentosos isolados (DE HOOG;
GUARRO; GENE, 2001; NUNES et al., 2015), enquanto os fungos leveduriformes foram
identificados pelo método automatizado VITEK® BioMérieux (RODRIGUES et al., 2019).
Andlise dos dados

Foi realizada uma analise do percentual de fungos associadas aos elasmobranquios
comercializados, considerando a presenca de fungo em cada individuo analisado a partir da
sentenca matematica:

P% = B/N, onde

P% - Percentual de fungos presentes no total de tubardes e raias;

B — Presenca de fungo em cada individuo de Elasmobranquio;

N- Numero total de individuos de Elasmobranquios analisados.

Uma andlise da frequéncia de ocorréncia dos fungos também foi realizada para cada uma
das espécies de elasmobranquios estudadas, a partir dos dados de presenca e auséncia,
utilizando a sentenca matematica:

FO = B/N*100, onde

FO — Frequéncia de ocorréncia;

B - Presenca de fungo em cada espécie;

N — Numero total de individuos de cada espécie.

RESULTADOS

Houve crescimento de fungos em todas as amostras, sendo identificados oito géneros de
fungos filamentosos e duas espécies de leveduras. No primeiro grupo encontrou-se Aspergillus
secdo flavi, Aspergillus secao nigri, Rhizopus sp., Fusarium sp., Scopulariopsis sp., Penicillium
sp., Cladosporium sp., Tricoderma sp., e Sporothrix sp. e no segundo Candida parapsilosis e
Candida haemulonii (Tabela 1).

Os fungos mais frequentes nas amostras de elasmobranquios foram Aspergillus secao
nigri, Fusarium sp., e Scopulariopsis sp., respectivamente com 80%, 40% e 40%. Por outro
lado, Trichoderma sp., Sporothrix sp., Rhizopus sp., Penicillium sp., Cladosporium sp.,
Candida parapsilosis, Candida haemulonii e Aspergillus secéo flavi foram considerados raros
entre as espécies de elasmobranquios (Figura 1).

As espécies de elasmobranquios que apresentaram o maior nimero de fungos foram
Sphyrna tudes e Hypanus berthalutzae. Sendo que para a espécie de tubardo S. tudes foi possivel
a identificacdo de dois géneros filamentosos, a saber: Aspergillus sp. que se divide em

Aspergillus secdo nigri e flavi, e Rhizopus sp. e ainda duas espécies de leveduras C. parapsilosis
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e C. haemulonii. E para a espécie de raia H. berthalutzae, identificou- se quatro géneros

fangicos, Aspergillus se¢do nigri, Cladosporium sp., Trichoderma sp., e Sporothrix sp.

(Figura 2).

Os fungos isolados no presente trabalho foram associados aos principais riscos

envolvendo a salide humana descritos pela literatura (Tabela 2).

Tabela 1- Fungos filamentosos e leveduras isolados do musculo (carne) de tubardes e raias

comercializados na cidade de Sao Luis, Maranhdo, Brasil.

Local de
Identificacdo das obtencao das Geéneros/Espécies
amostras amostras isoladas de fungo
Aspergillus secéo nigri
Hypanus berthalutzae Supermercado Cladosporium sp.
Trichoderma sp.
Hypanus berthalutzae Supermercado Sporothrix sp.
Aspergillus secdo nigri
Rhinoptera bonasus Mercado Fusarium sp.
Scopulariopsis sp.
Scopulariopsis sp.
Carcharhinus porosus Mercado Penicillium sp.
Fusarium sp.
Aspergillus secéo nigri
Sphyrna tudes Mercado Aspergillus secéo flavi

Rhizopus sp.
Candida parapsilosis
Candida haemulonii

Figura 1- Percentual de fungos presentes no total de elasmobranquios comercializados em

Séo Luis, Maranhdo, Brasil.

Aspergillus nigri
Fusarium sp.
Scopulariopsis sp.
Aspergilius flawi
Candida parapsilosis
Candida haemuionii
Clado sporium sp.
Penicillium sp.
Fhizopus sp.
Sporothrix sp.

Trichoderma sp.

60 70 80 90 100
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Figura 2- Frequéncia de ocorréncia de fungos em elasmobranquios comercializados em S&o
Luis, Maranhdo, Brasil.
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Legenda: Afla: Aspergillus flavi; Anig: Aspergillus nigri; Chae: Candida haemulonii; Cpar: Candida
parapsilopsis; Clad: Cladosporium; Fusa: Fusarium; Peni: Penicillium; Rhiz: Rhizopus; Scop: Scopulariopsis;
Spor: Sporothrix; Tric: Trichoderma.
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Figura 3- Macrofotografias de fungos filamentos e levedura: Aspergillus secéo flavi (A),
Aspergillus secdo nigri (B) e Rhizopus sp. (C), Fusarium sp. (D), Scopulariopsis sp. (E),
Penicillium sp. (F), Cladosporium sp. (G), Trichoderma sp. (H), Sporothrix sp., em sua forma

de levedura (1) e Candida haemulonii (J), isolados de elasmobranquios comercializados na

cidade de Sdo Luis, Maranhdo, Brasil.

Figura 4- Microfotografias de fungos filamentos e levedura: Aspergillus secéo flavi (A),
Aspergillus secdo nigri (B) e Rhizopus sp. (C), Fusarium sp. (D), Scopulariopsis sp. (E),
Penicillium sp. (F), Cladosporium sp. (G), Trichoderma sp. (H), Sporothrix sp., em sua forma
filamentosa (1) e Candida haemulonii (J), isolados de elasmobranquios comercializados na
cidade de S&o Luis, Maranhdo, Brasil.




74

Tabela 2- Distribuicao de fungos associados aos riscos a saude de acordo com a producéo de
micotoxinas e infec¢des fungicas.

Géneros/espécies Principais riscos associados a Fonte
de fungos saude

Aspergillus sp. Micotoxinas (aflatoxinas- B1, B2, RAZZAGHI-ABYANEH,;
GleG2) SHAMS-GHAHFAROKHI;

CHANG, 2011.

Fusarium sp. Micotoxinas (fumonisinas, BENNETT; KLICH, 2003;
zearalenona, moniliformina, PESTKA, 2007; AFOLABI et
eniatinas, beauvericina); al., 2020; MUNAWAR et al.,
Outros compostos (nivalenol, 2019; WITASZAK et al.,
deoxinivalenol, toxina T-2). 2020.

Penicillium sp. Micotoxinas (ocratoxina A, SCHMIDT-HEYDT etal.,
Aflatoxinas B1, B2, G1 2012; PEREIRA et al., 2017.
e G2)

Scopulariopsis sp.  Onicomicose, otomicose e pan- BREGONDE et al, 2020.

oftalmite, micoses cuténeas e
infeccdes sistémicas
Trichoderma sp. Sinusite invasiva alérgica e aguda, = SANDOVAL-DENIS et al,
ceratite, otite externa, infeccbes 2014.
cutaneas e subcutaneas, peritonite,
pulmonares, endocardite e abscesso

cerebral,
Cladosporium sp. Infeccdes de pele, rinossinusite, DE MENEZES; PEREZ;
abscesso cerebral e septicemia LIMA, 2017; GARCIA et al,
2018; BATRA et al, 2019.
Rhizopus sp. Sinusite invasiva e Micotoxina INGLEY; PARIKH;
(Ocratoxina A) DELGAUDIO, 2008;
PEREIRA et al., 2017.
Sporothrix sp. Micose- esporotricose MARIMON et al., 2007;
GUSMAQO, 2017.
Candida Infeccdo do trato urinario, infeccdlo COLOMBO; GUIMARAES,
parapsilosis sistémica 2007.
Candida Infec¢des cutaneas e profundas COLOMBO; DE ALMEIDA
haemulonii JUNIOR; GUINEA, 2017.

DISCUSSAO

De uma forma geral, observou-se a presenca de fungos considerados pela literatura
como toxigénicos e causadores de doengas infecciosas.

O género mais frequente entre os elasmobranquios foi Aspergillus sec¢do nigri (80%)
(Fig. 1). Esse dado esta de acordo com o trabalho de Bernal, Grefias e Patefia (2018), que isolou
Aspergillus niger em amostras de frutos do mar (lula) e peixe obtidas em mercado publico da
cidade de Batangas, Filipinas.

Espécies do género Aspergillus sdo comuns em produtos alimenticios, e

consequentemente tornam-se um risco a salde do consumidor devido a produgdo de
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micotoxinas (EVANGELISTA- BARRETO et al., 2016). Além disso, essas espécies suportam
altas salinidades e dessa forma podem contaminar alimentos de origem marinha como camarao
e peixe (YANG et al, 2018; DAS et al, 2019).

O género Fusarium sp. também se destacou no presente estudo, obtendo 40% de
predominancia entre as amostras. Resultados semelhantes foram encontrados por Fernando et
al. (2015); Pirarat et al. (2016) e Desoubeaux et al. (2018), os autores identificaram o fungo
Fusarium solani como parte da microbiota de raias e tubardes. De Freitas et al. (2021),
relataram que Fusarium sp. se destacou em amostras de camardo salgado comercializado no
municipio de Rio Branco, Acre, e que a frequéncia do fungo encontrada nas amostras foi de
16,67%.

O fungo Scopulariopsis sp., obteve 40% de prevaléncia entre as amostras. Esse achado
estd de acordo com Elbanna et al. (2019), onde foi isolado 0 mesmo género fungico de uma
tainha (Mugil) na Australia.

Duas espécies de levedura C. parapsilosis e C. haemulonii, foram identificadas no
presente trabalho. Desta forma, nossos resultados se assemelham aos de Macena et al. (2017),
onde os autores detectaram leveduras em peixes in natura comercializados no mercado
municipal de Teixeira de Freitas na Bahia.

A espécie de elasmobranquio que apresentou a maior riqueza de fungos associados foi
0 tubardo Sphyrna tudes. Salienta que essa espécie e o Carcharhinus porosus estao criticamente
ameacadas de extincao, e sdo comercializadas normalmente no mercado local.

Salienta- se que a maioria dos fungos identificados no presente trabalho (Aspergillus
sp., Penicillium sp., Scopulariopsis sp., Cladosporium sp., Trichoderma sp., Sporothrix sp.,
Rhizopus sp. C. parapsilosis e C. haemulonii) foram isolados pela primeira vez em tubardes e
raias.

Considerando que esses fungos estdo presentes no ambiente e sdo transmitidos ao
alimento pela agua, vento e manipulacdo humana, sugere-se que a presenga nos peixes esta
associada a falhas durante a cadeia produtiva (processamento, manipulagdo e comercializacao).
Observou- se neste estudo que o peixe era acondicionado sem gelo, os recipientes estavam
sujos, e 0 ambiente do mercado se encontrava em condigdes insalubres (presenga de animais
domeésticos e saprofagos-urubus, lixo, poeira, etc.). Segundo Calvet et al. (2012), os fungos se
multiplicam apds a despesca e durante o processamento do produto, caso seja armazenado em
temperatura inadequada. Esses microrganismos possuem um importante papel no processo de
deterioracédo, ocasionando perdas da qualidade do produto e produgéo de micotoxinas, como as

aflotoxinas.
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Constatou-se também no presente estudo, que no mercado os comerciantes realizavam
varias atividades ao mesmo tempo como a manipulacdo do peixe e recebimento do pagamento
em dinheiro. De Oliveira et al. (2019), relatam que manipular alimentos e atender os clientes
ao mesmo tempo aumenta a contaminacdo do alimento. Além disso, fatores intrinsecos dos
peixes, como alta atividade de &gua, pH proximo a neutralidade, potencial redox e composi¢éo
quimica, contribuem para sua deterioracdo mais acelerada (FREIRE et al., 2016). Uma vez que
proporcionam o crescimento de micro-organismos.

Descrever essa variabilidade fungica relacionada a contaminacao de peixes é essencial
para melhor compreender a dindmica dos fungos e a possivel presenca de fungos produtores de
micotoxinas nas amostras analisadas. De acordo com Calvet et al. (2012); Evangelista- Barreto
et al. (2016) e Kim et al. (2020), torna-se importante estabelecer medidas de prevencao e
controle de possiveis riscos a saude publica, uma vez que certas moléculas de fungos sdo

responsaveis pelo envenenamento em seres humano.

CONCLUSOES

A microbiota fangica identificada no presente estudo é composta por: Aspergillus sp.,
Fusarium sp., Penicillium sp., Scopulariopsis sp., Cladosporium sp., Trichoderma sp.,
Sporothrix sp., Rhizopus sp. C. parapsilosis e C. haemulonii isoladas de tubardes e raias.

Alguns sdo descritos pela literatura como principais produtores de micotoxinas, tais
como Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp., Rhizopus sp., enquanto outros como
Scopulariopsis sp., Cladosporium sp., Trichoderma sp., Sporothrix sp., C. parapsilosis e C.
haemulonii, estdo associados as micoses cutaneas, subcuténeas e sisttmicas em humanos.

Os fungos Aspergillus sp., Penicillium sp., Scopulariopsis sp., Cladosporium sp.,
Trichoderma sp., Sporothrix sp., Rhizopus sp. C. parapsilosis e C. haemulonii foram
identificados pela primeira vez em elasmobranquios.

O presente estudo revelou que os elasmobranquios comercializados em Séo Luis do
Maranhdo podem representar espécies-chave para 0 monitoramento da qualidade do pescado e
da seguranca alimentar. Recomenda-se dessa forma o monitoramento regular do pescado
comercializado em mercados e supermercados da referida cidade, visando a conscientizacéo e

melhoria dos servigos basicos de saude.
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